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FRECUENCIA Y RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Klebsiella
variicola EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA

RESUMEN

Objetivos

Determinar la incidencia Klebsiella variicola en pacientes hospitalizados en el afio
2019 por sexo, edad y servicio en el Hospital Infantil de Morelia e Identificar
resistencia y susceptibilidad antimicrobiana de las cepas estudiadas.

Material y métodos

Se recolectaron muestras de urocultivos, hemocultivos, aspirados/lavados
bronquiales y liquidos estériles, de nifios hospitalizados, de estas muestras se
trabajaron por medio de Phoenix las cepas obtenidas de Klebsiella y sus distintas
subespecies.

La técnica usada para comprobar sensibilidad y resistencia de los antimicrobianos
fue el método de Kirby-Bauer.

Para corroborar su identificacion se colaboré con la D.C. Elvira Garza-Garcia
perteneciente a la facultad de medicina de la Universidad Autbnoma de Nuevo
Ledn, para someter las muestras a espectrometria de masas usando el MALD:I-
TOF.

Resultados

En el laboratorio del hospital la incidencia de Klebsiella spp es de 3%,
predominando K. pneumoniae en un 69%, asi como K. variicola se identificé en un
13% con predominio en el grupo de lactantes.

1 de cada 5 Klebsiella spp son resistentes a los grupos de antibidticos: BLEES,
quinolonas, sulfonamidas, aminoglucdsidos y carbapenemes

Los tipos de muestra de donde se obtuvo la mayoria de cepas resistentes son
urocultivos para K. pneumoniae y hemocultivos para K. variicola.

Conclusiones

El Hospital Infantil de Morelia presenta un 13 % de K. variicola resistente a algun
antibidtico, predomina en lactantes y neonatos, la mayor parte identificada en
muestras de hemocultivos.

Palabras clave
K. variicola Resistencia microbiana Ninos
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FREQUENCY AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF Klebsiella variicola IN
THE CHILDREN'S HOSPITAL OF MORELIA

ABSTRACT

Objetive

Determine the incidence of Klebsiella subspecies in hospitalized patients in 2019 by
sex, age and service at the Children’s Hospital of Morelia and Identify antimicrobial
resistance and susceptibility of the strains studied.

Material and methods
Samples of urine cultures, blood cultures, bronchial aspirates/flushes and sterile

fluids were collected from hospitalized children, from these samples the Klebsiella
strains obtained and their different subspecies were processed by means of
Phoenix.

The technique used to test antimicrobial sensitivity and resistance was the Kirby-
Bauer method.

In order to corroborate their identification, we collaborated with D.C. Elvira Garza-
Garcia from the medical school of the Universidad Autonoma de Nuevo Leon, to
submit the samples to mass spectrometry using MALDI-TOF.

Results

In the hospital laboratory, the incidence of Klebsiella spp. was 3%, with K.
pneumoniae predominating in 69%, and K. variicola was identified in 13%, with a
predominance in the infant group.

1 in 5 Klebsiella spp are resistant to antibiotic groups: BLEES, quinolones,
sulfonamides, aminoglycosides and carbapenems.

The sample types from which most resistant strains were obtained are urine
cultures for K. pneumoniae and blood cultures for K. variicola.

Conclusions
The Children's Hospital of Morelia has 13% of K. variicola resistant to any antibiotic,

predominantly in infants and neonates, most of them identified in blood culture
samples.

Key words
K. variicola Microbial resistance Children
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CAPITULO 1

1 MARCO TEORICO

1.1 Clasificacion de las bacterias

A lo largo del tiempo se ha extendido la diversidad de organismos patégenos por lo
cual fue necesario un método para su identificacion para eso se requiere su
clasificacion y nomenclatura. La clasificacion se basa en colocar a estos
organismos dentro de grupos taxondmicos; es necesario conocer sus propiedades
morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas, e incluso genéticas. La nomenclatura se
basa en otorgarles un nombre asignado a cada uno de ellos segun las reglas
internacionales ya establecidas. Asi para su identificacion es necesario seguir un
esquema 1) aislar y distinguir a los organismos perjudiciales 2) verificar sus
propiedades en un cultivo 3) identificar al organismo causal de la enfermedad (1).

Categoria formal Ejemplo

Reino Procariotas

Division Gracilicutes

Clasze Escotobacteria

Orden. Eubacterias

Familia Enterabacteriaceae
Género Escherichia

Especie coli

Subtipo Escherichia coli 0157:H7

Imagen 1.1 Ejemplo de la clasificacion taxonémica, el sistema de Linneo es el mas utilizado para la clasificacion de las
bacterias (1).

Las bacterias son células pequefias que oscilan entre 2-10 um, existen dos clases
de estds que son las procariotas (archeas, algas azul-verdosas) y las eucariotas
(animales, plantas y hongos) las primeras se consideran las mas antiguas teniendo
como caracteristica principal que solo se encuentran de manera unicelular y no
cuentan con un nucleo definido, mientras que a las segundas se pueden encontrar
de manera unicelular o pluricelular y tienen un nucleo definido (2).

El cromosoma bacteriano es una molécula Unica circular con dos cadenas de acido
desoxirribonucleico (DNA) que contienen aproximadamente 5.000 pares de
kilobases (kb) con una longitud aproximada de 1,3 mm (3).
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Para ayudar a su caracterizaciobn es necesario conocer sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, sus caracteristicas metabdlicas, antigénicas y su
genotipo (2).

1.2 Caracteristicas microscoépicas
Sus caracteristicas microscopicas dependen de la forma en la que se presenten
(cocos, bacilos, espirales y curvos), las bacterias esféricas en forma de racimos se
les conoce como Staphylococcus, agrupadas en hilera se le conoce como
Streptococcus, en forma de baston se le conocen como bacilos, una forma
serpenteante se le conoce como espiral (3).

Existe una técnica para la diferenciacion de dos clases de bacterias llamada tincion
Gram, esta se basa en darle una coloracion dependiendo de los componentes de la
pared celular de estas:

Las bacterias Gram positivas se tifien de morado ya que el colorante queda
atrapado en una pared gruesa de peptidoglucano. El peptidoglucano (mureina) es
una malla rigida formada por cadenas lineales de polisacaridos que se unen a
través de péptidos. Estas bacterias poseen una pared celular gruesa que consta de
varias capas (150 a 500 A) de peptidoglucano que rodea a la membrana
citoplasmatica, esta estructura es lo bastante porosa para permitir el paso de los
metabolitos a la membrana citoplasmatica. Estas bacterias también estan formadas
por otros componentes como proteina, acidos teicoicos, acidos lipoteicoicos y
polisacarido (3).

Las bacterias Gram negativas se tifien de rojo ya que no retienen el colorante
principal por su delgada pared de peptidoglucano por lo que quedan tefiidas con el
colorante secundario (3).

Este grupo de bacterias es mas complejo que las Gram positivas ya que contienen
dos capas en el exterior de la membrana citoplasmatica, por fuera de esta se
encuentra una delgada capa de peptidoglucano, en la capa externa de esta se
encuentra la membrana externa (exclusiva de las Gram negativas). El espacio que
existe entre la membrana citoplasmatica y la membrana externa es conocido como
espacio periplasmico donde se encuentran enzimas hidroliticas (proteasas, lipasas,
fosfatasas, nucleasas y enzimas metabolizadoras de carbohidratos) que
contribuyen a la degradacion y metabolizacion por macromoléculas de gran tamafo

(3).
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Estructura Constituyentes quimicos Funciones

Membrana plasmética Fosfolipidos, protednas y enzimas Conmtencidn, generacion de energia, potencial de
membrana y transporte
Pared celular
Bacteria grampositivas
Peptidoglucano Cadenas de glucanos de GIKNAC y MurNAC entrecruzados Forma y estructura celular; proteccidn frente al ambiente
por un puente peptidico y destruccion por el complemento
Acido teicoico Polimibitol fosfato o glicerol fosfato unido al peptidoglucano Refuerza la pared celular; secuestro deld lon calcio; activador
Acido lipoteicoico Acido teicoico unido a lipido de protecciones innatas del hospedador
Bacterias gramnegativas
Peptidoglucano Version mas deigada de la que se encuentra en kas bacterias Forma y estructura cefulares
grampositivas
Espacio peripldsmico Enzimas implicadas en ef transporte, la degradadion y [a sintesis
Membrana externa Estructura celular; proteccion frente al ambiente del
hospedador
Proteinas Canal de porina Penetracidn de pequenas moléculas hidrofilas; restringe
algunos antibidticos
Dispositivos secretores (tipos L IL NL V) Penetra y libera proteinas a través de las membranas,
Incluidos factores de virulencia
Lipoproteina Unidn de la membrana externa al peptidoglucano
LPS Upido A, polisacirido de la region central, antigeno O Estructura de la membrana externa; potente activador de
respuestas innatas del hospedador
Fosfolipidos Con dcidos grasos saturados
Otras estructuras
Capsula Polisacaridos (disacdridos y trisacandos) y polipéptidos Antifagocitica
Biopelicula Polisacaridos Proteccion de la colonda frente al ambiente,
antimicroblanos y respuesta del hospedador
Pl Pilina, adhesinas Adherencia, pi sexuales
Flageio Proteinas motoras, flagelina Movimdento, quiméotaxia
Proteinas Proteina M de estreptococos (por ejemplo) Varias

Imagen 2.1 Componentes de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas (3)

1.3 Caracteristicas metabdlicas, antigénicas y genéticas
Las caracteristicas metabdlicas se basan en la necesidad de las bacterias de un
ambiente aerobio y anaerobio (Presencia o ausencia de oxigeno), los nutrientes
especificos que requieren para crecer (Capacidad de fermentar hidratos de
carbono) asi como la produccion de productos caracteristicos de algunas de ellas
como &cidos y alcoholes (3).

Las caracteristicas genéticas hace referencia a las caracteristicas que comparten
todos o ninguno de los miembros del grupo, estas no se pueden usar para
diferenciar a uno de otro pero si para definir las propiedades del grupo, para esto
son utilizados sus genes ya que se ha demostrado que estos son usados para
codificar enzimas que se transportan por medio de plasmidos o bacteriéfagos
(elementos genéticos extracromosomales) a otras bacterias de su misma familia

(1),

Las cepas de bacterias se pueden diferenciar mediante anticuerpos que detectan
antigenos caracteristicos (serotipado), estas cepas son empleadas para identificar
organismos dificiles o peligrosos, asi como también para subdividir a las bacterias
por debajo del nivel de la especie con fines epidemioldgicos (3).
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1.4 Bacterias Gram negativas

1.4.1 Familia Enterobacteriaceae
Los bacilos Gram negativos que forman parte de esta familia son ubicuos se
encuentran en cualquier parte de la naturaleza, asi como en el ser humano y
animales principalmente en el tubo digestivo (4).

En 1972 Edwards y Ewing describieron 11 géneros y 26 especies de bacterias que
correspondian a esta familia, sin embargo, en 1985 Fanmer y cols describieron 22
géneros y 69 especies de bacterias (4).

Los miembros que pertenecen a esta familia tienen un tamafio que va desde 0.3 a
1,0 x 1.0 a 6.0 um, sus requerimientos son sencillos, fermentan la glucosa, reducen
nitratos, son oxidasa negativa (excepto el género Plesiomonas) y catalasa positiva
(5), forman &cido y algunos de ellos producen gas durante la fermentacion de D-
glucosa (6). Pueden crecer en ambientes anaerobios o aerobios (anaerobios
facultativos), para su aislamiento se usan medios de cultivos no selectivos como el
agar sangre o selectivos como el MacConkey, este Ultimo es utilizado para
diferenciar a los géneros que son capaces de fermentar la lactosa (las colonias se
tornan de un color rosado) como son Klebsiella, Escherichia, Citrobacter, Serratia,
Enterobacter, de los que no (sus colonias son incoloras) como son Proteus,
Shigella, Salmonella y algunas especies de Yersinia (3)

La clasificacion serolégica de la familia estd basada en 3 grupos de antigenos:
polisacaridos O somatico (presentes en cada género y especie), antigenos K y
proteinas H (proteinas flagelares termolabiles).
Esta familia utiliza mecanismos variados como factor de virulencia:
e La formacion de endotoxinas: Es un factor de virulencia que causa graves
manifestaciones sistémicas.
e Cépsula: Protege a la bacteria de la fagocitosis mediante antigenos
capsulares hidrofilicos.
e Variacién de fase antigénica: Causa la expresion o no de los antigenos lo
gue protege a las bacterias de la destruccion ocasionada por anticuerpos.
e Sistemas de secrecion de tipo lll: Son secreciones de alrededor 20
proteinas que facilita la transferencia de factores de virulencia.
e Resistencia a los antibidticos: Desarrollan mecanismos codificados por
plasmidos que se transfieren a otras bacterias de incluso diferente género

3).
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1.4.2 Klebsiella.

Las especies que conforman este género son bacilos Gram negativos de tamafio
intermedio (0,3 a 1,0 X 1,0 a 6 ,0) um), que poseen una capsula prominente que
rodea las colonias aisladas lo que les otorga un aspecto mucoide, y ocasiona una
virulencia elevada in vivo. Por lo general son causantes de neumonias que llevan a
la destruccion necrética de los espacios alveolares, la produccién de esputos
hemoptoicos y la formacion de cavidades. Las especies con mayor importancia
clinica son Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca (7,3).

Para su cultivo se pueden inocular en medios de agar sangre no selectivos, sin
embargo, si se sospecha de alguna contaminacién por otro microorganismo se
usan medios selectivos como son el agar eosina-azul de metileno (EMB) y agar
MacConkey (7).

K. pneumoniae es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, tiene una forma
circular convexa que crece a una temperatura aproximada de 11-41°C (7).

En el afio de 1875 Edwin Klebs describid por primera vez a K. pneumoniae
mientras analizaba las vias respiratorias de sus pacientes que fallecieron a causa
de neumonia, pero hasta el afio de 1882 Carl Friedlander describié formalmente la
especie y desde entonces es reconocida como la causante de una gran tasa de
morbilidad y mortalidad en humanos (8).

La taxonomia de este género ha demostrado la existencia de filogrupos de K.
pneumoniae subespecie pneumoniae (Kpl). Brise y Verhoef informaron la
existencia de filogrupos Kpl a Kp4, sin embargo, unos afios después Blin y col
demostraron la existencia de otros dos Kp5 y Kp6 sin nombre aun, juntos forman el
complejo K. pneumoniae: K. quasipneumoniae (Kp2) con 2 subespecies
quasiopneumoniae (Kp2-A) y similipneuomiae (Kp2-B) K. variicola (Kp3) y K.
michiganensis (7,9).

Las caracteristicas bioquimicas que comparten el complejo de K. pneumoniae son
inmoviles, ornitina descarboxilasa e indol negativos, lisina descarboxilasa positiva,
ureasa positiva. A diferencia de los otros miembros del complejo K. variicola
metaboliza el acido tricarbalilico, acido L-galactonico-Y-lactona, L-sorbosa, 4-
hidroxil-L-prolina y D-arabitol (10).

Todos los miembros de este complejo comparten caracteristicas bioquimicas y
fenotipicas lo que ocasiona su identificacion errénea, siendo K. variicola el miembro
gue mas se confunde con K. pneumoniae principalmente en infecciones del tracto
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urinario (34). Analisis realizados demuestran que al secuenciar el genoma completo
de las especies de Klebsiella hay un amplio intercambio de contenido de genes
centrales y replicones de pladsmidos entre ellas (8).

K. variicola se considera un patdgeno emergente en humanos, inicialmente era
encontrado colonizando las plantas, considerando el término “Fitonosis™ ya que se
ha identificado como patégeno en humanos y animales, se ha logrado su
aislamiento de diversas fuentes ambientales, asi como en muestras clinicas de
secreciones de heridas, aspirados traqueales, tracto respiratorio y urinario (10,11).

Se ha descrito que cepas aisladas de brotes hospitalarios de K. variicola presentan
los mismos genes de virulencia que K. pneumoniae lo que le otorga la resistencia a
los antibidticos. Sin embargo, también se han encontrado casos donde K. variicola
y K. pneumoniae infectaron al mismo paciente encontrandose diferente sensibilidad
a los antibioticos, al someterse a un estudio filogenético y molecular por medio de
la electroforesis en gel de campus pulsados se demostro diferentes perfiles de los
plasmidos encontrados para ambas cepas (10).

En un estudio realizado en el Instituto de Salud Publica de Cuernavaca se
compararon los genomas de virulencia de plantas reportados de K. variicola, K.
quasipneumoniae y K. pneumoniae por medio de analisis como In Silico y PCR
encontrdndose que los genes involucrados en la colonizacion de plantas
correspondian principalmente a K. variicola ya que esta produce hormonas
vegetales asi como Betalactamasas cromosomicas (9).

Los aparatos convencionales para la identificacion microbiol6gica como el Phoenix,
el Vitek 2x1 y el MicroScan no pueden diferenciar a los miembros del complejo de
K. pneumoniae ya que estos se basan en las caracteristicas bioquimicas
generales, y esas las comparten todos los miembros, por lo que seran
errbneamente identificadas como K. pneumoniae. Actualmente se pueden
identificar solo en funcién de la secuenciacion de genes (12), por lo tanto se
propone realizar la WSG o secuenciacidon de marcadores genéticos especificos
(blaLEN, blaOKP, blaSHV, rpoB, gyrA, parC), PCR multiple para identificar su
betalactamasa cromosomica, o por espectrometria de masas (MALDI-TOF) es un
meétodo rapido y rentable para su identificacion aunque es importante mencionar
que no todos cuentan con los marcadores especificos que buscan la proteina
ribosémica L31 perteneciente a K. variicola (10), cuenta con una sensibilidad y
especificidad del 80-100 % a 97-100% respectivamente. Se basa en visualizar los
picos bacterianos en el rango carga/masa (m/z) que corresponden a las proteinas
ribosomales (S20, S22 y L31, respectivo a 4777, 9553, 5278 y 7768 m/z). El pico
especifico de 5578 m/z para Kpl-Kp6 identificado como proteina ribosémica S22
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se observo en Kp2. Kp3 y Kp5 a 7768 m/z asumido como proteina ribosémica L31
(12).

Generalmente se considera que las cepas de K. variicola eran menos virulentas en
comparacion con K. pneumoniae pero estudios han revelado que K. variicola con
frecuencia ocasiona infecciones graves potencialmente mortales (13). Se han
identificado cepas de K. variicola que llevan los mismos genes de resistencia a los
antibioticos que K. pneumoniae Carbapemenasa (KPC) y metalo-betalactamasa 1
(NDM-1) (8).

Long y col en 2017 demostraron que K. pneumoniae, K. quasioneumiae y K.
variicola compartian genes cromosomicos que codifican factores de virulencia, se
han identificado como productores de BLEE tipo SHV y CTX-M y productores de
carbapenemasas tipo NDM-1 (10).

1.5 Resistencia a los antibioticos
Las bacterias encuentran en el cuerpo humano las caracteristicas necesarias para
Su crecimiento y propagacion, por lo cual estas han desarrollado mecanismos que
les permite acceder a los nutrientes y evitar la respuesta del sistema inmunitario,
sin embargo, estos mecanismos causan un dafio en el hospedador, por lo que se
recurre al uso de antibiéticos para tratar las infecciones (3).

Llamamos antibiéticos a las sustancias antimicrobianas que se producen por medio
de bacterias y hongos con el fin de inhibir el crecimiento o erradicar los
microorganismos, es importante mencionar que este término también abarca a los
antibioticos de origen sintético. Cumplen dos importantes funciones; Bactericida
(Erradica por completo al microorganismo) y Bacteriostatico (Solamente inhibe su
crecimiento y el sistema inmune del hospedador es el responsable de eliminar al
microorganismo) (14).

La resistencia natural o intrinseca se da cuando el antibiético no puede acceder
a la bacteria porque no tiene el mecanismo para ello. Por el contrario, la
resistencia adquirida o extrinseca se da cuando la bacteria evoluciona esto
quiere decir que era sensible inicialmente al antibi6tico, pero por alguna posible
mutacion en un gen el antibiético deja de ocasionar algun efecto en ella. (15)

La resistencia intrinseca nos demuestra que la resistencia bacteriana no esta
propiamente asociada al uso de los antibioticos, ya que diferentes genes
(aproximadamente 3%) que codifican enzimas metabdlicas y proteinas que regulan
procesos fisioldgicos pertenecen a la resistencia natural (16).
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Comparando la resistencia entre tipo de bacterias se tiene como dato que las
bacterias Gram-negativas son intrinsecamente mas resistentes que las bacterias
Gram-positivas esto se debe a la membrana externa de los Gram negativos
(compuesta por lipopolisacéaridos y fosfolipidos) que sirve como proteccion para el
ataque del antibiético (17).

Se dice que las cepas son susceptibles cuando las dosis normales del antibiotico
son efectivas para tratar la infeccion, las cepas moderadamente resistentes son las
qgue si se incrementa la dosis se puede obtener una respuesta eficaz, y las cepas
resistentes se dan cuando el tratamiento no tiene ninguna respuesta sobre la
infeccion (15).

Para identificar su susceptibilidad se realizan diversas técnicas en el laboratorio, las
mas usuales son: 1) Prueba de difusion en disco que se basa en realizar un cultivo
con la cepa problema e impregnar discos con el antibiético a utilizar para asi
colocarlos dentro de la placa, pasadas las 24 horas se mide el halo de inhibicién
creado alrededor del disco, existen valores que ya estan estandarizados para
valorar la resistencia de cada bacteria. 2) Pruebas de dilucién en caldo, aqui la
bacteria se encuentra diluida en caldo, y su CMI se basa en la minima
concentracion del farmaco que impide el crecimiento bacteriano a las 18-24 horas.
3) Las pruebas automatizadas, estan por igual basadas en las pruebas de difusion
en discos (14).

Las bacterias tienen diversos mecanismos de resistencia los mas usuales son las
mutaciones en un gen, con la transferencia de material genético por medio de
plasmidos de una bacteria a otra es como las mutaciones de genes se han
extendido tanto alrededor del mundo favoreciendo la resistencia a los antibiéticos
(15).

La resistencia bacteriana se adquiere principalmente de forma rapida por medio de
la transferencia horizontal de genes con la ayuda de diferentes elementos
genéticos moviles, como son los plasmidos y los transposones:

Los transposones son elementos de insercion moviles que se desplazan entre el
cromosoma y el plasmido donde el gen de resistencia puede ir incluido al salir del
hospedador y penetrar a un receptor.

Los integrones no son moviles, pero codifican una integrasa y ofrecen el sitio para
los genes de resistencia, estos integrones pueden estar dentro de un plasmido o un
transposon por lo tanto asi se mueven dentro del cromosoma de otra célula.
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Transduccién es el proceso por medio del cual los fagos introducen su DNA a
bacterias, esto provoca un problema cuando ese DNA contiene genes de
resistencia ya que infecta a la bacteria.

Transformacion cuando el DNA de una bacteria queda libre en el ambiente otra
funciona como receptor captéandolo e incorporandolo a su genoma.

Conjugacién aqui se transfieren los genes por contacto directo entre bacterias por
medio de algun pili o puente sexual (14).

En la actualidad la incidencia de cepas resistentes intrahospitalarias es un grave
problema para la salud, ya que en un principio se creia que el problema tenia como
solucion la produccion de medicamentos nuevos, pero en el transcurso de los afios
se ha observado una disminucion progresiva en la fabricacién de estos, por lo que
se plantea como solucion la disminucion del uso de antibioticos. (15)

Para la seleccion de los antibidticos se debe conocer el agente causal de la
infeccién, y no solo dar por hecho que se trata de una infeccion si presenta fiebre
ya que esta puede ser causada por otros factores, si es de vital importancia
medicar al paciente antes de conocer al microorganismo responsable debe
considerarse el cuadro clinico de la enfermedad para conocer a los posibles
agentes causales y asi dar el tratamiento de menor espectro posible (14).

1.5.1 Antibiéticos B-lactamicos
Los antibidticos B-lactamicos acttan inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana. Dentro de su estructura quimica se clasifican en 4 grupos: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenemes, estos grupos de antibioticos
estan formados por la union de su anillo B-lactamico con un anillo secundario (18).

El grupo de las penicilinas se encuentra principalmente constituido por la penicilina
Gy V, estas son usadas para atacar bacterias Gram positivas (15).

El grupo de las cefalosporinas se dividen en cinco generaciones, la primera es
usada para combatir a bacterias Gram positivas, la segunda generacion es usada
para Gram negativas y algunos anaerobios, la tercera generacién es para Gram
positivas y bacterias de la familia Enterobacteriaceae, la cuarta generacion incluye
todos los farmacos de la tercera con un mayor espectro para combatir las (3-
lactamasas, y la quinta generacién es usada para tratar Gram positivas (14).

Los monobactamicos donde se encuentra como principal farmaco el aztreonam es
usado para combatir a bacterias Gram negativas con presencia de algun
mecanismo de resistencia (14).
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El grupo de los carbapenemes esta

formado principalmente por meropenem,

imipenem, doripenem y ertapenem, este grupo constituye el de mayor amplio

espectro de todos los B-lactamicos (14).
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Imagen 3.1 Estructura quimica de los grupos de antibiéticos 3-lactamicos (18).

Estos antibidticos ejercen su accion

en la ultima etapa de la formacion del

peptidoglucano, se cuentan con 3 etapas:

e Citoplasmatica: est4 basada en la sintesis de la molécula precursora UDP-

NAcMur

e Transmembrana: en esta etapa de transferencia se forma el lipido | o
undecaprenil-pirofosforil-UDP-NAcMur-penta, y con la ayuda de MurG se
transfiere una molécula de NAcGlc para formar el lipido II.

e Extracelular: es la etapa final de la formacion del peptidoglucano donde
adquiere su funcionalidad, asi como la proteccién osmatica intracelular que
tiene cada bacteria, en este proceso se llevan a cabo reacciones de

elongacion y entrecruzamiento,

esta Udltima involucra reacciones de

transpeptidacion que es donde atacan los antibidticos B-lactamicos gracias a
unas enzimas llamadas PBP (Proteinas de union a las penicilinas) (18).

Todas las bacterias con pared celular poseen PBP que tienen distinta afinidad por
los antibidticos B-lactamicos, estas ya mencionadas se utilizan como el punto de
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unién con dichos farmacos. Los antibidticos B-lactamicos inhiben muchas PBP de
una sola bacteria, por lo tanto, su afinidad a estos antibiéticos debe disminuir para
crear un mecanismo de resistencia (14).

Los B-lactdmicos deben alcanzar los puntos de fijacion en la pared celular
bacteriana para ejercer sus efectos, esto se facilita en las bacterias Gram positivas
por la composicién de su pared celular y a través de porinas en las Gram negativas
(15).

1.6 B-lactamasas

Entre los mecanismos que presentan las bacterias para ser resistentes a los
antibidticos tenemos las B-lactamasas, las B-lactamasas AmpC, las bombas de
expulsion (MexAB-OprM) y la pérdida de las porinas (OprD) estas son catalogadas
como la principal via de entrada de los carbapenémicos (19).

Las B-lactamasas se consideran como el principal determinante de resistencia para
los antibibticos B-lactamicos, son enzimas que pueden inactivar a las penicilinas y
las cefalosporinas, este proceso se lleva cuando estas enzimas rompen el anillo
penicilanico y cefalosporanico creando acidos similares a los del antibiotico pero
gue no tienen algun efecto sobre la bacteria, evitandose asi la lisis de la pared
celular bacteriana (20). Estas enzimas estan presente desde hace millones de afios
solo que se encontraban de forma natural y sin causar un dafio tan drastico como
el del momento (21).

Continuando asi con la aparicion de otras enzimas inactivadoras de (-lactamicos,
por medio de las mutaciones que codificaban estos genes tipo TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, con esto se tiene la aparicién de las actuales B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), en 1983 Khote y otros descubrieron una mutacion de la SHV-1
denominandola SHV-2 (esta ya era capaz de hidrolizar cefalosporinas de tercera
generacion), pero en el afio 1989 Philip y otros fueron las que las denominaron
como BLEE, al afio siguiente descubrieron una mutacion en el TEM-2 a la que
denominarian TEM-3, hasta el momento se han descrito mas de 160 tipos de TEM
y 100 de SHV. (20).

Antes del uso inapropiado de los antibiéticos ya se encontraban bacterias con
actividad penicilinasa que naturalmente destruian la penicilina y sobrevivian a
ambientes que la contenian, se descubrio que esto se debe a los plasmidos que se
definen como moléculas de ADN capaces de auto transmitir material genético a
otras bacterias con el fin de llevar a cabo una mutacion de estas (22).

En diversos estudios se ha descrito que la Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
son los principales microorganismos que presentan mayor incidencia de resistencia
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a las B-lactamasas, pero sin embargo esta resistencia la podemos encontrar en
todas las enterobacteriales incluyendo las no fermentadoras como es el caso de la
Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter baumannii (20).

En los afos de 1980-1981 Ambler, Jaurin y Grundstrom clasificaron estas
enzimas segun su peso molecular, grado de homologia y su espectro (23):

e Clase A: Enzimas serina con preferencia a las penicilinas

e Clase B: Metaloenzimas con preferencia a las cefalosporinas.

e Clase C: Bacterias Gram Negativas productoras de cefalosporinas
cromosomicas.

e Clase D: Enzimas serinas capaces de hidrolizar la oxacilina.

Sin embargo, en 1989 Bush propuso otra clasificacion para las B-lactamasas
basadas en las caracteristicas fisicas, bioquimicas y espectros de inhibicion (23):

e Grupo I: Enzimas serina con preferencia a las cefalosporinas, inhibidas por
Aztreonam, pero sin efecto del acido clavulanico, clase molecular C, con
codificacion cromosémica.

e Grupo II: Representa la categoria mas grande (Contiene 8 subgrupos)
enzimas serina con efecto inhibitorio del &cido clavulanico, clase molecular
A, con codificacion por medio de plasmidos.

e Grupo lll: Metaloenzimas sin efecto del acido clavulanico, con codificacién
cromosomica pero también plasmidica.

e Grupo IV: Enzimas penicilinasas sin efecto del &cido clavulanico.

1.7 Carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas capaces de inactivar a todos los antibiéticos [3-
lactdmicos, incluyendo los carbapenems, actualmente se ha presentado un notable
aumento de enterobacteriales resistentes a carbapenem (CRE), segun la
clasificacion de Ambler se catalogan en 3 categorias (24):

e Clase A: Principalmente enzimas del tipo KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), estas enzimas se codifican por medio de plasmidos,
dando ahi su importancia clinica, por la facilidad que tienen para transmitirla.

e Clase B: También llamadas Metalobetalactamasas (MBLS), estas enzimas
requieren iones de zinc para realizar su actividad hidrolitica, entre ellas las
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enzimas VIM (Verona Integron-encoded metallo-betalactamase), IMP
(Imipenemasa) y NDM (New Delhi metallo-betalactamase).

e Clase D: OXA también llamadas Oxacilinasas, son uno de los grupos que se
presentan con mas frecuencia, la familia OXA-48 abarca a la familia de
enterobacterias (principalmente Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae), la
mayoria de los genes de OXA estan asociados con Acinetobacter baumannii
(24).

En estudios realizados para la busqueda de CRE se han encontrado cepas de K.
pneumoniae KPCs. Estas cepas han causado numerosos brotes y se han vuelto
endémicas de diversos paises a nivel mundial, reportandose una mortalidad del 50
%, se cree que la combinacion de antibidticos ha sido exitosa para combatirlas,
usando como antibidticos de primera eleccion para las CRE las polimixinas
(colistina), tigeciclina y aminoglucosidos (Especialmente la gentamicina) (25).

Las polimixinas son antibiéticos utilizados como dUltimo recurso para tratar
infecciones causadas por bacterias que son resistentes a multiples antibioticos,
esto es por los efectos colaterales que causa en el organismo, sin embargo, se ha
presentado un aumento en la resistencia de las bacterias para las que se usan esté
grupo de antibiéticos como sera la K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii
(26).

Segun los datos de 248 estudios sobre la resistencia a los carbapenems de cepas
de E. coli y K. pneumoniae en 11 naciones, la resistencia fue medida por medio de
metandlisis de los datos obtenidos con = 100 aislamientos representativos;
Klebsiella fue alta (> 5%) en cuatro naciones (Indonesia, Filipinas, Tailandia y
Vietnam), moderado (1-5%) en dos naciones (Malasia y Singapur) y bajo (<1%) en
dos naciones (Camboya y Brunei). Para E. coli, la resistencia fue generalmente
menor, pero fue alta en dos de siete naciones con 2100 aislamientos (Indonesia),
siendo las principales enzimas de resistencias las Metalobetalactamasas NDM y
las OXA betalactamasas y presentando resistencia a la polimixina (27).

La resistencia fenotipica a los carbapenémicos es causada por 2 mecanismos, el
primero es causado por la actividad de las enzimas betalactamasas combinados
con mutaciones, y el segundo mecanismo por la produccién de carbapenemasas
enzimas que ayudan hidrolizando a los antibioticos carbapenems, dentro del primer
mecanismo se incluyen las BLEES que generalmente se codifican por plasmidos y
cefalosporinas ampC , estas son capaces de conferir resistencia a los
carbapenémicos cuando se combinan con la mutacion de las porinas (28).
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La multiresistencia (MDR) se describe como la falta de sensibilidad a por lo menos
un antibiético de 3 familias de farmacos, de esta MDR se tienen 2 tipos (29):

XDR: Falta de sensibilidad a al menos un antibidtico de todas las familias con
excepcion de 1 (29).

Panresistencia o PDR: Falta de sensibilidad completamente a todas las familias de
antibiéticos que se utilizan para confrontar ese microorganismo (5).

Las bacterias MDR tienen una alta capacidad de diseminacion no solo en el medio
intrahospitalario si no también extra hospitalario, estas afectan tanto a bacterias
Gram positivas (Staphyloccocus aureus SAMR) como Gram negativas, teniendo un
impacto especial sobre las enterobacteriales (E. coli, K. pneumoniae). Los
pacientes portadores de estas bacterias multiresistentes son la principal fuente de
propagacion, por eso la importancia epidemioldgica de tener un control de las
infecciones causadas por este tipo de bacterias (29), estas infecciones estan
asociadas con una mayor mortalidad en comparacion a los causados por otro tipo
de bacterias (5).

Las infecciones nosocomiales son las que se adquieren en un entorno
intrahospitalario, contribuyen en gran parte a la resistencia bacteriana por la
mutacion del material genético en las bacterias y por esa razén es importante
recalcar que estas infecciones tienen una tasa de mortalidad mucho mayor que las
infecciones adquiridas en la comunidad (30).

En los ultimos afios la diseminacion de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), betalactamasas plasmidica del tipo AmpC y carbapemenasas, se han
convertido en una de las mas importantes amenazas para los antibioticos que
tratan infecciones sobre todo por E. coli. Y K. pneumoniae sobre todo del tipo CTX-
M15 y SHV-12 y ha tenido un alcance de alrededor el 15 % en su prevalencia (29).

Durante el periodo de enero 2009 a diciembre 2012 se llevo a cabo en Colombia
un estudio de la vigilancia fenotipica y molecular en las bacterias Gram negativas
resistentes dadas por infecciones nosocomiales, donde el aislamiento de
carbapemenasas en Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y A. baumannii ha
incrementado durante los Ultimos 10 afios, siendo las mas frecuentes las
carbapemenasas del grupo A (KPC), del grupo B (VIM, IMP) y del grupo D (OXA).
De estos fueron aislados 38.048 microorganismos en esos ultimos 4 afios; 24.203
(63%) fueron pertenecientes a bacilos Gram negativos de los cuales fueron
aislados; 5.637 de E. coli, 5.302 K. pneumoniae, 3.647 de P. aeruginosa y 1.525 de
A. baumannii (31).
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En Medellin, Colombia se realiz6 un estudio de los afios 2007-2012 con el fin de
observar como eran sus cifras para la resistencia a los antibioticos, segun este
articulo: Los datos de resistencia a carbapenémicos de otras especies de
enterobacteriales diferentes de K. pneumoniae, como S. marcescens y E. cloacae,
encontrados en este estudio, sugieren que en nuestra regidn podria estarse
presentando la transmision y la diseminacion entre diferentes especies bacterianas
de elementos genéticos méviles que portan los genes de resistencia, fenomeno
que ha sido reportado en diversos géneros y especies de la familia
Enterobacteriaceae (32).

En el 2017 en Irak se realizé el estudio genotipico y fenotipico de otro importante
microorganismo causante de infecciones nosocomiales como es K. pneumoniae,
donde se obtuvieron 93 cepas de pacientes intrahospitalarios en el periodo Julio
2016- Diciembre 2017, los resultados mostraron que por el método de difusién en
disco 7.5 % fueron cepas productoras de MBLs, mientras que por el método de
PCR el 41 % (38 cepas) fue detectado el gen blaKPC, la mayoria de estos fue
tomado de aislamientos de muestras de orina, mostrandose asi la gran prevalencia
de estas cepas por el uso incontrolado de antibioticos (33).

Las B-lactamasas de tipo AmpC pertenecen en la clasificacién de Ambler a la clase
C, estas enzimas hidrolizan las cefalosporinas de primera, segunda generacion y
en ocasiones pero con menor frecuencia a las de tercera generacion, sin embargo
cuando este tipo de B-lactamasas hidrolizan a las cefalosporinas de cuarta
generacion y carbapemenasas se les llama enzimas [-lactamasas AmpC de
espectro extendido, para su deteccion se utiliza como principal inhibidor el
aztreonam y el 4cido bordnico (4cido fenil-boronico) (34).

Estas enzimas también se les conoce como serin-B-lactamasas pertenecientes a la
clase | segun la clasificacion de Bush-Jacoby- Medeiros, estan presentes de forma
natural en algunas enterobacteriales asi como en algunos bacilos no
fermentadores, tienen un indice alto de mortalidad por su resistencia al &cido
clavulanico, tazobactam y sulbactam (35).

Para la deteccion de las carbapemenasas se utiliza como método de eleccion el
ensayo espectrofotométrico, sin embargo, esté método no esta al alcance de todos
los laboratorios por lo que se proponen métodos bioldgicos, uno de ellos seria la
prueba modificada de Hodge, su desventaja es que no realiza la diferenciacion de
las carbapemenasas (34).

En un estudio donde sus variables fueron pacientes > 18 afios con bacteriemia
adquirida intrahospitalariamente se evallo si la terapia combinada carbapenem-
colistina reducia la aparicion de resistencia a la colistina en comparacion con la
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monoterapia con colistina, pero los resultados no fueron favorables ya que se
registr6 que el uso del medicamento combinado no tenia efecto sobre la
disminucién en la resistencia a la colistina (36).

En el hospital cubano pediatrico “Enrigue Cabrera”™ se realiz6 un estudio
longitudinal con el fin de detectar los principales microorganismos causantes de
infecciones nosocomiales, en el periodo de Julio 2011 a Septiembre 2012, se
obtuvieron 152 aislamientos de K. pneumoniae (102 cepas) y A. baumannii-
calcoaceticus (50 cepas) ambos mostrando resistencia a las cefalosporinas 57 %,
se concluyé que los principales afectados por estos microorganismos son los
neonatos con una morbimortalidad de 32-40 % por afio, donde las muestras afines
eran sanguineas, punta de catéter y liqguidos endotraqueales. En este estudio se
tom6 como opcion terapéutica los carbapenemicos para Klebsiella spp.
multidrogoresistente y la colistina para Acinetobacter spp. extremadrogoresistencia
(37).

En el hospital Santa Maria de Rosel en Espafia en el 2009 se aislaron en el servicio
de microbiologia 538 P. aeruginosa en muestras clinicas procedentes del medio
ambulatorio y hospitalario, de las que 94 resultaron resistentes a IMP (17,5%). Este
porcentaje es superponible a los datos obtenidos en el aio previo, ~ del 18,6% (38).

En un documento publicado por el European Center for Disease Control and
Prevention (ECDC) en 2013, se detectaron EPC en 36 de los 39 paises europeos
participantes, incluyendo a Espafia, pero la situacibn era particularmente
preocupante en Grecia y en ltalia, debido a la alta prevalencia de K. pneumoniae
productora de la carbapenemasa KPC2. Actualmente en Espafa, la
carbapenemasa mas prevalente es la OXA-48 (39). En Alemania se optd por tomar
medidas de higiene mas severas necesarias para la prevencion de estas enzimas
(40).

Un método usado en el laboratorio de microbiologia para la diferenciacion de tipo
de carbapemenasas se basa en la inhibicibn de la enzima en presencia de
compuestos inhibidores especificos para las B-lactamasas de clase A, By C, tienen
una buena sensibilidad (20). La inhibicion con acido fenilboronico indica la
presencia de una carbapenemasa de clase A (KPC u otras); la inhibicion con acido
fenilbordnico y con cloxacilina indica la presencia de una B-lactamasa de tipo
AmpC; la inhibicion con acido dipicolinico o con EDTA indica la presencia de una
metalo-B-lactamasa (clase B, tipos VIM, IMP, NDM), y la ausencia de inhibicion con
los inhibidores anteriormente descritos indica la presencia de una betalactamasa de
clase D (OXA-48 y derivados) pero sin embargo es importante mencionar que estos
resultados deben confirmarse con métodos moleculares como seria PCR (39).
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1.8 Antibidticos que interfieren con la sintesis proteica mediante la subunidad
ribosdmica 30S.

1.8.1 Aminoglucésidos
Este grupo de antibioticos es utilizado principalmente para tratar infecciones
provocadas por bacterias aerobias Gramnegativas, esta formado por gentamicina,
tobramicina, amikacina, neomicina, netilmicina, kanamicina y estreptomicina (14).

Se unen a la subunidad -30S del ribosoma. Bloquean la sintesis de proteinas
adhiriéndose a la subunidad 30S ribosomal y asi previenen que esta subunidad se
adhiera al ARN mensajero. También actia cuando la presencia del aminoglucésido
provoca la lectura errada del ARN mensajero (ARNm) dentro del ribosoma (41).

1.8.2 Tetraciclinas
Estan conformadas por tetraciclina, minociclina y doxiciclina, su mecanismo de
accion se basa en unirse a la subunidad 30S del ribosoma para bloguear la
adherencia del ARN de transferencia (tARN) (41).

1.9 Antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas por la subunidad
ribosémica 50S.

1.9.1 Macrdélidos
El mecanismo de este grupo es principalmente bacteriostatico, lo conforma la
eritromicina, azitromicina, claritromicina y las lincosamidas (clindamicina). Se une
a la subunidad 50S del ribosoma finalizando el crecimiento de la cadena proteica y
la inhibicion de la sintesis de proteinas (41).

1.9.2 Cloranfenicol
Comparte caracteristicas con los macrolidos solo que este interfiere con la unién de
aminoacidos a la proteina de crecimiento (41).

1.10 Antibioticos que interfieren con la sintesis de acidos nucleicos

1.10.1 Quinolonas
Dentro de este grupo se encuentra el acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina
y gemifloxacina, interfiere con la sintesis del ADN por medio del bloqueo de la
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enzima ADN girasa (30). Son utilizadas principalmente para el tratamiento de
infecciones en la orina (14).

1.10.2 Rifampicina
Producen la muerte de la célula al unirse la ARN polimerasa ADN dependiente,
blogueando asi la sintesis de ARN (41).

1.11 Antibioticos que inhiben la ruta metabdlica de la sintesis del acido
folico
1.11.2 Sulfonamidas
Son utilizadas para tratar infecciones producidas tanto por Gram negativos como
Gram positivos, aunque solo ejercen un efecto bacteriostatico, inhiben la sintetasa

dihidropteroato, la enzima bacteriana que incorpora PABA en el acido
dihidropteroato precursor inmediato del acido folico (14).
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CAPITULO 2

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

En el transcurso del tiempo las bacterias han logrado adaptarse por medio de
mecanismos enzimaticos al entorno en el que habitan, asi como a los tratamientos
usados para combatirlas, por lo que es un problema encontrarse con bacterias que
ya no son solo resistentes a los antibiéticos de primera eleccion, sino que son
resistentes a diferentes tipos de antibidticos y son las que tienen facilidad para
intercambiar genes de resistencia. Esta investigacion esta enfocada a un género en
especifico de bacterias; Klebsiella variicola ya que con el paso del tiempo se ha
demostrado que ademéas de la elevada resistencia a los antibidticos que presentan,
se han encontrado subespecies bioquimicamente muy similares y con los métodos
de identificacion convencionales son dificil de diferenciar. El Hospital Infantil de
Morelia cuenta con el laboratorio de microbiologia y parasitologia, a la fecha no se
ha realizado un estudio con metodologia cientifica que nos permita indagar las
subespecies que presentan los nifios atendidos de este hospital, asi como
identificar su frecuencia por edad, sexo, servicio y los antimicrobianos que tengan
utilidad para tratar estas bacterias por lo tanto, se tiene como base responder las
siguientes preguntas; ¢Cudl es la incidencia de Klebsiella variicola y otras
subespecies en pacientes hospitalizados en el afio 2019 por sexo, edad y servicio
en el Hospital Infantii de Morelia? ¢Qué resistencia y susceptibilidad
antimicrobiana tienen las cepas estudiadas?

3 JUSTIFICACION

MAGNITUD DEL PROBLEMA ESTUDIADO: Diversas investigaciones; Rodrigues
C. y cols en 2019, Rodriguez-Medina N. y cols en 2019, Barrios-Camacho H. y cols
en 2019 sefialan que existen grupos filogenéticos de una bacteria del género
Klebsiella (encontrados en un principio en las plantas, pero ahora ya causando
infecciones en humanos y animales), como lo son Klebsiella quasipneumoniae, y
Klebsiella variicola

TRASCENDENCIA: K. variicola es de suma importancia médica en la actualidad,
ya que en los ultimos afios se ha visto aumentado el numero de aislamientos
encontrados en diversas muestras de pacientes hospitalizados causando graves
infecciones y complicAndose el tratamiento antibiético por la resistencia que
presentan las cepas, el problema principal radica en su identificacion ya que esta
no es posible realizarse utilizando pruebas bioquimicas, ni con los equipos
automatizados convencionales (Phoenix, Vitek 2x1 y MicroScan) ya que comparte
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las caracteristicas macroscépicas, microscopicas y fenotipicas con K. pneumoniae
por lo cual se deben implementar nuevos métodos como lo son la espectrometria
de masas o PCR para la identificacién de bacterias, ya que las especies que se
identifican errbneamente pueden resultar mas resistentes a ciertos grupos
farmacéuticos que las que se reportan, causando asi una falla en la medicacién del
paciente.

VULNERABILIDAD: Existe el equipo adecuado para identificar estos grupos
filogenéticos.

CONTRIBUCION DE LA INVESTIGACION A LA SOLUCION DEL PROBLEMA
APLICADO: Al realizar la correcta identificacion de las subespecies y con esto su
resistencia y susceptibilidad a los antimicrobianos ayuda a mejorar el tratamiento
de las infecciones causadas por dichas bacterias.

FACTIBILIDAD: El laboratorio del hospital cuenta con el equipo para identificar la
especie bacteriana y se trabajo en colaboracion con la facultad de medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon para identificar las subespecies bacterianas.

4 HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las principales especies de Klebsiella en el Hospital Infantii de Morelia son
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella variicola y Klebsiella oxytoca, siendo K. variicola
la més resistente a los antimicrobianos mas usados en el hospital.

Hipotesis de frecuencia.

Ht: La frecuencia de Klebsiella variicola sera superior a un 10% de las muestras
analizadas.

Ho: La frecuencia de Klebsiella variicola no sera superior a un 10% de las muestras
analizadas.

Hipotesis de resistencia a los antimicrobianos.

Ht: Klebsiella variicola sera resistente a algunos de los antimicrobianos mas
utilizados en el antibiograma.

Ho: Klebsiella variicola no sera resistente a algunos de los antimicrobianos mas
utilizados en el antibiograma.

(30]



CAPITULO 3

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

e Analizar la frecuencia y resistencia antimicrobiana de Klebsiella variicola en
el Hospital Infantil de Morelia 2019-2020

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la incidencia de subespecies de Klebsiella en pacientes
hospitalizados en el afilo 2019 en el Hospital Infantil de Morelia.

e Identificar resistencia y susceptibilidad antimicrobiana de las cepas
estudiadas por edad, servicio y tipo de muestra biolégica.

CAPITULO 4

6 MATERIAL Y METODOS
Es un estudio observacional, experimental y prospectivo.

7 UNIVERSO DE ESTUDIO
Pacientes que se encuentren hospitalizados en el hospital infantil de Morelia del
2019-2020.

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes con solicitud y elaboracion de cultivos de aspirado/lavado
bronquial, hemocultivo, urocultivo, coprocultivo, liquidos estériles,
gue segun los criterios microbiol6gicos son positivos a bacilos Gram
negativos.

7.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes sin infecciones por bacterias Gram negativas
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7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION
e Cepas de pacientes que tengan varios cultivos con la misma
cepa.
e Cepas que no se puedan recuperar en su estado de invernacion.
7.4 DEFINICION DE VARIABLES Y UNIDADES DE MEDIDA
VARIABLE DEFINICION TIPO MEDICION,
OPERACIONALIZACION
Klebsiella Aislamiento de | Cualitativa | Crecimiento de colonias
variicola Klebsiella aisladas en los cultivos e
variicola en identificacion por
medios espectrofotometria de masas
especificos. MALDI-TOF
Edad Afos cumplidos | Cualitativa | Por grupo etario:
de los nifios de Neonato= 0-28 dias
los cuales se Lactantes: 29 dias a 23 meses
obtuvieron los Preescolar: 2-5 afios
cultivos. Escolar: 6-11 afios
Adolescente: 12 a 17 afos
Muestra Materia como | Cualitativa | Por medio de la area donde se
biolégica orina, sangre, procese como es urocultivos,
secrecion, hemocultivos, secreciones,
exudado y respiratorias.
liquidos
estériles.
Resistencia: Cuantitativo |Por el método de Kirby-Bauer
Resistenciay | antimicrobianos identificar la sensibilidad que
sensibilidad de que no tienen tiene esta cepa a I_os diferentes
las cepas. eficacia  contra grupos de antibidticos.
la Klebsiella spp
estudiada.
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7.7 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Las muestras que fueron usadas para esta investigacion seran recolectadas del
Laboratorio de Microbiologia del Hospital "Eva Samano de Lopez Mateos”, dichas
muestras fueron provenientes de:

e Orina

e Hemocultivos

e Secreciones

e Lavados bronquiales

Estas muestras se procesaron para el aislamiento y la identificacion de las cepas
de Klebsiella spp causantes de la infeccion del paciente, y se recolectaron las
cepas Para la identificacibn de su sensibilidad a los diferentes grupos de
antibiéticos fue por el método de concentracidbn minima inhibitoria por el equipo
Phoenix (basado en un método de espectrofotometria colorimétrico)

1. Las cepas resistentes recolectadas durante el afio 2019 en el Hospital
Infantil (Aproximadamente 60 cepas) se enviaron a la D.C. Elvira Garza
Gonzalez a Monterrey al laboratorio del Hospital Universitario José Eleuterio
Gonzalez que trabaja con la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, en
medios de transporte BAB.

2. Del 09 al 19 de Marzo del 2020 me presenté en el Hospital Universitario
José Eleuterio Gonzalez en Monterrey donde se llevé a cabo la tipificacion
de las enzimas de resistencia de las cepas que se enviaron previamente.

3. La tipificacion se llevo a cabo por medio del método espectrometria de
masas (MALDI-TOF).

Esta técnica esta basada en la ionizacion (MALDI) acoplada a un analizador (TOF),
esta técnica permite el andlisis de biomoléculas (Proteinas, péptidos y azlucares) y
moléculas organicas grandes (Macromoléculas) que se fragmentan cuando se
intentan ionizar por algun método mas convencional.

De acuerdo a la Universidad de Alicante: En esta técnica la muestra se mezcla con
la matriz en exceso sobre una superficie de metal de tal forma que ambas
cocristalizan cuando se evapora el solvente. Esta preparacion es sometida a pulsos
cortos de laser en alto vacio lo que provoca que la absorcion de energia por parte
de la matriz sea convertida en energia de excitacién y en transferencia de H+ a la
muestra (ionizacion) dando lugar, normalmente, a especies monocargadas que son
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analizadas mediante TOF. Este analizador permite la determinacion de la masa en
una region de alto vacio mediante una medida muy precisa del periodo de tiempo
desde la aceleracion de los iones en la fuente hasta que impactan con el detector
(42).

4. Después de corroborar la identificacion de las cepas en el Hospital
Universitario José Eleuterio Gonzalez, se hara la respectiva interpretacion de
resultados.

Fuente: Imagen propia tomada del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de Morelia, Mich.
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Imagen 5.1 Espectrometro de masas MALDI-TOF relacién masa/peso, utilizado para la identificacion de las cepas
bacterianas

Fuente: Imagen propia tomada en el laboratorio del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez en Monterrey,
Nuevo ledn.

Imagen 6.1 Placa de metal reutilizables con los pocillos correspondientes para colocar la muestra, y posteriormente ser leida
en el espectrémetro.

"

Fuente: Imagen propia tomada en el laboratorio del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzalez en Monterrey,
Nuevo ledn.

[35]



Imagen 7.1 Para la lectura de los resultados; Los picos muestran la frecuencia que arroja la bacteriana en comparaciéon con
los que se tiene en su base de datos. El score debe ser de 2 para que se considere correcta la especie indicada

Fuente: Imagen propia tomada en el laboratorio del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio Gonzéalez en Monterrey,
Nuevo ledn.
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CAPITULO 5

8 RESULTADOS

En el afio 2019 de las 6737 muestras de aspirado/lavado bronquial, liquidos
corporales, hemocultivo y urocultivo recolectadas durante ese afio, 784 tuvieron
desarrollo bacteriano y de estas se obtuvieron 219 cepas correspondientes a
Klebsiella spp lo que corresponde a una incidencia del 28% como se muestra en la
tablay figura 1.

Tabla 1. Incidencia de Klebsiella spp en el Hospital Infantil de Morelia 2019.

Microorganismo | No. de muestra Porcentaje %
Klebsiella spp 219 27.93
Otros 565 72.07
microorganismos
Total 784 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 1. Incidencia de Klebsiella spp en el Hospital Infantil de Morelia 2019.

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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Las especies de Klebsiella predominantes son la K. pneumoniae con 70%, seguida
de la K. variicola con 13 % (ver tabla y figura 2).

Tabla 2. Especies de Klebsiella.

Especie de No. de muestras | Porcentaje %
Klebsiella

K. pneumoniae 153 69.86

K. variicola 29 13.24

K. ozaenae 2 0.91

K. oxytoca 28 12.79

K. aerogenes 7 3.20

Total 219 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 2. Especies de Klebsiella.
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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Klebsiella spp presento una resistencia antimicrobiana a los grupos antibioticos
BLEES, quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y carbapenems de 30%, lo que
indica que 3 de cada 5 cepas de Klebsiella son resistentes a multiples antibidticos,
como se muestra en la tabla y figura 3.

Tabla 3. Total de Klebsiella spp con algiin mecanismo de resistencia.

Microorganismo No. de muestra Porcentaje %
Klebsiella spp con 64 29.22
mecanismo de resistencia

Otros 155 70.78
Total 219 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 3. Total de Klebsiella spp con algin mecanismo de resistencia.

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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Las principales especies de Klebsiella resistentes a los grupos antibioticos
(BLEES, quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y carbapenemens)
corresponden a K. pneumoniae con un 51%, K. variicola 45% y K. oxytoca 3% (Ver
tabla y figura 4).

Tabla 4. Especies de Klebsiella con algin mecanismo de resistencia a los antibiéticos.

Micoorganismo No. de muestra Porcentaje %
K. pneumoniae 33 51.56
K. variicola 29 45.31
K. oxytoca 2 3.13
Total 64 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 4. Especies de Klebsiella con algin mecanismo de resistencia a los antibiéticos.

K. oxytoca,
3.13

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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El rango de la edad fue clasificado por grupo etario donde neonato abarca de 0-28
dias, lactantes de 29 dias-23 meses, preescolar de 2-5 afos, escolar de 6-11 afios,
adolescente de 12-17 afios.

Las cepas resistentes de K. pneumoniae predominan en lactantes con un 48 %,
seguido del neonato 24%, preescolar 18%, escolar 6% y adolescente en un 3%,
como se puede ver en la tabla y figura 5.

Tabla 5. Edad de pacientes por resistencia de K. pneumoniae

Edad No. de muestras Porcentaje %

Lactante 16 48.48
Neonato 8 24.24
Preescolar 6 18.18
Escolar 2 6.06
Adolescente 1 3.03
Total 33 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 5. Edad de pacientes por resistencia de K. pneumoniae
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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Para el caso de las cepas resistentes de K. variicola se encontré6 mayor incidencia
en lactantes con un 48%, seguido de neonato 24%, adolescentes 13%, preescolar
y escolar con un 6%, como se puede ver en la tabla y figura 6.

Tabla 6. Edad de pacientes por resistencia de K. variicola

Edad No. de muestras Porcentaje %

Lactante 14 48.28
Neonato 7 24.14
Adolescente 4 13.79
Preescolar 2 6.90
Escolar 2 6.90
Total 29 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 6. Edad de pacientes por resistencia de K. variicola
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Morelia, Mich.
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De los principales tipos de muestras biolégicas de donde se obtuvieron los
aislamientos de K. pneumoniae resistente corresponden en un 48% a
hemocultivos, 33% a urocultivos, 12% secrecidn de herida, 3% aspirado bronquial y
lavado bronquial. Lo que nos indica que se encontrd en su mayoria aislada de los
hemocultivos (Ver tabla y figura 7).

Tabla 7. Tipos de muestras bioldgicas de los correspondientes aislamientos resistente de K. pneumoniae

Muestra biologica No. de muestra Porcentaje %
Hemocultivo 16 48.48
Urocultivo 11 33.33
Secrecion de herida 4 12.12
Lavado bronquial 2 6.06
Total 33 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 7. Tipos de muestras bioldgicas de los correspondientes aislamientos resistentes de K. pneumoniae
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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De los principales tipos de muestras biolégicas correspondientes a los aislamientos
de K. variicola resistente se identifico el mayor nimero de cepas resistentes en los
hemocultivos con un 48%, seguido de las secreciones en un 21%, urocultivos en un
17%, y lavado bronquial en 13.79%. Lo que nos indica que se encontré en su
mayoria aislada de los hemocultivos (Ver tabla y figura 8).

Tabla 8. Tipo de muestras bioldgicas de los correspondientes aislamientos resistentes de K. variicola

Muestra biologica No. de muestra Porcentaje %
Hemocultivo 14 48.28
Secrecion de herida 6 21.43
Urocultivo 5 17.24
Lavado bronquial 4 13.79
Total 29 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 8. Tipo de muestras biol6gicas de los correspondientes aislamientos resistentes de K. variicola
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En la distribucion de cepas de K. pneumoniae resistentes a los antibiéticos
(BLEES, quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y carbapenemens) dentro de
los servicios hospitalarios se encontré la mayor parte en neonatos y lactantes con
un 27%, un 15% en UTI, 9% en urgencias y oncologia, 6% en cirugia, 3% en
medicina externa y consulta externa, como lo muestra la tabla y figura 9.

Tabla 9. Distribucion de Klebsiella pneumoniae resistente a los antimicrobianos en los servicios hospitalarios.

Servicios hospitalarios | No. de muestra Porcentaje %
Neonatos 9 27.27
Lactantes 9 27.27
UTI 5 15.15
Urgencias 3 9.09
Oncologia 3 9.09
Cirugia 2 6.06
Medicina interna 1 3.03
Consulta externa 1 3.03
Total 33 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 9. Distribucién de Klebsiella pneumoniae resistente a los antimicrobianos en los servicios hospitalarios.
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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En la distribucion de cepas de K. variicola resistentes a los grupos antibioticos
(BLEES, quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y carbapenemens) dentro de
los servicios hospitalarios se encontré un 34% en lactantes, 17% en UTI y
neonatos, 10% en cirugia, 6% urgencias y consulta externa, 3% oncologia y
medicina externa, como lo muestra la tabla y figura 10.

Tabla 10. Distribucién de K. variicola resistente a los antimicrobianos en los servicios hospitalarios

Servicios hospitalarios | No. de muestra Porcentaje %
Lactantes 10 34.48
UTI 5 17.24
Neonatos 5 17.24
Cirugia 3 10.34
Urgencias 2 6.90
Consulta externa 2 6.90
Oncologia 1 3.45
Medicina interna 1 3.45
Total 29 100

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 10. Distribucion de K. variicola resistente a los antimicrobianos en los servicios hospitalarios
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Al realizarse los antibiogramas correspondientes se observa notablemente la
resistencia de K. pneumoniae a las penicilinas como amoxicilina/acido clavulanico
(AMC) 30%, ticarcilina/acido clavulanico (TIM) 21%, ampicilina/sulbactam (SAM)
50%.

Las cefalosporinas como cefuroxima (CXM) en un 39%; cefazolina (KZ) 90%,
ceftriaxona (CRO) 66%, cefepime (FEP) 87%, cefotaxima (CTX) 27%, ceftazidime
(CAZ) 24%.

Los monobactams como el aztreonam (ATM) en un 27%.

Los aminoglucosidos como amikacina (AN) en un 32%, gentamicina (GM) 39%,
tobramicina (TO) 15%, netilmicina (NET) 15%.

Los carbapenemicos como meropenem (MEM) en un 9%, ertapenem (ETP) 12%.
La tetaclicina (TET) en un 15%, la rifampicina (RA) 9%, tigleciclina (TIG) 9%.

Las quinolonas como ciprofloxacino (CIP) en un 42%, levofloxacina (LVX) 15%.

Las sulfonamidas como trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) en un 66% (Ver tabla y
figura 11)

Tabla 11. Resistencia de K. pneumoniae a los antibiéticos.

Antibibticos No. de muestra Porcentaje %
AM 33 100
KZ 30 90.91
FEP 29 87.88
CRO 29 87.88
SXT 22 66.67
SAM 20 60.61
CIP 14 42.42
CXM 13 39.39
GN 13 39.39
TZP 12 36.36
AMC 10 30.30
ATM 9 27.27
CTX 9 27.27
CAZ 8 24.24
TIM 7 21.21
FOX 6 18.18
LVX 5 15.15
TET 5 15.15
NET 5 15.15
TO 5 15.15

=
X



AN 4 12.12
ETP 4 12.12
NF 4 12.12
MEM 3 9.09
TIG 3 9.09
RA 3 9.09

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

Figura 11. Resistencia de K. pneumoniae a los antibidticos.
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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Al realizarse los antibiogramas correspondientes se observa notablemente la
resistencia de K. variicola a las penicilinas como ampicilina (AM) en un 96%,
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) 17%, ampicilina/sulbactam (SAM) 86%.

Las cefalosporinas como cefuroxima (CXM) en un 10%; cefazolina (KZ) 93%,
ceftriaxona (CRO) 100%, cefepime (FEP) 93%, ceftazidime (CAZ) 3%.

Los monobactams como el aztreonam (ATM) en un 6%.

Los aminoglucosidos como amikacina (AN) en un 3%, gentamicina (GM) 55%.

Los carbapenemicos como meropenem (MEM) en un 10%, ertapenem (ETP) 6%.
La tetaclicina (TET) en un 15%, la rifampicina (RA) 9%, tigeciclina (TIG) 10%.

Las quinolonas como ciprofloxacino (CIP) en un 72%, levofloxacina (LVX) 37%,
nitrofurantoina (NF) 3%.

Las sulfonamidas como trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) en un 93% (Ver tabla y
figura 12)

Tabla 12. Resistencia de K. variicola a los antibiéticos.

Antibibticos No. de muestra Porcentaje %
CRO 29 100.00
AM 28 96.55
KZ 27 93.10
FEP 27 93.10
SXT 27 93.10
SAM 25 86.21
CIP 21 72.41
TZP 17 58.62
GM 16 55.17
LVX 11 37.93
AMC 5 17.24
FOX 5 17.24
CXM 3 10.34
MEM 3 10.34
TIG 3 10.34
ETP 2 6.90
ATM 2 6.90
AN 1 3.45
CAZ 1 3.45
NF 1 3.45

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de

Morelia, Mich.
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Figura 12. Resistencia de K. variicola a los antibiéticos.
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Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.
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CAPITULO 6

9 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 el analisis de los resultados obtenidos durante la investigacién por medio
del método de la chi cuadrada de Pearson usando como base la p<0.5, se tomaron
en cuenta los grupos de antibiéticos en los que se encontré mayor incidencia en la
resistencia (BLEES, guinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas y
carbapenemens) y fue comparada su sensibilidad entre cepas de K. pneumoniae y
K. variicola.

En relacion con la produccion de BLEES tanto K. pneumoniae como K. variicola
tienen positividad, al realizar los calculos de la X? se observa que la chi calculada
es menor a la chi de la tabla, por lo tanto, se dice que no existe diferencia
significativa como se muestra en la tabla 13 y la sustitucion de los datos y
resultados de la formula.

Tabla 13. K. pneumoniae y K. variicola productoras de BLEES.

BLEES Positivas | Negativas

K.pneumoniae |29 F#% 14 F319 [33

K. variicola 27 E® 15 E28 [59

56 6 62

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

2_ «w(0-E)2

X= -
2_(-0.8)(-08) (0.81)(0.81) (0.81)(0.81) + (-0.8)(—0.8)
- 29.80 26.19 3.19 2.80

X?cal= 0.02 + 0.02 + 0.20 + 0.22= 0.46
GL= (col-1) (fil-1)
GL P P P
0.1 005 0.01
1 2706 3.841 6.635

P=0.05= 3.84 X*tabulada
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X2 calculada=0.46 < X2 tabulada = Ho

De acuerdo a la resistencia del grupo de las quinolonas se muestra que hay una
diferencia significativa entre la X calculada y la X? tabulada por lo tanto muestra la
resistencia provocada por K. variicola como se puede ver en la tabla 14.

Tabla 14. Resistencia de K. pneumoniae y K. variicola a las quinolonas.

Quinolonas Sensibles Resistentes

K.pneumoniae |13 57 | F14 [19

K. variicola 5 BI04 121 F136 126
18 27 45

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

X2=(5-4)(5-4)+ (=54)(=54)) |, (=54(=54) , GHEH
7.6 104 114 15.6

X?cal=3.83 +2.80 + 2.55 + 1.86=11.04
X? calculada= 11.04 > X?tabulada = Ht

En relacion a la resistencia a los aminoglucésidos tanto K. pneumoniae como K.
variicola tienen positividad, sin que exista diferencia significativa como se muestra
en la tabla 15.

Tabla 15. Resistencia de K. pneumoniae y K. variicola a los aminoglucoésidos.

aminoglucésidos | Sensibles Resistentes

K. pneumoniae 18 =76 112 F3 130

K. variicola 13 FB3 11 FB® [29
31 28 59

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de

Morelia, Mich.

2_(2.24)(2.24)

(~2.23)(-2.23)

(-2.23)(=2.23)

(2.24)(2.24)

15.76

X?cal=0.31 + 0.32 + 0.34 + 0.36= 1.33

15.23

14.23

13.76
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X? calculada= 1.33 < X? tabulada —> Ho

Al comparar la resistencia de K. pneumoniae y K. variicola se muestra una
diferencia notable en la resistencia a las sulfonamidas provocada por K. variicola

como lo muestra la tabla 16.

Tabla 16. Resistencia de K. pneumoniae y K. variicola a las sulfonamidas.

Sulfonamidas Sensibles Resistentes

K. pneumoniae 8 F=49l 10 FFSO8 1 og

K. variicola 2 E=5.08 27 F2°91 |99
10 47 57

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

(—3.08)(—3.08)
23.08

(3.09)(3.09)
23.91

X2=(3.09)(3.o9)+ (~3.08)(—3.08)
491 5.08

X?cal=1.94 +1.86+ 0.41 + 0.39 = 4.6
X? calculado=4.6 > X? tabulada = Ht

En relacién con la produccion de carbapenem tanto K. pneumoniae como K.
variicola tienen positividad, sin que exista diferencia significativa ( Ver tabla 8)

Tabla 17. K. pneumoniae y K. variicola productoras de cabapenem.

Carbapenem Sensibles Resistentes
K. pneumoniae 29 E=2936 [ E=183 133
K. variicola 25 F=2483 11 EI% 126
54 3 57

Fuente: Elaboracion propia con informacion del laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia, Mich.

(0.37)(0.37) , (0.37)(0.37) , (—0.36)(—0.36)
24.63 1.63 1.36

XZ:(—0.36)(—0.36))
29.36

X2 cal= 0.004 + 0.005 + 0.08 + 0.09= 0.17 X?calculada=0.17 < X? tabla—>Ho
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CAPITULO 7

10 DISCUSION

El Hospital Infantil de Morelia presenta una incidencia del 28% de Klebsiella spp,
un 70% de K. pneumoniae, otros autores como Echeverri y col*? describen que en
hospitales de Medellin Colombia la incidencia de K. pneumoniae fue de 77%,
porcentaje muy similar a la frecuencia encontrada en el estudio del Hospital Infantil
de Morelia, lo cual probablemente refleja que los hospitales de Colombia son
similares en nuestro pais y Latinoamérica.

K. variicola se aislé en un 13% en el laboratorio del hospital, mientras que otros
autores Rodriguez-Medina y col®’ sefialaron que en el Instituto Nacional de Salud
Publica (INSP) en Cuernavaca presenta 24.4% en la incidencia de esta especie, lo
que representa casi el doble de la incidencia obtenida en nuestro estudio, quiza se
deba a que en el INSP la muestra incluyo varias unidades hospitalarias.

Se encontré un total de 51% de cepas resistentes de K. pneumoniae y un 45% de
resistencia en K. variicola, autores como Martinez-Romero y col** describen en su
investigacion que de sus cepas estudiadas un 95% correspondian al genoma de K.
variicola sin especificar el porcentaje de resistencia, pero al considerar que
identifican el genoma de K. variicola es de suponerse que también corresponda a
una mayor resistencia.

K. variicola se aislo en un 48% en muestras de hemocultivos en pacientes lactantes
de nuestro hospital, en la literatura no se encontraron otros resultados sobre el tipo
de aislamientos que nos permitieran hacer una comparacién, sin embargo,
consideramos que el mayor porcentaje de hemocultivos con K. variicola se puede
explicar porque en el Hospital Infantil es el tipo de muestra biolégica que mas se
estudia en el laboratorio de microbiologia y parasitologia.

El analisis estadistico sobre la resistencia usando el método de la Chi cuadrada de
Pearson nos dio como resultado para las BLEEs X°= 0.52, quinolonas X?=14.31,
aminoglucosidos X?=1.37, sulfonamidas X?=6.75, carbapenemasas X?=0.18 lo que
nos indica que los grupos quinolonas y sulfonamidas tiene una P>0.05, probando
que estos 2 grupos de antibidticos son significativos para K. variicola por que
presentan mayor resistencia principalmente en neonatos y lactantes, lo que sugiere
gue K. variicola y K. pneumoniae pueden compartir mecanismos de resistencia
como lo son las bombas de reflujo y la alteracidén del sitio blanco, refiriendo a que
estos mecanismos en particular son los usados para combatir el antibiético.
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El presente estudio confirmo la presencia de una de las especies del género
Klebsiella en nuestras muestras obtenidas (K. variicola), el cual no se puede
diferenciar con los clasicos métodos bioquimicos por su parecido fenotipico, con
anterioridad esta bacteria se encontraba principalmente colonizando las plantas y
algunas fuentes ambientales, hasta que estudios comprobaron que también
provocaba fitonosis.

11 CONCLUSIONES

El Hospital Infantil de Morelia presenta una incidencia del 28% en Klebsiella spp,
donde las principales especies son K. pneumoniae, K. variicola, K. oxytoca, K.
ozanae y K. aerogenes.

3 de cada 5 cepas de Klebsiella spp presenta resistencia a algun grupo antibiético.

Se identifico un 13% de K. variicola resistente a los antimicrobianos, predomina en
lactantes y neonatos, la mayor parte de esta bacteria es identificada en los
hemocultivos.

El analisis estadistico sobre la resistencia demostré el cumplimiento de la hipétesis
alternativa que indica que de las especies obtenidas con mayor frecuencia en el
Hospital Infantil de Morelia son K. pneumoniae, K. oxytoca y K. variicola, a
posteriori es rechazada la hipétesis nula dado que K. variicola tiene resistencia a
mayor grupo de antibiéticos, mostrando una diferencia significativa a los grupo de
antibiéticos quinolonas y sulfonamidas, siendo un gran reto en el tratamiento de los
pacientes al tener menos opciones para tratar a la bacteria.

12 SUGERENCIAS

Establecer en el laboratorio de microbiologia y parasitologia del Hospital Infantil de
Morelia métodos para identificar el genotipo de Klebsiella, que pueda identificar a
K. variicola, determinar su sensibilidad antimicrobiana y asi llegar a un mejor
tratamiento.

Desarrollar una linea de investigacién sobre Klebsiella en el Hospital Infantil de
Morelia.
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