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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

CLSI: Clinical and Laboratory Standars Institute

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria

CNM: Centro Nacional de Microbiologia

CTX-M-15: Cefotaxima Munich tipo 15

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet

IC95%: Intervalo de confianza al 95%

IDCODE: Cdodigo de identificacidn de paciente

ITU: Infeccidn del tracto urinario

Kp-BLEE: Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasas de espectro extendido
MALDI-TOF: Matrix-assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
MDR: Multirresistente

MLST: Multi Locus Sequence Typing

NACHRI: National Association of Children’s Hospitals and Related Institutions
NNIS: National Nosocomial Infections Surveillance

pb: Pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PFGE: Electroforesis en campo pulsado

SHV: Sulfidril variable

SIL: Sistema informatico del laboratorio

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

UCIN: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal

UPGMA: Unweighted Pair Group with Arithmetic Averages

VM: Ventilacion mecanica



https://www.cdc.gov/nhsn/pdfs/datastat/nnis_2004.pdf
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RESUMEN

INTRODUCCION:

Las infecciones causadas por bacilos gram negativos son frecuentes en la Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN). Ademas, el uso de antibidticos de amplio
espectro favorece la seleccion de cepas resistentes, las cuales se asocian con una
mayor morbi-mortalidad. En concreto, Klebsiella pneumoniae productora de
betalactamasas de espectro extendido (Kp-BLEE) se ha relacionado con la aparicién de

brotes en las UCIN.
OBJETIVOS:

Analizar la incidencia de Kp-BLEE en la UCIN del Hospital Universitario Miguel Servet

(HUMS) de Zaragoza y su repercusion clinica y epidemioldgica.

METODOLOGIA:

Estudio retrospectivo de los pacientes ingresados en la UCIN del HUMS con
aislamiento de Kp-BLEE en muestras epidemioldgicas y/o clinicas entre enero de 2012
y junio de 2015. Recogida de datos demograficos y clinicos de interés de la historia
clinica informatizada que se analizan estadisticamente mediante analisis bivariante y
multivariante. Seleccién de cepas en el periodo de estudio para su tipificacién

molecular mediante electroforesis por campo pulsado (PFGE).

RESULTADOS:

En el periodo de estudio, se aisla Kp-BLEE en 87 pacientes. La tasa de colonizacién
es del 16%, mientras que la tasa de infeccion es del 2,4% vy la de bacteriemia del 1,7%.
Mediante el cribado rectal es posible predecir la bacteriemia por Kp-BLEE en el 75% de

los casos.

Los factores de riesgo que se relacionan con la infeccion por Kp-BLEE son la baja
edad gestacional, el bajo peso al nacimiento, la larga estancia en la UCIN y los procesos
invasivos (la duracion del catéter epicutdneo y de ventilacién mecanica (VM)). La

duracion de la estancia en la UCIN es el uUnico factor de riesgo que se asocia
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independientemente con la infeccién por Kp-BLEE, aumentando el riesgo de infeccién

1,028 por cada dia de ingreso.

Tras el tipado molecular mediante PFGE se detectan cuatro patrones genéticos

diferentes en la UCIN.

CONCLUSIONES:

Kp-BLEE presenta una importante repercusion clinica y epidemioldgica en la UCIN
del HUMS. La bacteriemia es la principal infeccion producida por Kp-BLEE. El frotis
rectal es muy util en la prediccién de la infeccidén y permite la instauracidn rapida del
tratamiento antibiético correcto. El tipado molecular de los aislados es fundamental
para conocer los patrones genéticos circulantes y establecer las relaciones

epidemioldgicas entre los diferentes aislamientos.

PALABRAS CLAVE

Klebsiella pneumoniae, betalactamasas de espectro extendido, Unidad de Cuidados

Intensivos Neonatal, factores de riesgo, tipado molecular.
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INTRODUCCION
1. Nifos prematuros

El progreso médico ha incrementado considerablemente la supervivencia de los
ninos prematuros y con enfermedades de base. Estos pacientes requieren
hospitalizaciones prolongadas en la UCIN donde son sometidos a multiples procesos

invasivos, lo que aumenta el riesgo de padecer infecciones nosocomiales?.

La sepsis neonatal es la principal causa de morbilidad y mortalidad en nifios
prematuros (<37 semanas de gestacién) y con muy bajo peso al nacer (<1500 g). La
deteccion precoz y administraciéon de antibioterapia empirica adecuada son factores

muy importantes en su evolucion?.

Se define sepsis como el aislamiento de una bacteria patédgena en un hemocultivo
de un paciente con signos y sintomas clinicos de bacteriemia. En los neonatos existen

dos tipos de sepsis3:

e La sepsis precoz o temprana ocurre en las primeras 72 horas de vida.
Habitualmente se debe a una transmisién vertical por ascenso de liquido
amnidtico contaminado o adquisicidon de bacterias, durante el parto, que estan
colonizando o produciendo una infeccién del tracto inferior genital femenino®.

Los patdgenos mas habituales son Streptococcus agalactiae y Escherichia coli.

e La sepsis tardia aparece tras las 72 horas de vida, se puede adquirir por
transmisién vertical, comenzando con una colonizacién que desemboca en
infeccion; o por transmisidn horizontal por el contacto directo con el personal
sanitario o reservorios ambientales. También se han descrito casos por
contacto directo con los familiares, la prevalencia es baja en paises como
Noruega® o alta como en Madagascar que considerando todas la
enterobacterias seria del 18,6%’. Los patégenos mds frecuentes son
estafilococos coagulasa negativos (48%), otros grampositivos (22%),
gramnegativos (18%) y hongos (12%); aunque estos porcentajes varian en cada

pais y en funcidn del nivel de desarrollo®®.
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Los nifios prematuros presentan importantes factores de riesgo3:

- Inmunosupresion por bajos niveles de IgG materna por la pérdida de
transferencia transplacentaria que ocurre en el tercer trimestre, ademas la

opsonizacién y funcion del complemento esta disminuida.

- Barrera epitelial de mucosas inmadura, delgada y delicada, fragil por lo que
aporta poca proteccidon; ademds es frecuentes realizar intervenciones

quirdrgicas en estos pacientes.
- Procedimientos invasivos (catéter central, VM y nutricidn parenteral).

La UCIN representa un ambiente relativamente libre de bacterias resistentes ya
gue ingresan nifios procedentes del paritorio inmediatamente tras el nacimiento. Los
neonatos adquieren el microbioma de sus madres, las cuales generalmente son
mujeres sanas no colonizadas por bacterias resistentes. Sin embargo, las madres
portadoras de enterobacterias productoras de BLEE, incluso no habiendo tomado
antibidticos previamente, son un factor de riesgo importante de morbi-mortalidad,

aspecto que podria sugerir la necesidad de realizar cribado rectal en las madres’1%1,

En la UCIN la implantacién de medidas para controlar la infeccién se debe realizar
con mayor énfasis que otras UClI ya que el manejo de los pacientes es muy

complicado?’.

En las UCIN son frecuentes las infecciones causadas por bacilos gram negativos, ya
gue forman parte de la flora intestinal y la infeccidon se produce habitualmente por
translocacion'?. Ademads, el uso de antibidticos de amplio espectro favorece la
seleccion de cepas resistentes, las cuales se asocian con una mayor morbi-mortalidad;
y COmMoO consecuencia con un mayor coste sanitario. En concreto, Kp-BLEE se ha

relacionado con la aparicion de brotes en las UCIN34,

Stapleton et al. en su revision de 75 brotes producidos Enterobacteriaceae
productoras de BLEE en las UCIN, encuentra 1185 colonizados y 860 infecciones, con
139 muertes. Los microorganismos predominantes fueron 69% Klebsiella spp, 13%

Enterobacter spp, 11% E. coli, Salmonella spp el 4% y Serratia marcescens el 3%%>.
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2. Klebsiella pneumoniae BLEE
2.1 Epidemiologia

K. pneumoniae pertenece al género Klebsiella, incluido en la familia
Enterobacteriaceae. Es considerado patégeno humano desde finales del siglo XIX
cuando se aisld por primera vez por Edwin Klebs. Se divide en tres subespecies: K.
pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y K. pneumoniae
subsp. rhinoscleromatis. K. pneumoniae subsp. pneumoniae es la especie mas

prevalente e importante clinicamente!31¢,

Klebsiella spp. es una bacteria de distribucion mundial. El ser humano es el
principal reservorio®®. La tasa de colonizados a nivel comunitario es del 5-38% en recto
y 1-6% en nasofaringe, habitualmente no se encuentra en la piel. Esta tasa aumenta
drasticamente en el ambiente hospitalario, y se relaciona directamente con los dias de
estancia hospitalaria. Es patdgeno oportunista que afecta primariamente a individuos
que estdn hospitalizados y que padecen enfermedades graves como diabetes mellitus

o obstruccidon pulmonar crénica®3.

En la UCIN es frecuente aislar K. pneumoniae en el 7% de los nifios, de las cuales el
67% son Kp-BLEEY. Sin embargo durante un brote se puede aislar hasta en el 32% de

los pacientes?®,

Esto es debido principalmente al uso de antimicrobianos y adquiere gran
importancia clinica tras un estudio donde se observé que la infeccion en colonizados
era cuatro veces superior en comparacion con los no colonizados®®. Ademas es capaz
de sobrevivir en las superficies y, temporalmente, en las manos de los trabajadores
sanitarios, lo que facilita su transmision horizontal entre los pacientes ingresados en la

unidad, favoreciendo la aparicion de brotes!34,
2.2. Factores de virulencia

K. pneumoniae presenta cinco factores de virulencia que contribuyen a su
patogenia: serotipo capsular, fenotipo Mucoso (hypermucoviscosity),

lipoporisacaridos, sideréforos y pilite.
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Como punto critico en la patologia infecciosa, el microorganismo debe acercarse
lo maximo posible a las superficies mucosas del huésped y mantener esa proximidad
para que se produzca el ataque celular. Las fimbrias o pili son proyecciones
filamentosas de la superficie bacteriana que median su adhesién a las células del
hospedador®3. La mayoria de los aislados de Kp-BLEE presentan una fimbria especifica
denominada KPF-28. Ademas el plasmido que codifica para BLEE estd involucrado en la
expresion de KPF-28. Su expresion promueve la adherencia y la colonizaciéon del

intestino, favoreciendo su diseminacién y la aparicién de brotes nosocomiales®.
2.3. Betalactamasas de espectro extendido

En las enterobacterias el mecanismo de resistencia mds importante frente a los
antibidticos betalactdmicos, por su frecuencia y eficacia, es la produccién de
betalactamasas. Son enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactdmico inactivando
los antibidticos. Las BLEE son activas frente a penicilinas, oximino-cefalosporinas
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactdmicos (aztreonam)
causando resistencias a estos antibidticos. Sin embargo, son sensibles a cefamicinas
(cefoxitina, cefotetdn), carbapenémicos (imipenem, meropenem, doripenem,
ertapenem) y los inhibidores de betalactamasas (clavuldnico, sulbactam,

tazobactam)?L.

Los genes que codifican las BLEE se encuentran en plasmidos, también
denominados elementos moviles, facilitando su diseminacién debido a que se pueden
transmitir entre diferentes especies de bacilos gran negativos in vivo. Estos plasmidos
ademas presentan genes de resistencia a otros antimicrobianos como son
fluoroquinolonas, aminoglucdsidos, tetraciclinas y trimetoprim-sulfametoxazol. Por
tanto, las bacterias que contienen esos pldasmidos suelen ser resistentes a multiples

antibioticos?1723.

Las BLEE se pueden clasificar en diferentes clases moleculares segiin Ambler?* y
grupos funcionales segin Bush y Jacoby?. La mayoria pertenecen a la clase molecular
A y grupo funcional 2be. Entre ellas se encuentran fundamentalmente las TEM y SHV,
derivadas de betalactamasas con un menor espectro de hidrélisis y la familia CTX-M,

procedente de betalactamasas cromosémicas del género Kluyvera?%?23,

10
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La historia de las BLEE comienza en Alemania en 1983, tras la introduccion de la
cefotaxima se aislan cepas de K. pneumoniae con resistencia transferible a oximino-
cefalosporinas relacionadas con SHV, se les denominaron SHV-2. Las betalactamasas
TEM tipo BLEE se descubrieron en Francia en 1984 y en USA en 1988. Estas enzimas
presentan una o mads sustituciones en la secuencia aminoacidica, con lo que se
produce un incremento en su espectro de hidrélisis. Desde entonces estas enzimas se
han descrito cada vez con mas frecuencia en todos los paises. En Espana se detectaron
por primera vez en el afio 1988. Inicialmente predominaron en Europa las BLEE tipo
SHV, pero a finales de los 80 aparecio una nueva familia, la CTX-M. En la década de los
90 estas enzimas se encontraron en distintas especies de Enterobacteriaceae
produciendo brotes nosocomiales, pero a partir del 2000 se han convertido en las mas

frecuentes, tanto en infecciones nosocomiales como comunitarias?1:23,

La deteccidn rapida de resistencias y su caracterizacién es una prioridad en los
laboratorios de microbiologia clinica, ya que ayuda a establecer el tratamiento
antibidtico adecuado e instaurar las medidas de aislamiento pertinentes para evitar su
diseminacidon a otros pacientes. Su deteccién no siempre es facil, depende de la
expresion fenotipica, condicionada por la cantidad de enzima producida y la presencia

o no de otros mecanismos de resistencia?l.

Aunque las BLEE son un problema global, enzimas y genotipos especificos suelen
estar asociadas a regiones geograficas, hospitales y unidades concretas, por tanto es

importante conocer los patrones propios de resistencias®.

La deteccidon de las BLEE se basa en la resistencia a oximino-cafalosporinas
(cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima) y la capacidad de los inhibidores de

betalactamasas de bloquear esa resistencia?’.

2.4. Factores de riesgo relacionados con la adquisicion de patdgenos

productores de BLEE

Diferentes estudios epidemioldgicos sugieren que el uso de antimicrobianos de
amplio espectro, como las cefalosporinas de tercera generacién, es el principal factor

que contribuye a la aparicion de cepas multirresistentes'”?2,

11
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Otros muchos factores se han relacionado con la colonizacién y la infeccién por
Kp-BLEE. El catéter arterial y el venoso central, la colonizacidon gastrointestinal por
bacterias productoras de BLEE, la estancia prolongada en UCI, el bajo peso en nifios
prematuros, el uso previo de antibidticos y la VM son los factores mas frecuentes4?22,
Se ha demostrado que el estado de portador es mds frecuente en pacientes

hospitalizados, y que la tasa de colonizacidn estd relacionada directamente con la

duracién de la estancia hospitalaria??2®.

Se han descrito numerosos brotes producidos por Kp-BLEE en las UCIN. Los
pacientes colonizados asintomaticos pueden ser el principal reservorio. La transmisidon
ocurre de forma horizontal entre pacientes a través del contacto con el personal
sanitario. Ademas, el material para el cuidado de los pacientes contaminado se ha
implicado en la transmision'#?2. Muchos estudios han demostrado como factor
importante una baja adherencia a las politicas de control. Los brotes por Kp-BLEE se
caracterizan por altas tasas de ataque y un gran nimero de colonizados. Los neonatos
con mayor riesgo de colonizacién son aquellos con estancia prolongada en la unidad,

baja edad gestacional y bajo peso al nacer>??,
2.5. Cuadros clinicos

La importancia de los bacilos gram negativos como agentes productores de
infecciones nosocomiales en la UCIN esta bien documentada. K. pneumoniae puede
causar sepsis precoz y, mas comunmente, sepsis tardia, también conjuntivitis,

neumonia, infeccién del tracto urinario (ITU) e infeccién de herida quiridrgica??.

K. pneumoniae produce aproximadamente el 4% de sepsis tardias en nifios de bajo
peso y el 6% del total de infecciones. Segun datos del National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) de 1996, K. pneumoniae produce el 2.9% de bacteriemias, el 2.9%
de las infecciones del tracto respiratorio superior, el 9.8% de las infecciones
gastrointestinales, el 5.7% de neumonias y el 6.3% de las infecciones de herida
quirdrgica. En 1999, una encuesta realizada por el CDC/National Association of
Children’s Hospitals and Related Institutions (NACHRI) demostré que K. pneumoniae

era causa del 1.7% de sepsis, el 20% de infecciones respiratorias, el 8.3% ITUS y el 5.6%

12
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otras infecciones??. En la UCIN Kp-BLEE es el segundo agente productor de infeccion

con un 17,1%, después de Staphylococcus coagulasa negativo con un 20,7%2’.

2.6. Tratamiento antibidtico de infecciones por bacterias productoras

de BLEE

El tratamiento de las infecciones producidas por Kp-BLEE puede ser un reto y est3
en constante evolucidn. El tipo de BLEE junto con el lugar y la gravedad de la infeccién
deben ser considerados en la eleccidon del tratamiento antibidtico. Por tanto, vigilar
activamente los organismos productores de BLEE es critico para describir la
epidemiologia local de una determinada institucion y de los centros de referencia o

como medida de controlt115.22.28

Las cefalosporinas de amplio espectro fueron inicialmente desarrolladas para el
tratamiento de bacterias productoras de betalactamasas. Sin embargo, la aparicién de
BLEE ha limitado su uso en infecciones graves. Se han descrito fracasos terapéuticos y
altas tasas de mortalidad asociados con el uso de cefalosporinas de amplio espectro,
cuando se informé sensible in vitro; por tanto no se recomienda su uso en
bacteriemias y otras infecciones complicadas. Pero si son eficaces en el tratamiento de

infecciones leves como ITU y neumonia?%232°,

Los inhibidores de betalactamasas, como el acido clavulanico y tazobactam, han
demostrado ser capaces de inhibir in vitro las BLEE. Su asociacidén con una penicilina de
amplio espectro, presenta una accién antimicrobiana de amplio espectro capaz de
inhibir a una gran variedad de bacterias, incluidas las BLEE. Pero se han descrito
fracasos de tratamiento por diferentes razones: la presencia de un posible gran
absceso que contiene un gran numero de microorganismos, la hiperproducciéon de
BLEE o mutantes deficitarios en porinas que limita el acceso del antibiético en la

bacteria?223.29,

El incremento en la morbilidad y mortalidad y las hospitalizaciones prolongadas
por una infeccién por Kp-BLEE, se debe principalmente al retraso en establecer el

tratamiento antimicrobiano adecuado?223.

13
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Los plasmidos ademdas de llevar el gen que codifica para BLEE, suele estar
acompafado de resistencia a otros antimicrobianos. En concreto, se ha descrito la
relacion entre BLEE vy resistencia a ciprofloxacino, que se observa hasta en el 18% de

las cepas?®?3,

Actualmente, los carbapenemicos son los antibidticos de elecciéon en el
tratamiento de estas infecciones. Son estables frente a las BLEE y ademads presentan

pequefio tamafio que permite su entrada en la bacteria a través de porinas?%23,
2.7 Estrategias para controlar la infeccion

Para controlar la diseminacién de cepas productoras de BLEE, se deben implantar
intervenciones apropiadas en el control de la infeccion en todos los pacientes con
infeccién y/o colonizacidon por estas bacterias. En estas medidas se incluyen una
efectiva higiene de manos, precauciones de contacto en el manejo de los pacientes y

cultivos de vigilancia epidemiolégica semanales!®?3,

Durante un brote prolongado, se debe realizar una amplia investigacién para
buscar reservorios adicionales en pacientes colonizados, en el personal sanitario y
pueden ser necesarias muestras ambientales. Aunque la investigacién epidemioldgica
habitualmente falla en la deteccién del origen comdn del brote!#!>2230 (Figura 1).
También es importante el uso racional de antibidticos, especialmente las
cefalosporinas de amplio espectro. Esto es particularmente importante en unidades en

las que se usa cefotaxima en el tratamiento de la sepsis tardia®2.
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Unknown 57%
Index case identified
Equipment/Environment
HCWs

Poor infection control

IV fluids

Breast milk or feed
Cleaning solutions
Other

Inadequate staffing

Figure 2 Frequency of reported source of outbreaks (n=75). IV,
intravenous. HCW, health care workers.

Figura 1. Frecuencia de origen del brote informado. Tomada de: Stapleton et al®*.
3. Situacion epidemiologica de K. pneumoniae BLEE

Segun datos del ultimo informe del European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) de 2014, la distribucién a nivel Europeo de K. pneumoniae resistente a

cefalosporinas de 32 generacidon en infecciones invasivas es la siguiente (Figura 2)3*:
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@ Proportion of 3rd gen. cephalosporins Resistant (R)
ecoc Klebsiella pneumoniae Isolates in Participating
®S="_ Countries in 2014

Percentage resistance

This report has been gererated from data submitted to TESSy, The ELropean Surveillance System on 2016-07-18. Page: 1 of 1. The
report reflects the state of submissions in TESSy as of 2016-07-18 at: 13:02

Figura 2. Proporcién de K. pneumoniae resistente a cefalosporinas de 32 generacion en los

paises participantes en 2014.

Los paises del centro y sur de Europa presentan tasas muy elevadas de resistencia
a cefalosporinas de 32 generacion, incluso superiores al 50%. Mientras que los paises
del norte presentan porcentajes mas bajos, inferiores al 10%. Espafia se encuentra en

una situacidén intermedia, con tasas del 10 a <25%31.

Ademas, esta base de datos nos permite ver la evolucion de las proporciones a lo
largo de los afios. En el caso de Espafia, en 2005 habia un 7,1% de K. pneumoniae
resistente a cefalosporinas de 32 generacion y en 2014 este dato ha aumentado hasta

un 18% (Tabla 1).

16



Trabajo de Fin de Master | 2016

Tabla 1. Evolucion proporcion de K. pneumoniae resistente a cefalosporinas de 32 generacién

en Espafia, 2005-2014. Tomada de: http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-

Net/Pages/index.aspx

I ) I
0 4 56

Spain 2005 3rd gen, sz 92.9 % 0.0% 71%
cephalosporins

Spain 2006 3rd gen. 507 2 S3 562 90.2 % 0.4 % 9.4 %
cephalosporins

Spain 2007 3rd gen. 553 1 59 613 90.2 % 0.2% 9.6 %
cephalosporins

Spain 2008 3rd gen, 562 1 76 639 87,9 % 0.2% 11.9%
cephalosporins

Spain 2009 3rd gen. 556 2 70 628 88.5 % 0.3 % 11.1 %
cephalosporins

Spain 2010 3rd gen, 1041 1 119 1161 89.7 % 0.1 % 10.2 %
cephalosporins

Spain 2011 3rd gen, 987 5 153 1145 86.2 % 0.4 % 13,4 %
cephalosporins

Spain 2012 3rd gen, 957 3 193 1153 53.0 % 0.3 % 16,7 %
cephalosporins

Spain 2013 3rd gen, 995 0 246 1241 80.2 % 0.0% 19.8 %
cephalosporins

Spain 2014 3rd gen. 1033 4 228 1265 81.7 % 0.3 % 18.0 %

cephalosporins

Respecto a K. pneumoniae multirresistente (MDR) (resistencia a cefalosporinas de

32 generacion, fluoroquinolonas y aminoglucdsidos) el mapa de Europa varia (Figura

3)3L:

Multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae Isolates in
' c Participating Countries in 2014 (Resistant to Third-

m=="_ generation Cephalosporins, Fluoroquinolones and
Aminoglycosides)
Percentage resistance < ":{ %
- <1% “)\1‘ *\
= =4
Lo ™
. 10to . 4
- 25to L

- 50%
= No data reported or less than 10 isolates
[ Notincluded

. Liechtensten

= Luxembourg e
- Malta

Figura 3. Proporcién de K. pneumoniae MDR (resistente a cefalosporinas de 32 generacion,

fluoroquinolonas y aminoglucésidos) en los paises participantes en 2014.

Los paises del sur de Europa mantienen una proporcién muy elevada de

resistencia, superiores al 25% e incluso al 50% en paises como Turquia. Los paises del
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centro presentan tasas intermedias, inferiores al 25%. Mientras que los paises del
norte tienen proporciones bastante bajas, inferiores al 5%. Espafia tiene una tasa del

10 a <25%31.

La proporcion de K. pneumoniae MDR en Espafa ha ido aumentando a lo largo de

los afios, en 2005 nos encontramos con 3,6% y en 2014 con 10% (Tabla 2).

Tabla 2. Evolucién proporcidon de K. pneumoniae MDR en Espafia, 2005-2014. Tomada de:

http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx

eominy ] o iiticrop | DR Tod | 50
56

Spain 2005 Multiple drug 2 3.6 %
resistance

Spain 2006 Multiple drug 6 561 1.1 %
resistance

Spain 2007 Multiple drug 33 612 54 %
resistance

Spain 2008 Multiple drug 27 638 4.2 %
resistance

Spain 2009 Multiple drug 30 627 4.8 %
resistance

Spain 2010 Multiple drug 55 1161 4.7 %
resistance

Spain 2011 Multiple drug 95 1145 83 %
resistance

Spain 2012 Multiple drug 102 1150 8.9 %
resistance

Spain 2013 Multiple drug 139 1241 112 %
resistance

Spain 2014 Multiple drug 127 1265 100 %
resistance

4. Tipado molecular

Las técnicas de tipificacion molecular son utiles en la vigilancia y control de brotes
porque permiten conocer la relacién entre aislados, identificar reservorios vy

determinar vias de transmision®3233, Se clasifican en tres grandes grupos:
4.1 Métodos basados en la restriccion del ADN

La PFGE es la técnica de referencia de tipificaciéon debido a que tiene un elevado
poder de discriminacidon. Esta técnica proporciona mediante un sistema de
electroforesis la visualizacion de los fragmentos del genoma tras la restriccidn

enzimatica. El patrén de bandas es Unico para cada cepa'®32,
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La PFGE es una variacion de la electroforesis clasica que permite separar y analizar
grandes fragmentos de ADN (superiores a los 2106 pb). La PFGE incorpora un cambio
peridodico de la direccién del campo eléctrico entre dos o mas angulos preestablecidos,
lo que se denomina un pulso. Esto facilita la reorientacién de las moléculas grandes y

permite su separacion3.

Un punto critico de la técnica es la extraccion del ADN para su analisis. Las células
se incluyen e inmovilizan en dados de agarosa. En el interior del dado, se produce la
lisis celular y su tratamiento con proteasas para liberar el ADN de las proteinas que lo
acompafan. Después, parte del dado se introduce en el pocillo del gel y se procede a
la electroforesis. Se suelen utilizar geles de concentraciones semejantes a las usadas

en electroforesis normal, aunque se emplean agarosas especialmente puras3.

La combinacién de la técnica de PFGE con el empleo de las enzimas de restriccion
permite distinguir distintos aislados de una misma especie bacteriana mediante la
comparacion de la movilidad de los fragmentos de ADN. También puede ser de ayuda
cuando se quiere analizar plasmidos de gran tamano que no son distinguibles

mediante las electroforesis convencionales3*.

Entre las limitaciones mas importantes de la PFGE estan el elevado coste del
equipo, su laboriosidad y el tiempo necesario para analizar los patrones asi como la

necesidad de un programa informatico para analizar los patrones!®33,

Desde el desarrollo de esta técnica, se han creado diferentes redes nacionales e
internacionales, mediante la asociacién de laboratorios de investigacion. Estas redes
colaboran en el desarrollo, la validacion y la aplicacién de métodos de tipificacién
normalizados y la realizacién de estudios sobre la distribucion geografica y la
propagacion de diferentes patégenos por medio de la red llamada PulseNet
Internacional. En el caso de PFGE disponen de protocolos de libre acceso para tipificar

E. coli, Shigella y Salmonella®.
4.2 Métodos basados en la amplificacion de acidos nucleicos

Existen numerosas técnicas de tipificacién basadas en la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), la mads utilizada es la PCR de secuencias de ADN repetidas (REP-PCR).
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Esta técnica se fundamenta en la utilizacién de cebadores que hibridan de forma
especifica con unas secuencias de ADN repetitivas (secuencias rep), de funcién
desconocida, que se encuentran dispersas por todo el genoma de muchas bacterias.
Estas secuencias tienen una longitud variable, que oscila entre 35 y 40 pb. La
variabilidad en los perfiles de bandas de ADN generados mediante REP-PCR viene
determinada por el nUmero de secuencias repetitivas y por la distancia que hay entre

dichas secuencias (se amplifica la regidon de ADN que separa las secuencias REP)33.

Estas técnicas son mas econdmicas, menos laboriosas (algunas son
semiautomatizadas y estan comercializadas), y suelen generar patrones de bandas

relativamente mas faciles de interpretar que la PFGE33,
4.3 Métodos basados en la secuenciacion de ADN

De los métodos de tipificacion basados en la secuenciacion de ADN, con el que
existe mds experiencia es con el MLST (multilocus sequencing typing). Esta técnica se
fundamenta en la secuenciacién parcial de 6 o 7 genes metabdlicos muy conservados
gue estan sujetos a escasa presidn selectiva, como ocurre con algunos genes
relacionados con el metabolismo o con factores de virulencia y los genes

ribosomales®:33,

Aunque es una técnica muy laboriosa y costosa tiene la ventaja de que los
resultados obtenidos (secuencias tipo) son objetivables, se pueden almacenar en
formato electréonico y se pueden intercambiar entre laboratorios muy distantes
geograficamente, lo que permite poder comparar perfiles o secuencias tipo entre

aislados de distintos paises o continentes'®33,

Actualmente, se empiezan a utilizar técnicas de secuenciacién del genoma
completo junto con el andlisis epidemioldgico para establecer lo ocurrido durante un

brote3°,
4.4 Criterios de seleccion de técnicas de tipificacion molecular

El poder de discriminacién de las técnicas de PCR puede ser inferior o similar al de

la PFGE. Tanto la PFGE como las técnicas de PCR tienen que optimizarse o
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estandarizarse en el laboratorio para garantizar una buena reproducibilidad. Para el
estudio de brotes pequefios y de corta evolucion, en los que interesa obtener una
informacién con rapidez, es preferible utilizar una técnica de PCR. En brotes mas
complejos y de mayor duracion, en los que interesa conocer ademads la evolucién o
dinamica de los clones con el tiempo, es mas rentable utilizar la PFGE. Los métodos de
tipificacion basados en la secuenciacion del ADN, como el MLST, se utilizan para
estudios epidemioldgicos globales o para analizar la estructura poblacional de los

microorganismos!®3933,
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OBIJETIVOS

1.

Objetivo principal

Analizar la incidencia de Kp-BLEE en la UCIN del HUMS de Zaragoza entre enero de

2012 y junio de 2015 y su repercusion clinica y epidemioldgica.

2.

Objetivos especificos

Estudiar la incidencia de la colonizacion y/o infeccion por Kp-BLEE,

principalmente bacteriemia.

Evaluar la utilidad de los controles epidemiolégicos, en concreto el frotis rectal,

en la prediccidn de la infeccién y como medida de prevencién de brotes.
Analizar los factores de riesgo asociados con la infeccion por Kp-BLEE.

Analizar los perfiles de sensibilidad de los aislamientos clinicos vy

epidemioldgicos.

Realizar tipado molecular de una seleccidn de cepas para conocer los patrones

genéticos circulantes y estudiar posibles brotes.
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MATERIAL Y METODOS

1. Diseno del estudio

1.1 Tipo de estudio y ambito de desarrollo

Estudio retrospectivo de los pacientes ingresados en la UCIN del HUMS con
aislamiento de Kp-BLEE en muestras epidemioldgicas y/o clinicas entre enero de 2012

y junio de 2015.

El HUMS es el hospital de referencia para el Sector Il de Zaragoza y por su grado de
especializacién en algunos procesos para todo Aragén. Es un complejo con 1345 camas
y estd formado por cuatro edificios: Hospital General, Hospital Traumatologia, Hospital
Materno-Infatil y Consultas Externas. La UCIN se encuentra en el Hospital Materno-
Infatil y presenta 14 cunas con equipos de cuidados de alto riesgo para el recién nacido
y una media de 216 ingresos anuales. Generalmente los neonatos ingresan en la UCIN
desde la sala de partos, pero ocasionalmente también procedentes de otra planta u

otros centros.
1.2 Tipos de muestra y procesamiento

Se realiza frotis rectal semanal a los pacientes ingresados en la UCIN que se remite

al laboratorio de Microbiologia.

Las muestras epidemioldgicas se siembran en agar McConkey con 1 mg/L de

cefotaxima3® para detectar los aislados productores de BLEE.

Las diferentes muestras clinicas (hemocultivo, orina, etc.) se procesan segun los

procedimientos establecidos en el laboratorio.
1.3 Métodos de identificacion y estudio de sensibilidad

La identificacidon bacteriana se realiza mediante espectrometria de masas MALDI-

TOF (MALDI Biotyper™, Bruker Daltonics).
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El cribado de BLEE en las muestras epidemiolégicas se realiza por método disco-
placa con cefpodoxima en ausencia y presencia de acido clavulanico. Se considera un
resultado positivo cuando el halo de cefpodoxima con dacido-clavuldnico es 25mm

respecto a cefpodoxima séla®’.

El estudio de la sensibilidad antibidtica y la confirmaciéon de BLEE se lleva a cabo
por paneles comerciales mediante el sistema automatizado MicroScan WalkAway
(Beckman®). Se determina el rango de concentracion minima inhibitoria (CMI). El
resultado se interpreta segin normas del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) hasta mayo de 2014 y del European Comite on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) desde mayo de 2014. Se considera que la cepa es portadora de BLEE
cuando existe una reduccion de la CMI superior o igual a tres diluciones dobles en
presencia de acido clavulanico para cefotaxima y/o ceftazidima respecto a la CMI de la

cefalosporina sin acido clavuldnico®’.
1.4 Variables incluidas en el estudio

Recogida de datos demograficos y clinicos de interés de la historia clinica
informatizada. Recogida de datos microbiolégicos del sistema informatico del

laboratorio (SIL)#426:38-40;

e Factores de riesgo intrinsecos:

- Sexo

- Edad gestacional (semanas)

- Tipo de parto: Cesarea o Eutdctico

- Peso al nacimiento (gramos)

e Factores de riesgo relacionados con el ingreso:

- Dias de ingreso en UCIN

- Tiempo de colonizacién (dias): tiempo que transcurre desde el ingreso del

paciente en la UCIN hasta la deteccion de Kp-BLEE en el cribado rectal.
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- Infeccién y/o colonizacién por Kp-BLEE

- Antibioterapia previa al aislamiento de Kp-BLEE

- Procesos invasivos: catéter epicutaneo (dias), VM (horas) y nutricidon parenteral
2. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utiliza el paquete estadistico SPSS
(Statistical Packagefor Social Sciencies) (SPSS Inc., Chicago, Illinois) versién 15.0 para

Windows.
2.1 Analisis descriptivo

Se realiza una distribucién de frecuencias para las variables cualitativas y se

calculan las medias y desviaciones estandar para las variables cuantitativas.
2.2 Analisis bivariado

Se realiza un estudio bivariante para establecer la relacién de cada una de las
variables analizadas con la presencia de infeccién por Kp-BLEE respecto a solo

colonizacion.

En el caso de variables cualitativas, se aplica el test de Chi-cuadrado de Pearson,
con la correccion de Yates o la Prueba exacta de Fisher (en tablas 2x2, cuando no se

cumplen las hipétesis para la Chi-cuadrado) si fuera necesario.

En el caso de variables cuantitativas, se ha utilizado la técnica no paramétrica de la

U de Mann-Whitney ya que la muestra no cumple criterios de normalidad.

El nivel de confianza escogido para los diferentes test es del 95%.
2.3 Analisis multivariante o regresion logistica

Este tipo de andlisis se utiliza para contrastar conjuntamente el efecto de una serie

de factores sobre la presencia o ausencia de un suceso.

En este caso, aquellas variables que muestren asociacién estadisticamente

significativa (p<0,05) en el analisis bivariado se incluyen en el andlisis multivariante que
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se realiza mediante regresién logistica (por pasos hacia delante) siendo la variable

dependiente la presencia de infeccién por Kp-BLEE (No/Si).
3. Tipado molecular

Se seleccionan un total de 43 aislados de Kp-BLEE para tipado molecular por PFGE.
Se incluyen todos los aislamientos de muestras clinicas del periodo de estudio (24
aislamientos) y ademds 11 muestras epidemiolégicas de estos pacientes y otros 8 solo

colonizados que coinciden en el periodo de estudio en la UCIN.

El protocolo seguido es una modificacion del protocolo para Salmonella de

PulseNet. Consta de diferentes pasos que se describen a continuacién3>:

- Dia 1: resiembra de los aislados a partir de archivo conservado a -80°2C en
medio triptosa-soja glicerol en agar sangre (Oxoid™) e incubaciéon a 35°C

durante 18-24 horas.

- Dia 2: resiembra de los aislados en Lysogeny Broth (Sigma®) e incubacién a

352C durante 18-24 horas.

- Dia 3: elaboracidn de tacos de agarosa (Seakem gold agarosa, BioRad®) donde
se inmovilizan las células bacterianas. Incubacion durante 2 horas en agitacién
con proteinasa K (Sigma®) y buffer de lisis. Lavados con agua estéril y tris-EDTA

(National Diagnostic®) para eliminar residuos.

- Dia 4: Restriccion del DNA gendmico con la enzima Xbal (TaKaRa Biotecnology”®)
durante 2.5 horas a 372C32%, La PGFE se realiza con el sistema CHEF Il (Bio-

rad), con tiempo de inicio 2.2 y tiempo final de 63.8 durante 17 horas.

- Dia 5: Tincion del gel, lavado, vision de imagen en transiluminador con luz
Ultravioleta (Syngene Bio Imagine, Gene Flash) y guardar imagen en formato

TIF.

Los patrones genéticos obtenidos se analizan mediante el programa informatico
BioNumerics version 6 (Applied Biomaths, Sint-Martens-Latem, Belgium). El grado de

similitud se calcula con el coeficiente de Dice con una tolerancia de 1.5% vy
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optimizacién 2%. El método usado para el andlisis de los cluster es UPGMA
(Unweighted Pair Group with Arithmetic Averages). Se establece mas del 80% de
homologia entre aislados relacionados. La relacion entre cepas se determina con los

criterios de Tenover et al32.

Se envian aislados seleccionados al Centro Nacional de Microbiologia para tipado
molecular por REP-PCR y deteccidon del mecanismo de resistencia. Se seleccionan al
menos un aislado de cada patrén detectado para establecer que no existe relacién
entre ellos. Y ademads se seleccionan dos aislados de cada cluster definido por PFGE

para confirmar que estan relacionados genotipicamente.
4. Limitaciones del estudio

e Generalmente no se realiza frotis rectal en el momento del ingreso, se
desconoce el estado inicial del paciente respecto a colonizacién y no siempre
estd garantizado que se realice a los tres dias de nacimiento, ya que se realiza

un dia concreto a la semana.

e Al realizarse el frotis semanalmente, muchos de los pacientes de corto ingreso

(<7 dias) no tienen cribado rectal.

e Cuando un paciente tiene un resultado positivo para Kp-BLEE no se repite la

toma, no conocemos la evolucidn y si se descoloniza.

e Existen periodos en los que no se ha podido realizar cribado rectal semanal: en
el primer afio tras la implantacion de las medidas (13/03/12-15/05/12 vy
24/09/12-17/10/12) y a lo largo del tiempo de estudio periodos de 10-12 dias.

e Problemas para poner a punto la técnica de PFGE: es una técnica muy

laboriosa, que requiere mucho tiempo e importantes recursos materiales.
5. Aspectos éticos

El tratamiento de los datos se va a realizar de acuerdo a la normativa de

proteccion de datos de caracter personal y de tratamiento automatizado de los
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mismos (Ley Orgédnica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de
Caracter Personal. BOE n? 298. 14712/1999).

Se guardara la confidencialidad, se usaran solo datos disociados al realizar la base

de datos y no se publicaran datos que puedan identificar a ningun paciente.
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RESULTADOS

1. Total de pacientes estudiados

Entre enero de 2012 y junio de 2015, 755 pacientes ingresaron en la UCIN del
HUMS. Se realizaron 1435 frotis rectales en 519 (69%) pacientes. No se realizo cribado
rectal en 236 pacientes, en el 84,7 % de los casos los pacientes tuvieron un ingreso <7
dias. El porcentaje de pacientes sin cribado rectal en ingresos >7 dias, ha disminuido
del 22% en 2012 hasta 6,7% en 2015. Ademas los dos pacientes sin cribado rectal con
ingreso >7 dias del afio 2015 tuvieron un ingreso de 8 y 9 dias respectivamente (Tabla

3).

Tabla 3. Pacientes sin cribado rectal.

Aiho Pacientes sin cribado rectal Ingreso <7 dias Ingreso >7 dias
2012 100 78 22
78,0% 22,0%
2013 58 52 6
89,7% 10,3%
2014 48 42 6
87,5% 12,5%
jun-15 30 28 2*
93,3% 6,7%
Total 236 200 36
84,7% 15,3%

*9y 10 dias de ingreso
2. Aislamientos de K. pneumoniae BLEE

En el periodo de estudio, se aislé Kp-BLEE en muestras clinicas y/o epidemioldgicas
en 87 pacientes: 15 pacientes (17%) presentaron infeccién y colonizacién rectal, 3
pacientes (3.5%) presentaron Unicamente infeccién (no se disponia de frotis rectal) y

69 pacientes (79%) estaban colonizados pero no llegaron a presentar infeccion.

Se detectaron 84/519 (16%) pacientes colonizados por Kp-BLEE y 18 pacientes
infectados (2.4% del total de 755 pacientes ingresados y 21% del total de 84 pacientes

colonizados) (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes ingresados en UCIN.

N %
Pacientes ingresados en UCIN 755 100,0%
Pacientes con cribado rectal 519 68,7%
Pacientes con aislamiento Kp-BLEE 87 11,5%*
Pacientes colonizados por Kp-BLEE 84 16,2%**
Pacientes infectados por Kp-BLEE 18 2,4%*
Pacientes con bacteriemia por Kp-BLEE 13 1,7%*

* Porcentaje respecto al total de pacientes ingresados en UCIN

** Porcentaje respecto al total de pacientes con cribado rectal

3. Infecciones por K. pneumoniae BLEE

Las infecciones por Kp-BLEE, afectaron a 13 pacientes con bacteriemia (58%), cinco

conjuntivitis, tres infeccién del tracto urinario (ITU), uno presenté neumonia, uno

infeccion de herida y otro infeccion del catéter. Algunos pacientes presentaron

diferentes tipos de infeccidn (Tabla 5).

Tabla 5. Localizacion de la infeccidn en los 18 pacientes con aislamiento de Kp-BLEE.

Casos Tipoinfeccion || Casos Tipo infeccién
1 Bacteriemia 10 Bacteriemia
2 Bacteriemia 11 ITU
3 Bacteriemia 12 Bacteriemia
4 Bacteriemia 13 Bacteriemia ITU

Bacteriemia por
catéter
5 Bacteriemia 14 .,
Infeccion de
herida
6 Conjuntivitis 15 Bacteriemia
Bacteriemia
7 . 16 Bacteriemia
Conjuntivitis
Bacteriemia
8 Conjuntivitis 17 )
Neumonia
9 ITU 18 Conjuntivitis

4. Prediccion de la infeccion mediante frotis rectal

De las 13 bacteriemias por Kp-BLEE del periodo de estudio, fue posible predecir la

infeccidn con el frotis rectal en 9 casos (75%). En un paciente con bacteriemia asociada
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a catéter el frotis rectal fue negativo, y en los otros tres pacientes se desconoce el
estado de colonizacién al no haberse realizado frotis rectal (Tabla 6). El 10% de los

pacientes colonizados desarrollé bacteriemia

Tabla 6. Bacteriemia por Kp-BLEE.

Gestacion Peso al Bacteriemia Colonizacién y dias | Antibioticos previos a la sepsis y dias
(semanas) nacimiento (g) previos a la sepsis de uso

1 850 Si (3) Ampicilina (7), Gentamicina (7)
2 H 730 Si (6) Ampicilina (6), Gentamicina (6)
3 H 37 2.480 9 Sl ND Ampicilina (7), Gentamicina (7)
4 H 37 2.620 37 Si Si (0) Ampicilina (9), Gentamicina (9)
5 H 25 600 21%* Si ND Ampicilina (6), Gentamicina (6)
6 M 25 650 80 Si Si (5) Ampicilina (7), Gentamicina (7)
7 H 27 975 41 Si Si (11) Ampicilina (6), Gentamicina (6)
8 H 26 680 8* Si ND Ampicilina (6), Gentamicina (6)
9 M 28 1.000 32 Si Si (5) Ampicilina (8), Gentamicina (8)
10 H 25 740 63 Si ND** Ampicilina (8), Gentamicina (8)
11 H 26 800 49 Si Si (5) Ampicilina (8), Gentamicina (8)
12 M 27 810 73 Si Si (26) Ampicilina (7), Gentamicina (7)
13 H 25 700 92 Si Si (3) Ampicilina (7), Gentamicina (7)

H=Hombre, M=Mujer, ND=No determinado
*Exitus
**Bacteriemia relacionada con catéter

De los cinco pacientes con conjuntivitis, tres presentaban un cultivo
epidemioldgico positivo para Kp-BLEE previamente a la aparicidon de conjuntivitis, y en
los otros dos pacientes el cribado rectal fue positivo dos dias después de obtener la

muestra conjuntival (los cribados rectales de la semana previa fueron negativos).

El resto de infecciones (tres ITU, una neumonia y una infeccion de herida) se

pudieron predecir todas con el frotis rectal.
5. Factores de riesgo

Se ha realizado un estudio bivariante con los 87 pacientes con aislamiento de Kp-
BLEE con la variable: Infeccidon por Kp-BLEE (no/si); y una serie de caracteristicas en
estudio. Las variables fueron clasificadas en dos grupos: factores de riesgo intrinsecos y

factores de riesgo relacionados con el ingreso en la UCIN.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 7. Se resaltan en color rojo las

variables que tienen un resultado estadisticamente significativo (p<0,05).
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Tabla 7. Resultados andlisis bivariante.

Variables Test p-valor (<0.05) Hip. Altern
Sexo Chi-cuadrado 0,127 NO
Tipo de parto Chi-cuadrado 0,073 NO
Edad gestacional (semanas) Mann-Whitney 0,002 Si
Peso al nacimiento (gramos) Mann-Whitney 0,001 Si
Tiempo de colonizacion (dias) Mann-Whitney 0,215 NO
Dias de estancia en UCIN Mann-Whitney 0,004 Si
Duracién de epicutaneo (dias) Mann-Whitney 0,007 Si
Ventilacién mecénica Chi-cuadrado 0,062 NO
Duracioén de la VM (horas) Mann-Whitney 0,035 Si
Nutricion parenteral Fisher 1,000 NO
Tratamiento antibidtico previo Fisher 0,579 NO

A continuacién se exponen los resultados detallados para cada una de las variables

analizadas en el estudio.
5.1 Factores de riesgo intrinsecos

Sexo

Del total de pacientes estudiado con aislamiento de Kp-BLEE, 49 pacientes (56,3%)

eran hombres y 38 (43,7%) mujeres.
Tabla 8. Estudio del sexo en relacién con la infeccién por Kp-BLEE.

Infeccion Kp-BLEE

No (solo Si (colonizacion
Ny, Total
colonizacidn) 0 no)

Hombre 36 13 49
52,2% 72,2% 56,3%

. 33 5 38

Mujer

47,8% 27,8% 43,7%

Total 69 18 87
100,0% 100,0% 100,0%

En los pacientes sélo colonizados por Kp-BLEE, 36 (52,2%) eran hombres y 33
(47,8%) mujeres. En el caso de los pacientes con infeccidn, 13 pacientes (72,2%) eran
hombres y 5 (27,8%) mujeres. Aunque la proporcion de hombres en los pacientes con
infeccidon por Kp-BLEE es superior a la de mujeres, no existe significacion estadistica

entre el sexo y la infeccién por Kp-BLEE (p=0,127) (Tabla 8).
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Tipo de parto

Del total de pacientes con aislamiento de Kp-BLEE, 50 pacientes (57,5%) nacieron

mediante parto eutdcicoy 37 (42,5%) por cesdrea.

Tabla 9. Estudio del tipo de parto en relacidn con la infeccidén por Kp-BLEE.

Infeccion Kp-BLEE

Si
No (solo ..,
., (colonizacion Total
colonizacion)
0 no)
. . 43 7 50
Eutoécico
62,3% 38,9% 57,5%
Tipo de ) 26 11 37
Cesarea
parto 37,7% 61,1% 42,5%
Total 69 18 87
100,0% 100,0% 100,0%

En los pacientes sélo colonizados por Kp-BLEE, nacieron por parto eutdcico 43
(62,3%) y por cesarea 26 (37,7%). En el caso de los pacientes con infeccion, 7 pacientes
(38,9%) nacieron por parto eutécico y 11 (61,1%) por cesarea. La proporcién de
pacientes que nacieron por cesdrea con infeccién por Kp-BLEE es superior a la
proporcidn de nacidos por parto vaginal. Aunque no existe significacion estadistica
entre el tipo de parto y la infeccién por Kp-BLEE el valor de p esta cerca del limite de

significacion (p=0,073) (Tabla 9).

Edad gestacional

La distribucién de la poblacion con aislamiento de Kp-BLEE en funcién de la edad
gestacional se representa en la siguiente figura. El neonato que nacié mas prematuro
fue en la semana 24 y el mas tardio en la semana 38 de gestacién. La mediana es de 29

semanas (Figura 4).
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Edad gestacional (semanas)
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Figura 4. Distribucién edad gestacional.

Los pacientes soélo colonizados por Kp-BLEE presentan una media de edad
gestacional de 30,27+3,39 semanas (intervalo confianza 95% (IC95%): 29,45-31,09)
superior a aquellos con infeccién por Kp-BLEE (27,8943,98 semanas (IC95% 25,90-

29,86)). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,002).

Peso al nacimiento

El peso al nacimiento de los pacientes con aislamiento de Kp-BLEE presenta un
amplio rango de distribucién. La mediana es de 1120 gramos. El 75% de los pacientes

estan incluidos en el rango de 480 a 1425 gramos (Figura 5).

4 o N\
Peso al nacimiento (gramos)
815 1425
480 4360
1120
1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 I
1000 2000 3000 4000

Los

pacientes sdélo colonizados

Figura 5. Distribucién del peso al nacer.

por

5000
/

Kp-BLEE presentan una

media de

1371,62+744,32 gramos (IC95%: 1192,82-1550,43) superior a los pacientes con
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infeccion por Kp-BLEE, 1002,50+576,63 gramos (IC95%: 715,75-1289,25). Existen
diferencias significativas en el peso al nacimiento en funciéon de que se tenga o no

infecciéon por Kp-BLEE (p=0,001).
5.2 Factores de riesgo relacionados con los dias de ingreso en UCIN

Tiempo de colonizacion

El dia de colonizacidn no se puede establecer exactamente ya que el frotis se
realiza sélo un dia a la semana, por lo que puede haberse producido antes de la
deteccion. Con los datos disponibles, la mediana del tiempo de colonizaciéon por Kp-
BLEE de nuestra poblacién es de 10 dias. El percentil 25 es de 7 dias y el percentil 75 de
19,25 dias (Figura 6).

4 N
Tiempo colonizacién (dias)

7 19,25

Figura 6. Distribucién del tiempo de colonizacidn.

Los pacientes sdélo colonizados por Kp-BLEE presentan una media de 17,651£16,33
dias para la colonizacion (IC95%: 13,73-21,57) mientras que en los pacientes con
infeccidn por Kp-BLEE es de 13,67+12,72 dias (1C95%: 6,62-20,71), estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (p=0,215).

Dias de estancia en UCIN

La duracién de la estancia en UCIN de los pacientes con aislamiento de Kp-BLEE
presenta una mediana de 31 dias. El valor mas bajo es de 7 dias mientras que el valor

mas alto es 130 dias (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién duracion estancia en la UCIN.

Los pacientes solo colonizados por Kp-BLEE presentan una media de estancia en la
UCIN de 34,77+24,16 dias (IC95%: 28,96-40,57). Los pacientes con infeccidon por Kp-
BLEE presentan una media de 55,39+28,35 dias (IC95%: 41,29-69,49). Los pacientes
con infeccion presentan una estancia en la UCIN mas prolongada, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,004).

Procedimientos invasivos

e Duracion catéter epicutaneo: del total de pacientes con aislamiento de Kp-

BLEE, 85 (98%) pacientes eran portadores de catéter epicutaneo.

En los pacientes sélo colonizados la media de la duracidon del catéter
epicutdneo es de 25,03+18,91 dias (IC95%: 20,49-29,57), mientras que en los
pacientes con infeccién por Kp-BLEE esta media es superior (37,78+18,94 dias
(1C95%: 28,36-47,20)), siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p=0,007).

e Ventilacion mecdnica (cualitativa): del total de la poblacion de estudio 41

(47%) pacientes precisaron ventilacién mecanica.

36



Trabajo de Fin de Master | 2016

Tabla 10. Estudio de la ventilacién mecanica en relacién con la infeccion por Kp-BLEE.

Infeccion Kp-BLEE

Si
No (solo .
., (colonizacion Total
colonizacion)
0 no)
40 6 46
No
58,0% 33,3% 52,9%
Ventilacidn Si 29 12 41
mecanica 42,0% 66,7% 47,1%
Total 69 18 87
100,0% 100,0% 100,0%

En los pacientes sélo colonizados por Kp-BLEE, 29 (42,0%) precisaron
ventilacion mecdnica. Mientras que de los 18 pacientes con infeccién
precisaron de ventilacion mecdnica 12 (66,7%). No alcanzando estas diferencias

la significacion estadistica (p=0,062) (Tabla 10).

De todos modos, esta variable es de escala ordinal, por tanto, también se la

va a tratar cuantitativamente en el siguiente apartado.

e Duracion de la ventilacion mecanica en horas (cuantitativa): En los pacientes
solo colonizados la media de la duracién es de 128,50+282,49 horas (IC95%:
60,63-196,36). Los pacientes con infeccion por Kp-BLEE la media es de 258,11
+355,664 horas (1C95%: 81,24-434,98). La media es superior en los pacientes
con infeccién, siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(p=0,035).

e Nutricién parenteral: del total de la poblacién de estudio 78 (89,7%) pacientes

precisaron de nutricién parenteral.
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Tabla 11. Estudio de la nutricién parenteral en relacién con la infeccién por Kp-BLEE.

Infeccion Kp-BLEE

Si
No (solo .
., (colonizacion Total
colonizacion)
0 no)
7 2 9
No
10,1% 11,1% 10,3%
Nutricion si 62 16 78
parenteral 89,9% 88,9% 89,7%
Total 69 18 87
100,0% 100,0% 100,0%

En los pacientes sélo colonizados por Kp-BLEE, 7 (10,1%) no precisaron de
nutricion parenteral y 62 (89,9%) si. En el caso de los pacientes con infeccion, 2
pacientes (11,1%) no precisaron de nutricidon parenteral y 16 (88,9%) si. No
existe significacidon estadistica entre la nutricion parenteral y la infeccién por

Kp-BLEE (p=1,000) (Tabla 11).

Tratamiento antibidtico previo

En relacion al tratamiento antibidtico, del total de la poblacién de estudio 82

(94%) pacientes recibieron tratamiento antibidtico previo al aislamiento de Kp-BLEE.

Tabla 12. Estudio del tratamiento antibidtico previo en relacién con la infeccidén por Kp-BLEE.

Infeccion Kp-BLEE

Si
No (solo ..,
., (colonizacion Total
colonizacion)
0 no)
No 5 0 5
7,2% 0,0%
Antibiotico si 64 18 82
previo 92,8% 100,0%
Total 69 18 87
100,0% 100,0% 100,0%

En los pacientes sélo colonizados por Kp-BLEE, 64 (92,8%) recibieron tratamiento
antibidtico previo al aislamiento de Kp-BLEE. En el caso de los pacientes con infeccidn,
los 18 (100,0%) pacientes recibieron tratamiento previo al aislamiento de Kp-BLEE.

Aunque la proporcién de pacientes que recibieron tratamiento antibidtico previo en
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los pacientes con infeccidon por Kp-BLEE es superior, no existe significacién estadistica

(p=0,579) (Tabla 12).
Mortalidad

Dos de los 87 pacientes con aislamiento de Kp-BLEE fallecieron en el periodo de

estudio (2.3%). Ambos presentaron bacteriemia por Kp-BLEE:

- Primer caso: Fallecimiento por fallo multiorganico tras persistencia de
enterocolitis necrotizante a pesar de mejoria de marcadores de infeccién tras

tratamiento de sepsis secundaria.

- Segundo caso: Fallecimiento por shock refractario por enterocolitis

necrotizante y sepsis secundaria por Kp-BLEE.

Analisis multivariante o regresion logistica

Evaluamos el efecto de una serie de variables (consideradas conjuntamente) sobre

el hecho de presentar infeccidn por Kp-BLEE (no/si).

Tabla 13. Estimacidn del odds-ratio de la infeccion por Kp-BLEE.

Factor de riesgo Odds-ratio 1C95% p-valor

Estancia en UCIN (dias) 1,028 1,008-1,049 0,006

La variable que se asocia de forma independiente a la infeccion por Kp-BLEE es la
duracion de la estancia en UCIN, con un riesgo que aumenta 1.028 veces por cada dia

de estancia (Tabla 13).

6. Sensibilidad antibidtica

Para el andlisis de la sensibilidad antibidtica se ha seleccionado un aislamiento por
paciente, con un total 84 aislamientos (en tres muestras epidemioldgicas no se realizé
estudio de sensibilidad por panel comercial, Unicamente se realizé cribado de BLEE
mediante disco placa). Los aislamientos estudiados presentaron los siguientes

porcentajes de sensibilidad (Tabla 14):
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Tabla 14. Sensibilidad antibidtica.

Antibidtico % sensibilidad
AmOX|(E|I|.na- 33
clavulanico
Piperacilina-
77
tazobactam
Imipenem 100
Meropenem 100
Ertapenem 100
Amikacina 100
Gentamicina 0
Tobramicina 0
Ciprofloxacino 33

Trimetroprim-
sulfametoxazol

84.5

7. Tipado molecular

Tras la optimizacion de la técnica de PFGE, se obtienen 36 patrones 6ptimos para
su analisis informatico. El estudio de los patrones permite su clasificacion de acuerdo a
su homologia (280%) en 4 patrones genéticos que se denominan con letrasde la A ala
D Figura. A su vez, dentro de cada patrén se pueden definir subtipos entre aislados con

>90% de similitud, a cada uno se le asigna un valor numérico y se consideran que son

la misma cepa (Figura 8).
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PFGE PFGE
kb

NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE Fecha
416816 Rectal FEJAGU  2012-02-07
817432 Rectal FLTEMI 2014-11-14
830313 Rectal GIPIVI 2014-12-12
822443 Sangre KEADKA  2014-11-25
833025 Sangre GIPIVI 2014-12-17
833107 Orina GIPIVI 2014-12-18
841695 Cateter LOLEMA  2015-01-11
844901 Rectal LECAVE  2015-01-16
847326 Sangre LOLELE 2015-01-21
856824 Sangre LECAVE 2015-02-11
414080 Rectal FEJANI 2012-01-31
418421 Sangre FEJAGU  2012-02-10
613587 Conjuntival ENABRA  2013-08-08
596465 Rectal ENABRA 2013-06-25
596465 Rectal ENABRA  2013-06-25
841701 Sangre LOLEMA  2015-01-11
844578 Rectal LOLELE 2015-01-16
856664 Herida LOLEMA  2015-02-10
684261 Rectal MUESSO 2014-01-21
726521 Rectal SEAIAI 2014-04-21
726678 Sangre SATAHU  2014-04-22
730478 Orina POFELE  2014-05-01
691259 Rectal FELAVI 2014-02-04
726528 Rectal POFELE  2014-04-21
868399 Rectal EZSIMA 2015-03-06
869705 Aspirado EZSIMA 2015-03-09
869752 Sangre EZSIMA 2015-03-09
695259 Conjuntival MUESSO 2014-02-12
723313 Rectal SATAHU  2014-04-11
472801 Rectal GIVIAN 2012-07-25
499736 Rectal LALAMA  2012-10-23
496809 Sangre PETEFM  2012-10-15
497578 Sangre CABOMA  2012-10-17
499843 Sangre FLCADA  2012-10-23
497762 Rectal ANURLE  2012-10-17
Salmonella bra.

Figura 8. Dendograma general (patrén A, B, Cy D) con porcentajes de homologia.

De los 36 aislados estudiados de Kp-BLEE, 18 estan incluidos en el cluster
denominado A, que corresponde al 50% del total de analizados. Entre ellos hay un

96,8% de homologia (Figura 9).
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PFGE PFGE
@ NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE  Fecha

B 416816 Rectal FEJAGU  2012-02-07
817432 Rectal FLTEMI 2014-11-14

830313 Rectal GIPIVI 2014-12-12

822443 Sangre KEADKA  2014-11-25

833025 Sangre GIPIVI 2014-12-17

833107 Orina GIPIVI 2014-12-18

841695 Cateter LOLEMA  2015-01-11

844901 Rectal LECAVE 2015-01-16

847326 Sangre LOLELE 2015-01-21

856824 Sangre LECAVE 2015-02-11

414080 Rectal FEJANI 2012-01-31

418421 Sangre FEJAGU 2012-02-10

613587 Conjuntival ENABRA  2013-08-08

596465 Rectal ENABRA  2013-06-25

98 596465 Rectal ENABRA  2013-06-25
841701 Sangre LOLEMA  2015-01-11

844578 Rectal LOLELE 2015-01-16

856664 Herida LOLEMA  2015-02-10

En el cluster B se incluyen 11 aislados, 30% del total, con homologia del 96.8%

Figura 9. Dendograma cluster A: 96.8% similitud.

(Figura 10).
PFGE PFGE
2 NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE Fecha

684261 Rectal MUESSO 2014-01-21

726521 Rectal SEAIAI 2014-04-21

726678 Sangre SATAHU  2014-04-22

730478 Orina POFELE 2014-05-01

o2 691259 Rectal FELAVI 2014-02-04
726528 Rectal POFELE 2014-04-21

0o 868399 Rectal EZSIMA 2015-03-06
869705 Aspirado EZSIMA 2015-03-09

869752 Sangre EZSIMA 2015-03-09

695259 Conjuntival MUESSO 2014-02-12

723313 Rectal SATAHU  2014-04-11

Figura 10. Dendograma cluster B: 96.8% similitud.

El cluster C incluye 5 aislados, que corresponde con el 14% del total. Entre ellos

hay una homologia del 96.3%. Cuatro de los aislados son idénticos entre si (Figura 11).

|4z



Trabajo de Fin de Master | 2016
PFGE PFGE
kb

@ NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE  Fecha
o 499736 Rectal LALAMA 2012-10-23
496809 Sangre PETEFM 2012-10-15
497578 Sangre CABOMA  2012-10-17
283 499843 Sangre FLCADA 2012-10-23
497762 Rectal ANURLE  2012-10-17

Figura 11. Dendograma cluster C: 96.3% similitud.

Por ultimo hay un aislado no relacionado con ninguno de los cluster anteriores que

se denomina D, este corresponde con un 3% (Figura 8).

La distribucion de los patrones de Kp-BLEE a lo largo del periodo de estudio es la

siguiente (Figura 12):
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PFGE
NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE Fecha
414080  Rectal FEJANI  2012-01-31
[j416816  Rectal FEJAGU  2012-02-07
418421 Sangre FEJAGU  2012-02-10
472801  Rectal GIVIAN 2012-07-25
496809  Sangre PETEFM  2012-10-15
497762 Rectal ANURLE  2012-10-17
497578 Sangre CABOMA  2012-10-17
[l499843  Sangre FLCADA  2012-10-23
499736 Rectal LALAMA  2012-10-23
596465  Rectal ENABRA  2013-06-25
596465  Rectal ENABRA  2013-06-25
[11613587  Conjuntival ENABRA  2013-08-08
[Wes4261  Rectal MUESSO  2014-01-21
601259  Rectal FELAVI  2014-02-04
695259  Conjuntival MUESSO 2014-02-12
723313 Rectal SATAHU  2014-04-11
726528  Rectal POFELE  2014-04-21
726521 Rectal SEAIAI 2014-04-21
726678  Sangre SATAHU  2014-04-22
730478 Orina POFELE  2014-05-01
[1817432  Rectal FLTEMI  2014-11-14
822443  Sangre KEADKA  2014-11-25
1830313 Rectal GIPIVI 2014-12-12
833025  Sangre GIPIVI 2014-12-17
833107  Orina GIPIVI 2014-12-18
841695  Cateter LOLEMA  2015-01-11
841701 Sangre LOLEMA  2015-01-11
844901 Rectal LECAVE  2015-01-16
844578  Rectal LOLELE  2015-01-16
847326  Sangre LOLELE  2015-01-21
[l856664  Herida LOLEMA  2015-02-10
[lss6824  Sangre LECAVE  2015-02-11
e68399  Rectal EZSIMA  2015-03-06
[s69705  Aspirado EZSIMA  2015-03-09
69752 Sangre EZSIMA  2015-03-09

Figura 12. Distribucién de los patrones por fecha (—verde, E—rojo, —morado y E—negro)

A principios del afio 2012, se detecta el primer caso de cluster A (verde) en la

UCIN. Se aisla en diferentes pacientes, en este caso en dos hermanos gemelos, siendo

causa de colonizacion e infeccion. A mediados del afo 2012, nos encontramos el

patrén D (negro) con solo un aislamiento de muestra epidemiolégica, pendiente de

confirmar que no se vuelve a encontrar al genotipar el total de aislados en el periodo

de estudio. En octubre de 2012, se detecta en la unidad el cluster C (morado), se aisla

en diferentes pacientes en muestras epidemioldgicas y clinicas. La diseminacién de la
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cepa se consigue controlar y existe un periodo libre de Kp-BLEE en la UCIN. A mediados
del aifio 2013, reaparece el cluster A (verde), se aisla en muestras epidemioldgicas y
clinicas de una misma paciente (conjuntival y sangre). En enero de 2014, se introduce
en la unidad en cluster B (rojo), se aisla en muestras epidemioldgicas y clinicas de
diferentes pacientes, ademds se mantiene en el tiempo, detectdndose en mayo de
2014 y posteriormente en marzo de 2015 se aisla en muestras epidemioldgicas y
clinicas en un mismo paciente. En el mes de noviembre, aparece de nuevo el cluster A

(verde) en diferentes pacientes hasta el mes de febrero de 2015.

Por ultimo, cabe destacar que los diferentes aislamientos de Kp-BLEE clinicos y
epidemioldgicos de un mismo paciente estan incluidos en el mismo cluster. En algunos
casos la homologia es del 100%, pero en todos es siempre >90% por lo que se puede

considerar la misma cepa (Figura 13).
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PFGE
NSTRAIN Tipo Muestra IDCODE Fecha
.497762 Rectal ANURLE 2012-10-17
.497578 Sangre CABOMA 2012-10-17

[lls96465  Rectal ENABRA  2013-06-25
596465  Rectal ENABRA  2013-06-25
.61 3587 Conjuntival ENABRA 2013-08-08
e6s399  Rectal EZSIMA  2015-03-06
869705  Aspirado EZSIMA  2015-03-09
o752  Sangre EZSIMA  2015-03-09
[l416816  Rectal FEJAGU  2012-02-07
418421 Sangre FEJAGU 2012-02-10
414080  Rectal FEJANI  2012-01-31
601259  Rectal FELAVI  2014-02-04
499843  Sangre FLCADA  2012-10-23
[Wl817432  Rectal FLTEMI  2014-11-14
830313 Rectal GIPIVI 2014-12-12
833025  Sangre GIPIVI 2014-12-17
833107  Orina GIPIVI 2014-12-18
472801  Rectal GIVIAN  2012-07-25
822443  sangre KEADKA  2014-11-25
499736 Rectal LALAMA  2012-10-23
844901 Rectal LECAVE  2015-01-16
856824  Sangre LECAVE  2015-02-11
844578 Rectal LOLELE  2015-01-16
847326  Sangre LOLELE  2015-01-21
[ls41695  Cateter LOLEMA  2015-01-11
[841701  Sangre LOLEMA  2015-01-11
[lss6664  Herida LOLEMA  2015-02-10
[Wes4261  Rectal MUESSO  2014-01-21
.695259 Conjuntival MUESSO 2014-02-12
496809  Sangre PETEFM  2012-10-15
726528  Rectal POFELE  2014-04-21
730478  Orina POFELE  2014-05-01
723313 Rectal SATAHU  2014-04-11
726678  Sangre SATAHU  2014-04-22
726521  Rectal SEAIAI 2014-04-21

Figura 13. Distribucién de los patrones por pacientes.

Ademas, se envian 11 aislados seleccionados de los cluster establecidos al CNM

para estudio comparativo entre PFGE y REP-PCR con los siguientes resultados:

46



Trabajo de Fin de Master | 2016

Tabla 15. Comparacidn patrones PFGE con resultados REP-PCR CNM y mecanismo de

resistencia.
Aislado REP-PCR CNM Tipo BLEE CNM PFGE HUMS
416015
450499 . ,
Relacionados entre si, )
596465 CTX-M-15 Patron A
no con el resto
822443
841701
684261 . ,
Relacionados entre si, 3
695259 Grupo SHV Patron B
no con el resto
868399
496809 Relacionados entre si, CTX-M-15 Patrén C
499843 no con el resto
472801 |N° re'ac:rc:;f:o conell 1y m-15 Patrén D
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DISCUSION

1. Importancia K. pneumoniae BLEE en la UCIN: colonizacion e

infeccion

En nuestro estudio se aisla Kp-BLEE en 87 pacientes distribuidos a lo largo del
periodo de estudio, de los cuales el 79% solo estaban colonizados y el 21% presenté
algun tipo de infeccién. Resultados similares obtienen otros autores que relacionan Kp-
BLEE con la aparicién de brotes en la UCIN por su alta capacidad de diseminacién y de
producir infecciones. Estos brotes también se caracterizan por una alta tasa de ataque,

con muchos pacientes colonizados y casos de infeccién invasival41>42-44,

La proporcion de pacientes colonizados por Kp-BLEE con cribado rectal de nuestro
estudio es del 16%, es inferior a otros estudios como el 39% de la revisidn de Stapleton
et al.’>, aunque este dato es dificil de comparar ya que la mayoria se centran en un

brote concreto y los datos son muy variables'®?’.

La infeccidn por Kp-BLEE es de origen nosocomial, afectd a 18 pacientes, este dato
corresponde a una incidencia del 2,4% respecto al total de pacientes ingresados. La
infeccion mas frecuente es la bacteriemia, en nuestro estudio se dio en 13 pacientes,
con una incidencia del 1,7%, cifra similar a otros estudios!®. También se describen
casos de ITU, conjuntivitis, neumonia e infeccion de herida. Estos resultados se
correlacionan con lo descrito en la literatura ya que son las infecciones mas habituales

producidas por K. pneumoniae*®??,

La colonizacidn por enterobacterias MDR es un factor de riesgo en el desarrollo de
infecciones sistémicas®. El 10% de los pacientes colonizados de nuestro estudio

desarrollé bacteriemia, inferior al 18% del estudio de Anderson et al.*¢.

2. Utilidad del frotis rectal en la prediccion de la infeccion y como

medida de control de brotes

La formacién de un equipo multidisciplinar junto con la implantacién de medidas

para la prevencion de la infeccidn es fundamental en el control de la diseminacion de
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bacterias multirresistentes!2830, En nuestro caso, en enero de 2012 se establece el
cribado rectal semanal a todos los pacientes ingresados en la unidad y se extreman las
precauciones de contacto con los pacientes colonizados con el fin de controlar la
apariciéon de brotes. Ademas, en mayo de 2015 se inician reuniones semanales entre
Microbiologia, Medicina Preventiva, Farmacia y el personal de la UCIN con el fin de

revisar los procedimientos y los casos mas relevantes de la semana.

En caso de brote se recomienda extremar las medidas de contacto y la busqueda
de posibles reservorios ambientales y en el personal sanitario>3%44, La busqueda del
origen del brote es interesante aunque lo habitual es que no sea posible encontrarlo, y
con frecuencia se detecta el caso indice desconociéndose si corresponde a la fuente de
la infeccién o si existe algtin otro tipo de reservorio>#*. En algunos casos se describe
que el origen del caso indice es la adquisicion de la flora intestinal de la madre en el
momento del nacimiento, lo que sugiere que seria interesante realizar cribado rectal a

las madres con el fin de predecir el posible caso indice®”:2°,

Al analizar nuestros datos, nos encontramos que en el periodo de estudio se
realiza frotis rectal al 69% de los pacientes ingresados en la UCIN, esto puede deberse
a las dificultades iniciales en la implantacion de las medidas. Al inicio hay periodos de
no cumplimiento, y posteriormente a lo largo del periodo se dan intervalos de 7 a 9
dias sin realizacién de cribado rectal por ser festivo. A pesar de ello se observa que el
84,7% de los casos sin cribado rectal son pacientes con ingreso inferior a 7 dias; debido
a que se establece una frecuencia semanal muchos de los pacientes con ingresos
inferiores a 7 dias no tienen resultado. Cabe destacar que la proporcién de pacientes
sin cribado rectal con >7 dias de ingreso disminuye del 22% de 2012 al 6,7% de 2015,
esto apoya la idea de la dificultad inicial en la implantacion de las medidas y la mejora
progresiva en su cumplimiento. Otros estudios excluyen directamente a los pacientes
con ingresos inferiores a 7 dias tras demostrar la escasa relevancia los resultados por el
poco nimero de colonizados!!, en nuestro estudio el 25% de los pacientes se coloniza
entre los 2 y 7 dias por lo que se decide no excluirlos. En la literatura se observa una

gran variacién en la realizacion de los cribados, desde unidades con un alto
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cumplimiento a otras con grandes dificultades para establecerlo de manera

rutinariall1>,

En el 75% de los casos de bacteriemia fue posible predecir la infeccidn con el frotis
rectal. Este resultado, junto a las conclusiones de otros autores'®!!, apoya la teoria de
la utilidad del cribado rectal en la prediccion de la bacteriemia, ya que esta ocurre
generalmente por translocacién intestinal tras una colonizacién intestinal previa,
debido a la inmadurez de las barreras mucosas de los neonatos y a la capacidad de
adhesion de Kp-BLEE mediante fimbrias a la pared intestinal'2?2, En los otros tres casos
de bacteriemia, no se disponia de resultado de muestra epidemioldgica por lo que no

se puede establecer si existia una colonizacidon previa al cuadro de sepsis.

En el resto de infecciones detectadas también fue posible la prediccion mediante
el cribado rectal. Como excepcidon nos encontramos dos casos de conjuntivitis en los
que el resultado de la colonizacién fue dos dias posterior, esto puede deberse a que
los controles epidemioldgicos se realizan un dia a la semana, posiblemente en estos
dos casos si se hubiese realizado el frotis rectal en paralelo a la muestra conjuntival

ambos hubiesen sido positivos.

La informaciéon que aporta el resultado del cultivo epidemiolédgico facilita la
implantacion del tratamiento antibidtico correcto precozmente!?. En la UCIN del
HUMS, en caso de colonizacién previa por Kp-BLEE o situacion de brote, se inicia
antibioterapia con meropenem, que es el tratamiento de eleccién?>232°, Diferentes
estudios evaltan que el inicio rapido del tratamiento antibidtico correcto, favorece la

evolucidén del paciente y como consecuencia disminuye del coste sanitario®®#’,

3. Factores de riesgo relacionados con la infeccidon por K. pneumoniae

BLEE

En relacién a los factores de riesgo, existe mucha variabilidad entre los estudios
publicados, por lo que es complicado determinar cudles son los pacientes con un
mayor riesgo de infeccion por Kp-BLEE. Los factores que se relacionan mas

frecuentemente son: baja edad gestacional, bajo peso al nacimiento, VM prolongada,
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larga estancia en UCIN, los procesos invasivos y el tratamiento antibidtico previo. Por

tanto, nuestros resultados concuerdan con lo descrito en la literatura?®.
Al analizar cada una de las variables identificadas:

- Sexo: La proporcién de hombres en los pacientes con infeccidn por Kp-BLEE es
superior que la de mujeres. La variable sexo no se relaciona como factor de

riesgo en la infeccién por Kp-BLEE en los estudios consultados3848,

- Tipo de parto: En los pacientes con infeccidn por Kp-BLEE la proporcidon de
pacientes nacidos por cesarea es mayor (61,1% vs 37,7%). Aunque en nuestro
estudio no se relacione como factor de riesgo, algunos autores sugieren que
podria existir algun tipo de relacion, ya que los nifios que nacen mediante parto
vaginal adquieren la flora intestinal de la madre en el momento del parto y ésta

puede ser protectora en la posterior colonizacién por bacterias MDR1%4°,

- Edad gestacional: Al igual que en otros estudios?’, los pacientes con infeccion
por Kp-BLEE tienen una media de edad gestacional inferior (p=0,002) a aquellos
que soélo estan colonizados (media 27,89 vs 30,27). Los pacientes mas
prematuros tienen mas riesgo de adquirir infecciones por bacterias MDR por
presentar una mayor inmunosupresion, las barreras son mas fragiles vy

requieren mas procesos invasivos3.

- Peso al nacimiento: Los pacientes con infeccidon por Kp-BLEE presentan una
media de peso al nacimiento inferior (p=0,001) a aquellos sélo colonizados
(media 1002,50 vs 1371,62). El bajo peso al nacimiento se relaciona con la
infeccion por Kp-BLEE, ya que generalmente son pacientes que nacen muy

prematuros y presentan las caracteristicas descritas en el apartado anterior'’.

- Tiempo de colonizacion: Habitualmente la colonizacidon se produce en la
primera semana de ingreso®®, en nuestro caso la media del tiempo de
colonizacidén de los pacientes con infeccidn es de 13 dias y solo los colonizados
de 17 dias. La colonizacion previa es un factor de riesgo importante en el

desarrollo de la infeccién por Kp-BLEE*>.
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Dias de estancia en UCIN: Los pacientes con infeccidn por Kp-BLEE presentan
una media de estancia en la UCIN mayor que aquellos Unicamente colonizados
(media 55,39 vs 34,77). El riesgo de infeccién por Kp-BLEE aumenta 1.028 veces
por cada dia de estancia. Estos resultados coinciden con estudios previos en los

que se ha descrito como factor independiente!>2638,

Duracion del catéter epicutaneo: Los pacientes con infeccion por Kp-BLEE
presentan una media superior que los pacientes sélo colonizados (media 37,78
vs 25,03 dias). Los procesos invasivos, como es el catéter epicutdneo,

aumentan el riesgo de padecer infecciones por bacterias MDR?®,

Ventilacion mecanica: La proporcidn de pacientes con infeccidén por Kp-BLEE
que requieren VM es superior a los sélo colonizados (66,7% vs 42%). Aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas, el resultado no se aleja
del limite de significacion (p=0,062), si que lo son cuando se analiza de forma
cuantitativa en horas. La media de los pacientes con infecciéon por Kp-BLEE es
superior a los pacientes sélo colonizados (media 258,11 vs 128,50). La VM es un
factor de riesgo importante en el desarrollo de infecciones por bacterias

MDR26,

Nutricién parenteral: A diferencia de otros autores!’, en nuestro estudio no se
observan diferencias entre los pacientes sélo colonizados y aquellos con
infeccidon (89,9% vs 88,9%). Destacar que diferentes estudios establecen la
lactancia materna como factor protector frente a la colonizacion por bacterias

MDR395L,

Tratamiento antibiético previo: En nuestra poblacién de estudio no se
observan diferencias estadisticamente significativas respecto al tratamiento
antibidtico previo. Existen publicaciones en las que relacionan el uso de
cefalosporinas de tercera generacion'’?%, en nuestro hospital no es habitual su
uso con el fin evitar la seleccién de los aislados productores de BLEE. En los
pacientes que se usd una cefalosporina de tercera generacién, ninguno
presentd infeccion por Kp-BLEE, mientras que el estado de colonizacidon es

desconocido. Seria interesante desglosar los antibidticos recibidos previamente
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al aislamiento de Kp-BLEE con el fin de detectar si existe relacidon entre alguno
de ellos y la infeccidn por Kp-BLEE en la unidad. Por ejemplo, ante la sospecha
de infeccidon vertical, los pacientes reciben tratamiento con ampicilina y
gentamicina, seria interesante estudiar si podria favorecerse la seleccion, ya

gue todos los aislamientos son resistentes a ambos antibioticos.

Las infecciones por bacterias multirresistentes se relacionan con elevadas tasas de
morbi-mortalidad'’. En nuestro estudio fallecen dos pacientes, ambos con bacteriemia
por Kp-BLEE secundaria a cuadro de enterocolitis necrotizante. En la literatura se
describe que la presencia de Klebsiella en heces de los pacientes de UCIN con

ventilacién a presion favorece la aparicién de enteritis necrotizante®?,
4. Sensibilidad antibidtica y mecanismo de resistencia

Los aislados de Kp-BLEE analizados presentan resistencia a la mayoria de los
antibioticos betalactdmicos, incluyendo las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y monobactam como se describe en la literatura?l. En nuestro estudio no
se describen resistencias a los carbapenems. La resistencia a los carbapenems es poco
frecuente en las UCIN, pero existen algunos paises con alta prevalencia de K.
pneumoniae productora de carbapenemasas, como es el caso de ltalia, que describen

algun brote en la UCIN®3,

La presencia de BLEE, al ser una resistencia plasmidica, se relaciona con alta
resistencia a fluoroquinolonas, en nuestro caso la resistencia a quinolonas fue del 67%
y a aminoglicésidos del 100% para gentamicina y tobramicina, mientras que amikacina

present6 un 100% de sensibilidad, como en otros estudios publicados?3.

Aunque las BLEE son un problema global, enzimas y genotipos especificos suelen
estar asociados a regiones geogréficas, hospitales y unidades concretas, por tanto es

importante conocer los patrones propios de resistencias®.

El tipo de BLEE detectada en nuestro estudio es mayoritariamente CTX-M-15 en
tres de los patrones genéticos circulantes mientras que el cuarto patrén se

corresponde con BLEE del grupo SHV. En la revision de brotes en la UCIN de Stapleton
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et al de 2015, se detecta mayoritariamente BLEE del grupo SHV seguida de la CTX-M-

15 en K. pneumoniae®®
5. Tipado molecular

El tipado molecular de los aislados de Kp-BLEE nos permite conocer los patrones
genéticos de las cepas circulantes en nuestro periodo de estudio y asi poder establecer
relaciones epidemioldgicas entre las cepasi*32. Hay que ser cautos con los resultados
obtenidos, ya que es necesario el tipado de todos los aislamientos del periodo de
estudio para poder sacar conclusiones respecto a la epidemiologia. Debido a lo
laboriosa y costosa que es la técnica no ha sido posible tipar mas que los aislados

seleccionados.

Con los resultados obtenidos se evidencia la aparicién de diferentes clusters o
agrupaciones de cepas a lo largo del periodo de estudio. Se han detectado tres
patrones genéticos diferentes que agrupan al 97% de los aislados estudiados. La escasa
variabilidad genética observada sugiere una diseminacién clonal a lo largo del periodo
de estudio. Sin embargo, otros estudios describen un mayor nimero de patrones
genéticos entre las cepas estudiadas, sugiriendo una diseminacién plasmidica de la

BLEE1139,

El estudio molecular sugiere una diseminacién horizontal de tres de los patrones
entre los pacientes ingresados en la unidad y como consecuencia la aparicidén de
brotes. Al igual que en otros estudios, esto se evidencia con el aislamiento del mismo
patron genético en diferentes pacientes que han coincidido en el tiempo en la
UCIN?Y275456 En nuestro hospital, no es la primera vez que se describen brotes por
Klebsiella spp en la UCIN, ya en el afio 2011 se describe uno producido por una cepa

MDR de K. oxytoca®’.

En nuestro estudio hay dos cluster que persisten en el tiempo. Esto podria tratarse
de clones muy extendidos, cluster endémicos, lo que sugiere que exista algun
reservorio ambiental o en el personal sanitario; pero es necesario realizar mas estudios
para obtener conclusiones mads certeras. Se denomina cluster endémico aquel que

persiste en el tiempo, tiene gran capacidad de diseminacion, estan relacionados
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genéticamente pero no temporalmente3?. Existen clones muy extendidos, de los cuales
derivan una gran cantidad de aislados; esto también podria explicar la reaparicidon de

cluster32.

En nuestro estudio, al igual que en otros, se observa una diseminacién horizontal
de Kp-BLEE entre los pacientes ingresados en la unidad. Esto sugiere que los pacientes
colonizados son un reservorio importante de bacterias MDR*. Por tanto es muy

importante su deteccidn precoz con fin de controlar su diseminacion*22,

También se confirma el aislamiento del mismo patron genético en muestras
epidemioldgicas y clinicas de un mismo paciente, este resultado apoya la teoria de la
translocacion intestinal en los casos de bacteriemia y el riesgo de infeccién en el
manejo tan dificultoso de los pacientes debido a los procesos invasivos a los que estan
sometidos.>'> Ademas también se confirma la utilidad del frotis rectal en la prediccion
de la infeccion y como consecuencia el inicio del tratamiento antibidtico correcto
precozmente, la mejor evolucién del paciente y una disminucién en el coste

sanitario®%4’.
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CONCLUSIONES

1. Kp-BLEE presenta una importante repercusidn clinica y epidemioldgica en la

UCIN del HUMS, con una tasa de colonizacion del 16% y de infeccién del 2,4%.

2. La bacteriemia es la principal infeccidn producida por Kp-BLEE. Habitualmente

tiene lugar una colonizacién previa al episodio de sepsis.

3. El frotis rectal es muy til en la prediccién de la infeccion por Kp-BLEE y permite

la instauracion rapida del tratamiento antibidtico correcto.

4. Los factores de riesgo que se relacionan con la infeccidon por Kp-BLEE son la baja
edad gestacional, el bajo peso al nacimiento, la larga estancia en la UCIN y los
procesos invasivos, en concreto, una larga duracidn del catéter epicutaneo vy la

ventilacion mecanica.

5. Elfactor de riesgo que se relaciona de forma independiente con la infeccién por
Kp-BLEE es la duracion de la estancia en la UCIN. Cada dia de estancia aumenta

el riesgo de padecer infeccién por Kp-BLEE 1.028 veces.

6. El tipado molecular de los aislados de Kp-BLEE es fundamental para conocer los
patrones genéticos circulantes y establecer las relaciones epidemioldgicas

entre los diferentes aislamientos.

7. Se detectan tres patrones genéticos mayoritarios que sugieren la diseminacion

horizontal de Kp-BLEE entre los pacientes ingresados en la UCIN.
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PERSPECTIVAS

Posteriormente a la realizaciéon de este trabajo, pretendemos continuar con la
recogida de datos para ampliar el estudio a todo el afio 2015 vy seguir
prospectivamente para contar con mas informacién, para seguir analizando las
caracteristicas de estos aislamientos epidemioldgicos y clinicos de Kp-BLEE en la UCIN

del HUMS.

El tipado molecular del total de aislados nos permitird establecer relaciones

epidemioldgicas entre los aislados y la evolucion en el tiempo.

Con este estudio se pretende concienciar al personal sanitario de la Unidad y al
grupo de trabajo de la importancia de cumplir medidas preventivas e higiénicas en el
manejo de los pacientes con el fin de disminuir la aparicidon de brotes y su posterior

diseminacion, y como consecuencia la reduccion de complicaciones asociadas.

De esta forma mediante las reuniones semanales con la Unidad, Medicina
Preventiva y Farmacia se pueden presentar los datos obtenidos y establecer protocolos

de actuacion para las diferentes situaciones.

Mediante la presentacidn en congresos y su publicacidon en revistas cientificas la
comunidad cientifica podra tener acceso a los resultados obtenidos, ampliando asi el
conocimiento en este tema y animando a realizar mas estudios que sustenten estos

resultados.
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