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PROLOGOD

He s elegido para nuastra Tesina un ui =

croorganismo preponderante las infeccionas ds nuestro medio ya

que K. pneumoniae es una de las bacterias que mds problemas plan-
t ean, debido a la gran incidencia de procesos en los que se en =
cuentra implicada, a la vez que acarrean graves repercusiones eco

ndmicas y sociales.

Debide a lo menc ionado anteriormente, es
necesario encontrar métodos para que sirviendo de ayuda a la Me-
dicina Preventiva permitan controlar, seguir y erradicar estos -
procesos. Pese a sus imperfecciones, los marcadores epidemiolégi-
cos son los elementos mds importantes para establecer la evidencia
epidemiclbgica de los mismos. En K. pneumoniae y por diversos com
paferos del Departamento, se han utilizado la biotipia, bacterio-
cinotipia y serotipia ,nosotros como complemento a los mismos, he
mos establecido otro marcador gue seria la antibioticotipia, en -
tendiendo comoc tal, la tipia bacteriana segin la sensibilidad o
resistencia 2 sustancias antimicrobianas. Al mismo tiempo hemos
comparado este marcader con lz biotipia como elemento de tipifi -

cacién mds fécil y asequible segln estudios realizedos por otros

compafieros de Departamento.

Dividimos ruestro estudio en cinco capi -

tulos con diversos apartados: En el primero realizamos unz revi -

s i6n sobre la importancia del génaro Klsbsiella en las infeccio -

nes hospitalarias, centrdndonos en la cadena epidemiolégica de di

~ efectuamgs una revisién de los

choe microorganismos; en el seguna




warcadores epidimiolégicos del género en estudio, el tercero le

dedicamos a la aportacién personal, con el material y métodos, re

sultados y juicio critico; el cuarto a las conclueiones y el quin

to a la bibliografia general,
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CAPITU_O PRIMERD

GENERO KLEBSIELLA: SU IMPORTANCIA EN LAS INFECCIONCS HOSPITALARIAS




Las infecciones hospitalarias por micro -

organismos de género Klebsiella, estdn a la cabeza entre las pro-

ducides por Gram neg:*ivos,

Este gran aumento de estos microorganis =
mos se debe, seqgin la meyoria de los autores, a un incremento de
resistencia a los antibifticos. Asi DUNCAN (1), se refiere a las
infecciones en el medio Gue nos ocupa, diciendo, que estas son -
mds frecuentes en pacientes con tratamiento antibidtico; al mis~
mo tiempo indica, que en los esputos de pacientes, que adquieren

bacilos Gram negativos en el hospital, Klebsiella spp se encuentra

en el 607 de los mismos.

PRICE y SLEIGH (2), establecen que entre
los afios 1,965-67, microorganismos del género Klebsiella aparecen
en 1% de los esputos estudiados;en 1,968 su incidencia en los mis
mos productos es el BY, mientras en 1.969, aparecen en 16% duran-

te el mes de Enero, alcanzando un pico de 31% en el mes de Junio.

En 1.967 KESSNER y LEPPER (3), estiman

que las infecciones hospitalarias por Klebsiella spp representan

19'4% de todas las infecciones producidas en el medio hospitala-

r io.

CASSEWELL y PHILLIPS (4), en estudios reg

1 izados desde Noviembre de 1.969 y durante cuatro afios, cifran la

24c ,
t usa de infecciones por K. pneumoniae en 245




LOVESIO y MOLTEN] {8), refiriendose a ss -

tudios aliz 8 =75
udics realizados entre 1.973-75 sobre diversos productos patold-

icos proceds s d ‘ n ingr i
(o} p edentes de enfermos ingresados en una unidad de cuidados

ihtensivos comprueban, los microorganismes del género Klebsiedla

5 ~ o1 Qc’ e 3 .
repressntan 16'9% de las infecciones ocurridas en estos servicies,

siendo las bacterias mds frecuentemente aisladas,

COOKE, BRAYSON, EDMONDSOM y HALL (6), com
prueban, las infecciones hospitzlarias por Klebsiella representan

16). de los coliformes productores de estos procesos.

Con respecto a2 la cadena epidemiolégica
de las infec iones hospitalarias por Klebsiella y refiriendonos a

la escecie estudiade por hosotros, K. pneumoniae, podemos consig-

nar lo siguiente:
1.- Fuente de infeccién. Como en otros mi

crocrganismos son aportados al hospital por un sujeto enfermo o

portador, asi TUNNER y GRADDOCK (7), realizando un estudic en una
unidad de cuidados intensivos indican que 176 pacientes admitidos,
el 137 aportaban Klebsiella desde el medio extrahospitalario y un

147 la adquirfan en el hospital.

£l sujeto enfermo, contamina através de

diversos productos patclogicos tanto al personzl, como a los ob-

jetos y al medio ambiente hospitalario. Al micmo tiempo el sujeto

i i ilidad debido =
gnfermo puede provocar autoinfeccidén con gran facilidad d




a las circuntanpcias propics de sy fisiologia alterada. Por otra

parte, existe una fusnte de infeccion evidente que es la cons-

tituida por el personal hospitalario que considerdndose 82N08,-
vehiculan los microcrganismos y comportandose como portadores, =

pueden intervenir en 1la produccidn de infecciones hospitalarias

cruzadas.

Los estudios realizados por LEVY (8), re=
firiendose a2 los portadores cutdneos, demuestran que las cifras =
de Klebsiella spp, estdn desplazando a las de E. coli, que eran -
consideradas como habituales a este nivel, CASEWELL y PHILLIPS (9)
cifran en un 17% de las personas del staff como portadores cuta-
neos de Klebsjella. SHINEB.:UM, COOKE,y BRAYSON (10), cifran en un
24 a las personas portadoras cutédneas de_Klebsiella en una unidad

de recién nmacidos.

A medida que pasa sl tiempo de hospitalia
zacién, se incrementa tambien la colonizacién por Klebsiella, fun

damentalmente a nivel intestinal, tal como ha demostrado entre --

otros MCNTGOMERIE y cols. (11).

2.= Mecanismo de transmisibn.

2-1.- Contagio directo. En general se rea

1iza a partir de lesiones abiertas con lo que las maniobras tere=-

péuticas favorecen la colonizacién por flora endégena dando lugar

a infecciones,




?=2.- Contagio indirecte. Es sin lugar a

dudas el mecanismo més importante, donde jusgan un papel fundamem

tal los portadores. Asi NORIEGA y cols (12), demuestran la impor-
tancia de las manos como mecanismo de transmisién indirecta. SALTZ
mAN (13), pone de manifiesto la presencia de Klebsiella spp de --
patticulas vehiculadas en el aire y SHINEBAUM, COOKE y BRAYSON =
(14), comprueban en una unidad de recién nacidos mediante tecni=-

cas aeroscopicas en placas de Petri, como de 94 muestras analiza-
das, Klebsiella, aparece en seis de allas. Sin embargo, CASEUWELL

y PHILLIPS (15), tras analizar 3.100 litros de zire del medio hos

p italario en 4reas os alto riesgo, no consiguieron aislar Klebsie-

éla Spp.

Los objetos existentes en un servicio son
mecanismo de transmisifn indirecta y asi SHINEBAUM, COOKE, y BRAY
soN (16), obtienen en una unidad de recién nacidos 28 positivida-
des a Klebsiella en 85 muestras de fregaderos, 2 positividades en

21 floreros y 4 en 256 bafics.

Los estudios realizados por CASEVELL y
pHILLIPS (17) sobre alimentos como elementos de transmisidn de

i nfecciones hospitalarias en una unidad de cuidados intensivos

mostraron que de 13 helados analizadoc 9 eran positivos a Kleb-

s iella, 21 ensaladas de 47 analizadas, 3 de 9 dulces estudiados

y otros 3 de 12 muestras de leche. SHOOTER (18) expresa que, de

i 43 de ellas existian --
647 muestras de alimentos estudiadas en




Klebsiella spp. 3in embargo, SELDEN

y cols {19), no dan importan-
cia a los alimentos caomo mecanismo de colonizacién intestinal de

los pacientes, sino que esta colonizacidn es para ellos una pre-

d isposicifn que existe por el uso indiscriminado de antibiéticos.

3.~ Sujeto sano susceptible. Numerosos =-
t'actores influyen como elementos que disminuyen la resistencia a
las infecciones: Abuso de antibiéticos, inmuncsupresores, enfurme

dades crénicas, malnutricidén, etc.

Los estudios realizados por SHINEBAUM, COO

KE y BRAYSON (20), demostraron que un 18 y 265 respectivamente ==
estaban infectados por Klebsiella, mientras que otro grupo de ree
c ién nacidos de 2 y 6 dias, nacidos en partos distdcicos, estaban
colonizados por Klebsialla en un 24 y 39% respectivamente, establg
cieron una relacién de correspondencia entre partos distécicos y
la mayor colonizacién de los nifios por Klebsiella. En estos estu-
dios se pone ds manifiesto la influencia jue la cotta sdad de los
pacisntes por un lade y por otra la del traumatismo que podria su

poner un parto distécico juegan en 1z implantacién de infecciones

por Klebsiella.

Con el fin de efectuar una exposicidén or-

denada de las infecciones por Klebsiella que pueden aparecer en

estos sujetos sanos sysceptibies las vamos 2 enumerar en cinco ti

poss




1.- Infecciones respiratorias, Para MAZIEl

y MASNATTA (21 i
(21), la bronconsumonia por Klebcjelia sgn mds fracuen

tes en sujeatos comprendides entre los 40-60 afios, representando a
nivel hospitalario un 23%, mientras Que en ambul2tnrios sélo repre
sentan un 1-47. Para PRICE y SLEIGH (22), el 28% de pacientes de

una unidad de cuidados intensivos desarrolian infecciones respi -

ratorias por Klebsislla pneumonias,

2.= Infecciones urinarias. La incidencia-
de infecciones hospitelarias por K. pneumoniae tal como indican e
THIEMKE y NATHAM (23), se ven favorecidas en pacientes someticdos-
a citosconia y que han tenido una profilaxis con gentamicina. Los
estudios reselizadas por NUSBLE y cols (24), muestran la alta fre--
cuencia de infecciones urimarias en pacientes hospitalizades, par

t icularmente en indiwiduos sometidos a trasplante.

3.- Septicemias, WATT y OKUBADEJD (25), -
ponen de manifiesto la frecuencia de septicemias por Klebs,illa -
spp y como la mortalidad por las mismas representan el 60% de las
d efunciones producidas por bacilos Gram negativos. Para SELDEN y
cols (26), estas septicemias son mds frecuentes en los saervicios

de cirugfa o en unid.des de cuidados intensivos.

4,- Meningitis. Los casos de meningitis -

por Klebsizllse, habitualmente tiemen un desenlace fatal y suelen

producirse en el curso de un estado septico; PRICE y SLEIGH (27)

G




eh 7 casos estudiados en un servicio de neurccirugia

demostraron

que en todos ellos se encontraban K. pnéumoniae en la sangre.

5.- Otros procesos, K. pneumoniae puede

ais arse de multitwl de productos patolégicos; as{, puede obte -

nerse a partir de artritis (28), de abscesos hepdticos (29), etc.

Por dltimo citar, el papel que podria re-
presentar la propia flora del individuo como contaminante de un
sujetoc sano susceptible, asi los estudios realizados por CARRION
PASTOR (30) en 129 casos de pacisntes hospitalizados y aplicando
como marcadores epidemioldégicos 1la biotipia y bacterocinotipia =
mostraton que en el 41'3% de las infecciones hospitalarias por K.
pneumoniae, reconccen la existencis de este microorganismo e nivel

faringeo y/o fecal en el propio sujeto.
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CAPITULO SEGUNDO

MARCADORES EPIDEMICLOGICOS DEL GENERO KLEBSIELLA




A la vista de lo indicado en ol capitulo

precedents, las infecciones por

Klebsiella pneumoniae tienen una
enorme importancia a nivel hospitalario, de ah{, la necesidad de

establecer de forma clara la cadena epidemiolégica de astos proce

80s con el fin de instaurar las medidas preventivas cportunas. La
Unica forma de esclarecer la citada cadena epideniolégica, pese a
sus miltiples inconvenientes, es la utilizscién de marcadores. o}
mo tales marcadores se entiende aquellos elementos que pndemos ~=
utilizar para comprobar la identidad de varias cepas dentro de ==

una misma espscie.

Los marcadores utilizados hasta ahora pa-
ra Klebsielis son: biotipia, fagotipia, serotipia y bacteriocino-
tipia y cuya revisién sobre el estado de los conosimientos actue-
les sobre los mismos haremos a continuacién., Por dltimo, citare -
mos el marcador ohjeto de nuestro trabajo que hemos demominado --
antibioticotipia y que creemos que pese a sus defectos por otra -
parte equiparables a los de otros marcadores, puede tener una uti

1idad prdctica para un laboratorio de diagnéetico microbiolégico

de rutina.




2-1. BIOTIPIA




En términos amplios 1a biotipia se puede

definir como la tipificacidn de un microorgapismo segln su actue

cidn frente a diferentes sustrotos.

Sin embargo, esta amplia definicidn incly

ye tanto la separacidn en ginero o especies hasta la tipificacidn
en sentido estricto. Por ello es necesario delimitar los sustraggs
que se pueden emplear dentro de una especie, para que la biotipia

sea Util en la resolucidn del problema epidemioldgico.

Vamos a establecer los criterios bioquimi
cos que seguiremos a lo largo de nuestro trabajo y que nos permi

tiran diferenciar, las tres especies del gdnero Klebsislla .

Este gdnero ha sido estudiado por multi -
ples autores; asl en 1.972, EDUARDS y EWING (31), desglosan el gd
nero en tres especies (cuadre 1); LE MINOR (32), en este mismo --
afo clasifica las mismas tres especies con criterios bioqulmicos
muy similares (cuadro 2); en 1,973 RICHARD (33), efectla otra cla
s ificacidn en especies de similares caracteristicas a las clesifi
caciones ya comentadas (cuadro 3); » 1llegamos a 1.974 en donde

COUAR y STEEL (34) hacsn un disgndst ... diferencial del gdnero en

s jete especies (cuadro 4).

Nosotros siguiendo el criterio d= LIEBANA

(35), que sglutine los criterios expuestos anteriorments, conside

ramos tres especies: K. pneumoniae, K, __oOzasnae Yy XK. rhinoscleroma=

.




tis. En K, pneumo,.iae admite 4 grupos, A, B, C y D,establecs las

diferencias por 6 pruebas fungamentales, indol, rojo de metile
’

Voges Proskauer, citrato de Simmans, gelatinaea y malonato sddico

( cuadro 5).

Si bien el establecimiento de las esnecies
de <laebsielia constituyen, une forma de tipificacidn er. un sentido
amplio, no es suficiente, como comentabamos antsriormente para -
aportar datos que resuelivan el problema spidemioldgico. Por esta
razdon, es necesario el estudio dentro de la variabilidad gendti -
ca de cada especie, de una serie de pruebas biogulmicas, o dicho
de otra forma, de la capacidad de actuacidn sobre difurﬁntea sus-
tratos, de tal forma que se aproveche esta variabilidad gendtice
para subdividir las especies en goupos, qu: sdlo tendridn validez

pridctica si las cepas que se wan a estudiar presentan una disper-

8 idn suficiente como para obtener conclusiones viiidae.

Los diversos sustratos empleados para ls

t ipia, son diferentes segun el criterio de los diversos autores,

grRSKoV, en 1.957 (36), emplea sustratos

como: Dulcitol, adondtol, inositol, sorbosa, indol, gelatins, =
urea, d-tartrato, citrato sddico, mucato, y ramnosa, clasificando

al gdnero en 23 biotipos, y en 72 afadiendo gelatina e indol, con

el inconveniente de que para 31 los biotipos eran una clasificacidn

previa a ls separacidn en especies, de tal forma que el biotipe 3

pertenece a K. rhiinosclercmatis; los biotipos 4, 5 ¥

L

por ejemplo,




&, por ejemplo, a K. ozaenae (cuadro 6).

Runque mds reducidas, ya que estaplece 16

biotipos, el esquema propuesto por DURLAKOWA y cols. en 1.967 (37)

sufre en cierto modo de 17s mismos defectos que el de gRrRSKOV, ya
que utilizan pruebas tales como &l gas en glucosa, lactosa, indol,
rojo de metilo, Voges-Proskauer, citrato sddico, dulcitol y sacae

rosa, que constituyen la base bioqulmica para la diferenciacidn

de especies (cuadro 7).

RICHARD, en 1.973 (38), propuso basidndose
en la utilizacidn de sorbosa, dulzitol y d-tartraro, un esquema -
de tipia, con lo cual al tratarse de sustrato que no se utiliza en
la diferenciacidn de especies, permite la biotipia dentro de cual=-
quier asspecie previamente establecida, o dicho de otra forma, per-

mite la biotipia de las diferentes especies de Klebsiella,

Distinque B biotipos desegnados a,b, C,
d, Da, Db, Dc, Dd (la maylscula D indica que la fermentacidn del
dulcitol es positiva). Por otra parte, las fermentaciones del ado-
nitol y ramnosa permiten subdividir estos biotipos, en particular
para K. ozaenae (cuadro 8). En lo gque 21 denomina K; pneumoniae -

estardn incluidos todos los biotipos predominando a, b, ¢, Dd. En

K. oxytoca la distribucidn de los biotipos fud, en su estudio sdlo

de 4, Dc, c, Dd, d. En K. 0zaanae predominan 2, b, ¢, d, y funda=

mentalmente a y ¢. En K. rhinoscleromatis estdn presentes sdlo -




los biotipos b y d. Este hecho lo consideramos de importancia a

la hora de establecer criterios epidemiolégicos en 1o gque se

"B=
fiere a Ko P umoniae pues debido a la gran dispersidn de los

biotipos tendrfa gran aplicacién prdctica,

PUMAROLA y cole., (39), han encontrada en
K. oxytoca de 107 cepas estudiadas, un 57'9% del biotipo c, un =
27'1% del Dc, un 11'2% del Dd, un 2'9% d y un 0'9% del b, apli -
cando estos resultados en estudios epidemioclégicos en dos ineti-

tuciones, estos estudios resultan altamente interesantes.

RENNIE y DUNCAN (40), emplean una nueva =
sistemética por biotipos, efectuando una clasificacién numérica =
merced a 3 grupos de pruebasg Grupo A, con indol, Voges Proskauer
y citratoj grupo 8, con lactosa, sacarosa, malonato y gluconsto;
grupo C, con dulcitol, lisina-decarboxilasa, ornitina-decarboxi=-

lasa y uredsa (cuadro 9).

Los trabajos de biotipia de LIEBANA (41)-
gstdn basados en los biotipos de RICHARD, pero incrementdndose -
estos en 8 por la adicidn de la prueba del consumo del citrato, -

tal y como se indica en el cuadro 10.

LIEBANA conserva la terminologfs originel

de RICHARD pero afade los tipos e, f, o, h, De, Df, Dg, Dh, los =

resultados del estudio de 120 cepas realizados por é1, mostraron

que aparecian todos los biotipos y como consecuencia de’habersa -




aumentado en 8 los primitivos b;otipos establecidos por RICHARD, -

la diferenciacién era mucho mejor y desde el punto de vista epi- -

?eaiolﬂgicn mucho mds eficaz. Si bien existe una corrslacidn entre
los biotipos de RICHARD y L.IEBANA (cuadro 11) la adicién al esque
ma del primero de la prueba del citrato hace disminuir el nimero

de cepas pertenecientes al biotipo inerte b.

La incondicional aceptacién de este esqus
ma, tendria que cumplir la exigencia de la estabilided de los ti-
pos. La comprobacién de esta estabilidad "in vitro" fue realizada
por el propio LIEBANA y confirmada por CASTILLO (42) que estudid
las cepas utilizadas por LIEBANA realizando la biotipia aproxima
damente 2 aRfos despues, encontrando que, si bien habfa algunas -
modif icacicnes, estas suponian el 4'1%‘de las cepas estudiadas,-

lo que demuestra la hipotesis mantenida por LIEBANA,

HAVERKORN y MICHEL (43), estudiaron la -
consistencia de los biotipos, por medio de la aplicacién del es=-
quema de PRSKOV (pero sin utilizar el inositcl y la ramnosa como
sustratos) tiparon 20especies de Klebsiella 20 veces, afectuaron
estn tipia a partir de gelatina-nutritiva. La discrepancia de ti

pia se presentd en 5 de las 20 veces en la mitad de las cepas ti

padas, lo que supone un 2'5% de dJiscrepancias. Segdn lne autores,

gsta distribucidn hace imposible estimar el efecto de la cuasis=

tencia en los criterios epidemiolégicos.




La utilidad del esquema propuesto por

L IEBANA, en relacién a 1la epidemiologfa hospitalaria de los micro

organismos del género Klebsiella es demostrada en 1,978 por ROMAN

(44), asf como por LIEBANA y cols, (45) y por CARRION PASTOR (46).
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CUADRO 6

BIOTIPDS DE ARSKOV

In, So, Ind. Gelat. Ur. d-tart. Cit,

Muc,




CUADRD 6 (continuacidn)

D d - U o o I d. - 1 L] » d- tal t t “Iu

21

21

34

35

36 ¢ + +

36 b 4 4 ¢ L ]
Ad : Adonitol Ur g8 Urea :+ Prueba positiva

Du ¢ Dulcitol d-tart : d=-tartrato s Prueba negativa

In ¢ Inositol Cit : Consumo citra s+ Irregularmente positiva

So ¢ Sorbosa to sédico
Ind : Indol Mucato

Gelat : Gelatina Ramnosa
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CUADRO 9

BIOTIPOS DE RENNIE Y DUNCAN

GRUPO A

Cédigo Citrato de Simmons
1 ¢
: +

7
8

GRUPO B

Cédiqo Lactosa Sacarosa Malonato ' Cluconato

1 . ¢ ' :
2 + ’ ’

& -

5
6

GRUPO C

_C_ddigD DUlCith
1 +
2




CUACRO 9 (continuacién)

Cédigo Dulcitol L.D.C. 0.D.C. Ureasa

3 & +

4 L 3
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2-2. FAGOTIPIA




En 1,924, CAUBLOT obtiene, con propositos tera -

pbuticos, un fagc que 1isé el bacilo de friedlaender a partir de

las heces de pacientes con septicemias. HADLEY en 1.925 afsld fa

gos de Klebsiella, procedentes de aguas residuales, con los cuae
les distinguié las variantes S y R. De K. rhinoscleromatis PRA =
SEK y PRICA, en 1,928, obtuvieron unos fagos especificos capaces
de aumentar las formas no capsuladas en cultivos homélogos, em =
pleandolas como ant{genos en los test de aglutinacién. Otros fa-
gos de K. rhinoscleromatis fueron aislados tambien por GERKES, -
en 1,940, tras 7 semanas en caldo y por IZRAITEL, en 1.964, des-

pues de 5-7 semanas de cultivo en agar (47).

La diferenciacién de Klebsislla por fagos especi
ficos fue intentada por RAKIETEN y cols., en 1.940, quienes seiia
laron la Intima correlacién entre los antfgenos capsulares y la
sensibilidad a los fegos aislados de aguas residuales; en sus es
tudios distinguen tres tiposs A, B y [, siendo el B capaz de li=-
sar al antiguo Aerobacter. PARK, en 1,956, describe con detalle
un fzgo de origen desconocido y especifico para Klebsiella. -
ADANS y PARK, en 1.956, estudiaron la naturaleza del halo circun
dante a lias placas r. . ucidas por accién fédgica, mostrando que -

fue producido por un enzima que difundia més rapidamente que el

fago. Por otra parte, HATSELDUCH, en 1.958, obtenia por adapta -

cién un fago especifico para el empleo en cepas de K. rhinoscle~-

romatis (48).




EUSTATZIOU y cols., en 1.982 (49), investigan 1a

asociacidén entre serotipos y propiedades lisogénicas en 68 cepas

de Klsbsiella; 12 cepas eran lisosensibles (alrededor del 17%),
2 eran lisosensibles y liségenas y otras 6 (alrededor del B%) -
eran sélo liségenas. Las cepas lisosensibles pertenecian a los =
tipos serolégicos 1, 2, 9y 13, dos no eran tipables y tres serian
variantes S de los tipos 1, 5y 7. Los fagos fueron liberados, 4
por cepas del serotipo 1 y 1 por las cepas de los serotipos 3, 5,
6 y 7. Las cepas sensibles del serotipo 1 son sensiblas unicamen
te a los fagos de cepas del serotipo 1, los grupos heterélogos -
formados por los tipos 2, 9 y 13 testados con los fagos de los =
tipos 1, 3, 5 y 7 son mds sensibles a los del tipo 1 a excepcién
de la cepa del serotipo 13 que no lo es. Las cepas no tipables -
son sobre todo sensibles & los fagns de los serotipos 3, 5 y 6,
menos al 1 y nada al 7. Las variantes "s" acapsuladas son prac-

t icaments sensibles a todos los fagos. Estos autores indican que
los fagos de Klebsiella son especificos de grupo pero en lo con-
cerniente a la especificidad de tipo esto es menos neto ya que

se limitan al serotipo 1 sélo sensibles a los del tipo 1, todo

lo contrario de lo que ocurre con las variantes no capsuladas,

La conclusién final de estos autores en su trabajo, con el ya

c itado de ADAMS y PARK, sobre al papel de los enzimas en el sis-
tema Pago-bacteria en Klebsislla, ponen en duda la posibilidai -

de la fagotipia en la clasificacién y diagndstico de este grupo




de microorganismos., GABRILOVITCH en 1.964 examina con fagos ajis-

lados de cultiveo liségenos de rinoscleroma, la asociacién entre

la sensibilidad a los fagos y la lisogenicidad de 7 cultivos de

rinoscleroma y basandose en estas propiedades divide las cepas -

en cuatro grupaos (50).

En 1.964 MILCH y DEAK, en Hungrfa, ob -
tiensn 12 fagos que clasifican seroldgicamente por reaccién de -
neutralizacién cruzada en cinco grupos: A, B, C1, C2 y D. Los 12
fagos son denominados 4, 328(A), 2, 42(B), 6, 171(C1), 106, 165,
181(C2), 823, 937,765(D). Las cepas de Klebsiella se dividieron

en cinco grupos y trece tipds:

Grupo 1, con cinco tipos: 1a, 1b, 1c 1d y 1d.
Grupo 1I, con dos tiposs 22 y 2b.

Grupo III, con dos tipos: 3a y 3b.

Grupo IV, con tres tipos: 4a, 4b y 4c.

Grupo V, con un tipo 5a.

De las 802 cepas estudiadas, procedentes
de diversas insti uciones, sl 68'1% son tipables. En el hospital
denominado A e,. .ases epidémicas, predeminan los tipos 1a y b -
sel grupo 1, en el hospital B dnstacan los tipos 4b y é4c del gru

po IV, De 1a estabilidad de los fagotipos comprueban Qque los cam

bios ocurridos en época de epidemias o en cepas conservadas en -

el laboratorio sélo encuentran alteraciones intragrupos pero nun




ca intergrupos;

de ah{ el posible valgr epidemiolégico del esque

ma. Por otra parte, demuestran Au&é M existe relacién clara en

tre serotipo y fagotipo (51).

En 1,966 PRZONDO-HESSEK, en Polonia, ob=
t iene 35 fagos de los que 33 proceden de aguas residuales y 2 de
secreciones nasales y hsces, determinando las condiciones dptimas

para la produccidn, reaccién bacteria-fago y la sensibilidad de

480 cepas de Klebsiella pertenecientes a todos los tipos capsuléb
res (52).

En un segundo trabajo PRZONDO-HESSEK y -
SLOPEK, estudian la morfologia de las placas de lisis y la sensi
bilidad térmica de los 35 fagos as{ como el aspecto bajo micros-
copio electrénico del fago K-3. Basdndoses en la morfologfa de -
las placas dividen en tres grupos los fagos de Klebsiella, uno -
primero formado por aguelles cuyas zonas de lisis estén compren-
d idas entre 1-2'5 mm., un segundo con zonas de lisis entre 0'5 y
0'0 mm. de diametro y un tercero entre 0'1 y 0'3. El estudio a -
la sensibilidad térmica, mostré que mientras unos resistian 20 -

minutos a 759 B, otros fueron inactivados 10 minutos 2 602 C (53).

En 1,967, PRZONDD-HESSEK, SLOPEK y MIO =

DONSKA estudian 34 fagos serolégicamente por medio de reacciones

de neutralizacién cruzada, obteniendo 11 grupes con diversos sub

grupos dentro de los grupos 1, 11, IV, y V y observando que no 4




existe correlacién entre la actividad 1ftica Y las propiedades

seroldgicas (54).

En ese mismo afo PRZONDO-HESLEK y SLO -
PEK, tipan con 34 fagos 851 cepas da Klebsiella, de las que 575
(87'6%) fueron sensiblses,obteniendo un total de 194 fagotipos;-
s iendo los mds frecuentes los denominados 28, 43, 79, 82, 93, -
31, 149, 150 y 156. K. rhinoscleromatis entré dentro de 9 tipos

y K. ozaenae mostré la menor sensibilidad a los fagos utiliza -

dos en este esquema (55).

PRZONDO-HESSEK y SLOPEK, comperan las =
colecciones de fagos hungara y polaca, comprobando gue existen
entre ellas diferencias 1{ticas y serolfgicas. De las 851 cepas
de Klebsiella 19'5% fueron tipables con la coleccidn hdngara y
67'6% con la polaca; la diferencia fundamental surge en K. rhi-

noscleromatis tipable sélo en un B8'3% con la primera y en 100%

con la segunda. Desde un puntoc de vista serolégico existe una

fntima relacidn entre los grupos C1 y XI (56 y 57).

Con 8l fin de establecer un Unico esque

ma fédgico SLOPEK, PRZONDO-HESSEK, MILCH y DEAK proponen uno con

15 fagos, 13 pruviencn de la coleccién polaca y 2 ue la hdngare,

Son denominados con nimeros romanos del 1 al XV. E1 esquema se

d ivide en 15 grupos segin la sansibilidad a los diversos fagos,

asf{ por ejemplo el grupo I estd formado por cepas sensibles al

Los

El grupo 1 se divide en 4 subgrupos (A, 8, C y D).

fago 1.




grupes II, III, V, VII, IX y XV tisnen 2 subgrupos (A y B). Los

grupos IV, VII, IX, X, X1, XII y XV tienen un subgrupo ya sea -

A 6 By el grupo VI 3 subgrupos (A, B y E). Los mejores resulta

dos de tipificacién se obtiensn nara K. rhinoscleromatis y los

peores para K. ozaenae (58),

En un estudio posterior realizado en Ru
manfa por POPOVICI y cols. utilizando el esquema citado anteriot
mente encuentran que 250 cepas estudiadas sélo un 22'4% son ti-
pables predominando el grupo I; los deméds grupos ro muestran re
lacién con el origen de las cepas, si bien los microorganismos-
provenientes de infeccionss son mds lisotipables gque los que =
proceden de personas sanas. Una de sus conclusiones mds impor -
tantes es que los esquemas fdgicos en Klebsiella deben ser pre-
parados adicionando fagos de erigen autéctono, lo que seria la

Gnica forma de aumentar el nlmeroc de cepas tipables (59).

En Rusia, GABRILOVICH utiliza 3 fagos
C, Sd y 483 para la tipificacién de 116 cepas de K. rhinoscle-
romatis con fines epidemiolégicos en vistas a detectar las -
fuentes de infeccién (60). MILCH y DEAK demuestran, en un es=
tudio realizado en 1.968, que de 422 cepas, 254 (60%) fueron

1 isogénicas y 79% 1isosensibles y lisogénicas, no encontrando

relacién entre el antfgeno K y el fagotipc, asi el fago libe-

rado por la cepa K=23 denominado Br 29 lisa a cepas pertene -




cientes a 27 serotipos distintos (61).

En un trabajo de PRZONDO- HESSEK, SLOPEK

y [MIODONSKA para tipar 156 cepas de K. rhinoscleromatis recurren

a 12 fagos de la coleccidn polaca, la mayoria distintos del jue-

go de 15 antes empleado, con lo que obtisnen 12 fagotipos. Los -
distintos fagotipos predominan segin el pais de procedencia, as{
el fagotipo 5 se encuentra fundamentalmente en la regién de Lu -

blin (Polonia) y el 6 en la regidn de Minsk(U.R.S.S.) (62).

Los estudios de GABRILOVICH y cols. (63)
sobre fagos de 3 serotipos distintos, muestran 4 tipos morfolégi
cos por microscopia electrdnica y que la actividad fdégice estd -
1 igada a la estrctura de la particula lftica, siendo la especifi
c idad mayor 2 la medica que aumenta la diferenciacidn estructu -
ral. Otros trabajos similares sobrs la ultraestructura de fagos

de Klebsislla han sido realizados en 1.972 por KRZYUY (64 y 65).

No parece pues que exista unanimidad en
cuanto a la adopcién de un esquems internacional para la tipifi-
cacién fdgica de Klebsiella. Parece ldgico que a los esquemas -
mds o menos adoptados internacionalmente se afiadan otros autfcto

4

nos porque B8l que sirve para un pais no es “4lido de forma clara

para otro, de ahi la poca importancia de estos métodos de clasi-

f icacifén desde un punto de vista de aplicacién universal.




2-3. SERQTIPIA




Uno de los sistemas clasicamente emplea-

do como marcador epidemiolégico del género Klebsiella es la sg-

rotipia, para comprenderla es imprescindible conocer, aunque sdélo

sea someramente, la estructura antigénica de estos microorganis-

mos.

Segdn EDUARDS y EWING (66), el género -
Klebsiella posee cuatro antigenos; M, de envoltura mucosa; K, de
la capsula; 0, somético de formas lisas y R, somdtico de formas-
rugosas. Los estudios de KAUFFMANN (1.949-1,966), citados por =
autores anteriores, permiten distinguir dos tipos de colonias de

acuerdo con la constitucidn antigénica:
R.- Formas lisas

1.-MK0, mucosas capsuladas con antigeno O.
2.-K0, no mucosas, capsuladas con antigeno 0.
3.-Mo, mucosas, no capsuladas con antigeno 0.

4,-0, no mucosas, no capsuladas con antigeno 0.

Formas rugosas

1.-MKR, mucosas,cepsuladas, si antfgeno C.
2.-KR, no mucosas, capsuladas, sin antfgeno O.
3,-MR, mucosas, no capsuladas,sin antfgeno O.

4,-R, no mucosas, ro capsuladas, 8in ant{geno O.

Como es précticamente imposible diferen-

cjar los antigenos M y K, al ser muy semejantes quimicemente el




material mucoso y capsular, la tendencia actual es la de conside

rarlos idénticos (67).

El antigeno 0 es de naturaleza glicido-1ipido pro -
tdica, termostable 2 horas y 30 minutos a 1002 C, resistiendn el
4cido fénico y el alcohol. La aglutinacidn 0 es lenta de produ -
cir, granular, dificil de disociar y polar. Poco se conoce de la
estructura Intima de estos antlgenos somdticos, debido a la di -
f icultad para ponerlos de manifiesto, ya que estan recubiertos =
por los antigenos capsulares, igualmente termostables a 100° C,
s iendo necesario obtener formas scapsuladas por pases sn caldo bi
liado al 50% con el consiguisnte riesgo de gque el microorganismo
se degrade no guedando mds que el antlgenc R. De todas formes pa
rece ser que existen 5 antigenos 0, estando el 2 subdividido en
numerosas fracciones {2a, 2b, 2c, etc) por otra parte dificiles
de distinquir unas de otras (68) y con relaciones antigbnicas -

con ciertos antigenos O de E.coli (69).

PICKETT y CABELLT, describieron un antigeno especifi
co de grupo (Sm) intimamente ligado al antlgeno 0 y situado debe-
jo de la cdpsula (70). Sin embargo, EDWARDS y EUING no admiten =~
esta distribucid~ tap clara poniendo en duda su existencia; de -

t odas formas, el estudio del antigeno 0 con fines practicos, por

las dificultades que hemos ido viendo, no suele hacerse (71).

El antigeno K es un polisacarido que compor thndose




Como un hapteno, precipita el suero antimicrobiano homdlogo y ==

s iendo especifico de tipo (72). En 1926, JUNIANELLE describe los

tipos serolégicos A, B v C y con las cepas que no puede incluire

en ninguno de estos tres tipos forma el grupo X, sefialando ade =
mds la estrecha relacidn antigdnica, debida a la existencia de -
un antigeno parcial comin, entre el polisace~ido capsular del =
neumococo tipo II y el de Klebsiella del tipo B (73). KAUFFMANN,
en 1949, demusstra la existencia de 14 tipos seroldgicos diferen
tes y BROOKE, en 1951, amplia sste nimero en 27 m3s designandolos
con numeroc ardbigos del 1 al 41, Los trabajos de WORFEL-FERGUSON
(1951), EDUARDS y FIFE (1952.1955), KAUFFMANN (1954-1966) y BRS=
KOV (1955) han permitide distinguir 72 tipos capsulares (74). La
posibilidad de un niumero mayor, es de hecho bastante factible y
en este orden de cosas SLOPEK amplla los tipos a 80 (75), lo =

cual no estd admitido internacionalmente.

La determinacidn de los tipos capsulares
puede hacerse en porta, tubo, por precipitacidn y por la reaccidn
c apsular especifica (Reaccidn de NEUFELD) (76). En la practica =-
puede realizarse la aglutinacidn sobre porta y en un segundo ==~
t iempo la reaccidn de NEUFELD con los antisueros que den positi-
vos. Este autor describid el femdmeno de QUELLUNG en 1902 y des-

de entonces se ha vuelto de aplicacibn general. La reaccién de -

NFUFELD es, en realidad, una precipitacidn de los polisacaridos

capsulares por el antisuero, lo que determina una opacificacidn




de la chpsula simulando un engrosamiento que puede ponerse de ma

nifiesto por diversos procedimientos (tinta china, azul de metile

no, microscopio de contraste de fases, etc). Lo que se observa en
realidad no es aumento de la cdpsula, sino que alrededor de las

bacterias aparece un hzlo refringente en relacidn con un testigo

donde no se pone antisuero (77).

Los 72 antisueros, admitidos universal -
mente, estan incluidos en 18 "pools" que proponen EDWARDS y EUING
a8 partir de los cuales se individuali:zan los distintos serotipos.
E stos antisuesros pueden obtenerse comerecializados o bien prepa -
rarse por los distintos laboratorios. Para esto ultimo, puede -
segquirse la tdcnica preconizadz por EDWARDS y EUING para lo cual
es necesarioc disponer de las 72 cepas tipo de Klebsiella y que -
~ueden obtenerss, por ejemplo, del Statens Serum Institut de Co-
psnhagus. E1 procedimiento no es facil y por supuesto no ase jui-
ble casi a ningln laboratorio de diagndstico rutimerio. » conti-

nuacidn y de modo resumidn explicamos las pautas a seguir (78).

En un primer tiempo, se seleccionan las
colonias de Klebsiella provistas de capsulas de dimensiones me=
dianas (cuya anchura estd comprenaida, aproximadamente, entre el
largo y la mitad del largo del cuerpo bac.erianc), ya gque las ce@

pas fuertemente capsuladas son poco immundgenas.

En un sequndo tiempo, se siembra u de




estas colonias en 50 ml. de caldo glucosado al 2, Tras 4-8 horas
de incubacidn a 372 C y despues de un examen de cultivo con tinta

chinc para controlar que las cdpsulas producidas son cualitativas

y cuantitativamente satisfaclorias, se matan las bacterias adicio

nando 0'5% de formol.

ta inoculacidn se realiza en inyecciones
(via irtravenosa) al conejo de 0'5S = 1 =2 = 3 -3y 3 ml, de cul
t jvg tratado con formol, a intervalos de cuatro dias. Cuatro dlas
despuds de la Ultima inyec idn, se efectua una toma de sangre y
se determina e) titulo del suero buscando la dilucidn de este sug
ro ... da una reaccidn de NEUFELD positiva con la cepa en estudio.
5i los titulos obtenidos son inferiores a 1/16, los conejos se =-
angr=n cinco o seis dlus despuds de la Oltima inyeccidn, si no
suben, se practican des nuevas inyecciones de 3 ml, y se procede
a un nuevo control. Los titulos entre 1/16 y 1/64 son suficien -
tes para practicar 1la rearcidn de NEUFELD. Los conejos cuyo tl -
tulo siga siendo inferior a 1/16, tras bas dos tltimas inyeccioe

r s, se eliminan debiendo ser de nuevo immunizados,

En rezdn de la comuaidad antigdnica exis

tente entre gran numero de tipos capsulares, es necesario para -
1o0s suercs antice ;ulares sean especificos, ek absorberlos por

uno a tres, excepcianalmente cuatro, antigenos heterdlogos (79)

La reacciodn de NEUFELD es m2s facil de




realizar cuando las cdrsulas son voluminosas para lo cual se pue

den cultivar las cepas en estudio @n un medio hipersacarosade co

mo es el de WORFEL-FERGUSON. Tras 24 horas de incubacidn a 37¢ C
L

8@ aprecia si el tamafio de la cipsula es o no el adecuado medizn

te examen por tinta china. Si 12 Klebsiella en estudio estd sufi

cientemente capsulada se procede a su tipaje. Se prepar una sus
pensidn apenas opalaescente en solucidn salin: . #sotdnica formola
da al 5%, se deposita una guta de esta suspensidn sobre los di =
versos portas donde afadimos las mezclas polivalentes, se recubre
con un cubre y se examinan con inmersidn pcr microscopio de cone
traste de fases. Posteriormente, se procede, de igual forma, con
los sueros monovalentes especificos Gue correspond'n a lss mez. =

clas de sueros que dieron una reaccion de NEUFELD positiva,

Esta tdcn.ca preconizada por RICHARD, (80)
puede modificarse en pequeifios aspectos netciendola mds sencilla -
tal como hacen SANCHEZ-BUENAVENTURA y GARCIA SABATER (81) reali-
zando primero una aglutinacidn en porta y solo en los casos posi
t {fvos recurrir a realizar lz reaccidn de NEUFELD o empleando azul
de metileno y suero de conejo tal como indica la casa que comér-
cializa los antisueros y siendo el resto de la tdcnica practica-

mente igual a lo indicado por RICHARD (82).

Algunas cepas poseen poco antigeno capsu

lar K y bastante antigeno mucoso m. Estus cepas son dificiles de

3 & s eramina por tints -
colocar er. sucponsidn y ademds cuando se les © p




china presentan un aspecto muy particular: el cuerpo bacteriang

rodeado de un débil halo capsular parece flotar en una envoltura

mucosa no delimitada per la tinta (83).

De los estudios realizados por RICHARD

(84), SANCHEZ-BUENAVENTURA y GARCIA SABATER (85), se deduce que

del 9 al 13% de las cepas de Klebsiella pneumonias no son tipa-

bles y gue el resto se reparten en una gran variedad de serotipos.
La mayor frecuencia de cepas atqpsuladas se encuentran en K.oxy=-
toca, del 20 al 24%, distribuyendose las demds cepas en un nime-
ro mas restringido de ssrotipos pero sin ninguna especialidad. En
K. ozaense, los estudios de RICHARD (86) sefialan como tipo capsu
lar mds frecuente al 4 (59%) y despuds 3, 5, 6, 1 y 37, siendo -

les cepas no tipables bastante raras, tn K. rhinoscleromatis al

tipo 3 es practicamente el Unico detectado por este autor,

La distribucidn de lcs tipos capsulares
por productos patoldgicos es muy variable y practicamente sin =
ningtn interds, aungue numerosos trabajos se han publicado al =
respecto. Asl PONS (87) llama la atencidn sobre los tipos 1y 2
de K. pnaumonize que son muy virulentos para el ratén y producen

en el humbre infecciones del sistema respiratorio y sobre los ti

pos 8, 9 y 10 que no son virulentns para el ratdn y se aislan pre

ferentemente de infecciones del aparata urinario. EICHKOFF vy cols

(88) determinaron el tipo de 306 cepas de Klebsislla pnesumonize

aisladas eh pacientes dé Boston, Massachusetts clasificando el B&%




de ellas en 38 tipos. De ellos, el 1, 3, 4, y 5 se obtuvieron mds

frecuentemente de las vias respiratorias, mientras que el 2 se an

Contraba en gran proporcidn en 1la orina; siendo el tipo 24 hallado
en mds del 25% de todas las capas clasificadas. SANCHEZ-BUENAVEﬁ-
TURA y GARCIA SABATER en su estudio seroldgico realizado en Valen
cia (89), ocuservaron tambidn Que el tipo 2 es el que mds predomina
en orina, asl como en esputo y K, oxytoca tipos 59, 7 y 8 son los
mds frecuentes en las infecciones urinarias y el tipo 10 en loe -
productos de expectoracidn. En las dos especies, K. oxytoca y K.
neumoniae, los tipos obtenidos de heces sufren una gran variaee
cidn. Por otra parte, BROOKE (90) ha destacado, sin confirmacidn
posterior por otros autores, la alta incidencia del serotipo 7 en

cepas de K. pneumgniae aisladas de secreciones uterinas.

Los estudios realizados por CASTILLD PE -
REZ (91) muestran que un 21'6% de las cepas probadas no fueron ti

pacles; encontrandose el mayor num3aro en K. pneumoniae B con un -

34'7% de la distribucidn de serotipos por productos patoldgicos -
llamz la atencidn la mayor incidencia de los tipos 2 en orina, 5
en esputos y la no deteccidn de los tipos 8, 9 y 10 en orina, La
autora confirma que la sarotipia no es un buen marcadog porque 2
sus dificultades'tbcnicas hay que unir que el porcentaje de tipi_
te superado por la biotipia y

f icaciones positivas se ve claramen
bacterdocinotipia.
Las cepas no tipables, 8n general, son -

debido a la falta de cdpsula o a que asta sea insufienta para prg@

~55=




vocar la reaccién de NEUFELD. La proporcidn en el gdnero varia del

13 al 22% (92) debido a la alta incidencia de cepas acapsuladas,

como ya vimos, pertenecientes a K, oxytoca,

Existen reac.iones cruzadas entre los anti
genos K de Klebsiella y otros procedentes de distintas bacterias,
por ejemplc, :on el A de E. coli, con el D. pneunoniae tipo Il -«
(Klebsiella K-2), los cuales son muy similares quimicamente y con
sueros inmunes de uno u otro organismos se obtienen reacciones de
precipitacidn cruzeda y proteccibdn reclproca en ratones (93). Rela
ciones similares se presentan con 21 antloeno M de S, paratyphi B

(94).

i(Cual es la composicidn quimica del poli_
sacarido capsular de Klebsiella?. Hoy dia no es conocida con se -
guridad la estructura de los 72 polisacaridos, si bien se ha pro-
gresado Lastente en su estudic. HEIDELBERGE (95)ha realizado una
extensa revisidn sobre el tema y a 81 vemos a seguir fundamental
mente. Los polisacaridos capsulares se aislan por un proceso come
plejo que lleva consigo la extraccidn con fenol-agua y una purifi

cacidn por precipitacidn bajo la accidn de Cg Hao (CHg)5 N Br.

La mayoriz de los tipos contienen acido =

g lucuronico, si bien el Scido galacturdnico est2 presente en los

tipes 3, 7, B, 9, 1, 2, 21, 29, 34, 48, 49, 57 y 63, el acido

3-dQOXy-L-gliceropantulosonico en el tipo 38, mientras que un -




dcido no identificado aparece en los tipos 22

s 37 y 56, Varips ti

Pos poseen 3cido pirlvico como 1, 5y 6, 68 y 32, Los azlcares mas

corrientemente encontrados son ¢3lectosa, glucosa, manosa, ramno

sa y fucosa; asl la glucosa y fucosa Qparecen en los tipos 1,3 y

54; galactosa v ramnosa en los tipos 9, 47 y 52; glucosa y manosa

en los tipos 5 y 24; glucosa ramncsa y menosa en el tipo 64; gl

cosa, manosa y glactosa en los tipoz 7 y 21; galactosa Yy glucosa

en los tipos 8 y 11; manosa y galzctosa en el tipe 20, etc...

Otro antigeno presente en Klebsislla es
el R de maturaleza protdinica y cuya importancia en el diagndsti

co seroldgico es nulo (96).

En cuanto a las variaciones antigdnicas,
va deciemos al hablar de la constitucidn antigénica, que habla -
dos formas, 5 y R, a las que habrla gque afiadir las fases M. Es -
posible obtener variaciones M-5-R por la adicidn al medio de cul
tivo de verde brillante (al 1/5.000.000), clorure de litio (1%),
por inmunosuerc (10%) o bien por cultivo e 409 C (97). Ya velamos
1a existencia de formas intermedias y gue las cepas R desprovis-
tas de antlgeno O erazn avirulentus, aunque podian, en algunos ca

s ie animal y recu=
sos, volver a recobrar su virulancia por pases en an y

perar la cipsula.
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El primer trabajo que murca el inicio de

los

estudics sobre las bacteriocinas del género Klebsiella se de
e — =

be a HAMON y PERON (98).

EunQus los intentos encaminados a la ti
pificacidn del gdnero hen sido escasos, nosotros a continuacidn
disponemos los diversos esquemas de bacteriocinotipia propuestos
con la finalidad de conseguir un ezclarecimiento en la spidemio-

logla de estes microorganiemos.

MARESZ-BABCZYSZYN y cols. (99), tiparon
851 cepas de Klebsiella mediante el grupo de colicirnas de FRE =
DEPICQ, los cepas tipadas perteneclan a diversos biotipos y serg
tipos; los resultidos obtenidos fueron malos, pues sdlo el 6'1%
(52 cepas ) fueron tipables y segin las semsibilidades fueron -

clasificadas en 36 colicinotipos,.

Con posterioricad estos mismos autores =
(100), probaron la sensibilidad de estas mismas 851 cepas frente
al grupo de colicinas de ABBOT y SHANOKN; el 38'9% (331 cepas) -
fueron sensibles y clasificadas en 32 colicinot: os. Aungue estos
resultados es evidente gue se deben ds considerar interesantes,

su aplicacidn practica era muy restringida debido a gue el B3! 7%

de las cepas tipables pertenecian a un mismo colicinotipo, lo -

cual evidencia una dispersion bajz de colicinotipos con una ga =«

rantic de aplicacidn epidemioldgica relativa. K. ozaerae tenia un

porcentaje grande de falta de sensibilidad, v las pocas clasifie

cables pertenscian casi todas al colicinotipo mas frecusnte, don

-5 9=




de tambign se incluian todas las cepas de K, rhinoscleromatis

La sensjibilidad del resto de las cepas vario desde el 52'9% de

NG aerogenes 2l 38'9;. de K. rhinoscleromatis,

Ante la falt: de interds de tipificacidn
heterdlogz, MARESZ-BABCZYSZYN y cols. (101), utilizaron 7 cepas

productoras oertenecientes a diversas especies de Klebsiella. Las

cepas numerzdas como 902 (K. aerogenes); 114 (K_pneumonise var,

atlantce); 1205 (K. aserogenes) y 823 (K. aerogenss); 525 (K. pneu-

moniae); 212 (K. aerogenes) y 2813 (K. aerogenes). Como microorga

nismos a tipar emplearon les mismas 851 cepas de Klebsiella spp
455 fueron clasificadas, es decir, un 53'5{., La sensibilidad see
gln las diverszs especies es muy varizble y segln ésta gg obtu-
vieron 32 bacteriocinotipos, de los cuales 6 se presentaron en

una proporcidn superior al 2'6, llegando uno (el 20)al 25'5%. La

sensibilidad de K. rhinoscleromatis es baja, 12'9%, la K, aeroge-

nes y K. aerogenes var, edwardsii por el contrario es bastante &

21ta, 64'2% y 75'7%, respectivamente., El 42! ¢ de K ozaenae fue=
ron tipables, debido 2 que esta especie es dificilmente tipable
por fagos y por serolngla, la tipificacidn con bacteriocinas ten

drla un gran interds practico.

Con le finalided de ampliar mas el nime_

ro de cepas clasificadas, SLOFEK y MARESZ-BABCZYSZYN (102), pre-

sentan un esguema mds amplio, empleando como cepas productoras -

pricticemente todes las especies de Klebsiella hasta un total de




13 (cuadro 12), en la prActica el esguema fue reducido a 8 espp-

cie=:114, 902, L-4, F-5052 » D=-33, D-40, 823 y 525. En total ti-

raron 504 cepas perte-.cientes 100 a K, asrogenes, 30 a K, aerg-

Sgknes var. edwardsii, 34 a K, pneumoniae; 113 a K,

pneumoniae var.

atlantae; 155 a K. ozaenae y 72 a K. rhinoscieromatis.

De acuerdo con las sensibilidades obteni
das, distinguieron 65 bacteriocinctipos (cuadro 13); asi el nume
ro 1, por eiemplo, estaria constituido pPor una cepa sensivle a la

8, el nimero €5 cuando sdlo es sensible a le cepa 525 y etc.

Fueron tipables 295 cepas, lo que supone
el 58'5%, el empleo de las 13 bateriocinas aumentd solo ea 3 el

ntmero de las clasificadas.

Los bacteriocinotipos mds representativos
fueron, 1, 15, 34, 41, 43, 44, 46, 49, 56, y 65. Aunque los auto
res sdlo estudiaron especies pertenecientes a los serotipos K-1
K-3, K-4, K-13 y K=37 con gran diversidad biogquimica, pensaron =~

que su esquema podria tener aplicacidn prictica.

LIEBANA y cols (103), aplicaron este es-
quema a diversas cepas aisladas en nuestro medio. Estudiaron 120
cepas como indicadoras y observaron como 112 fueron tipables, lo
cual venia a representar un 93'3%, aparecierdo uno de los tipos

en el 709 de los casos @ pesar de haber utilizado la cepa K=23

=23 po

que permitid dividir los microorganismos de este tipo en K

sitivo y K=23 negztivo. La aplicacidn practica en una serie de -

b=




casos, que fueron estudiados, de una forma seriade, reveld el es

caso interds prictico, pues tcdas las cepas, aun sin ninguna re-
lacidn epidemioldgica pertenecieron al mismo bacteriocinotipo. A
partir de esto, los autores afirmaron al igual que hacia POPOVICI

y cols. en la fagotipia, que pura la bacteriocinotipia del gdnero

en estudio deben emplearse cepas autdctaonas,

BUFFENMYER y cols., (104), emplearon tam-

bidn el esquema de SLOPEK y MARESZ-BABCZYSZYN previa induccidn =
con mitomicina C en medio llquido de las cepas productoras., Efec
tuaron un sistema numdrico de notacidn de los tipos con 4 nimeros,
ta2l como se observa en el cuadro 14, Tiparon 296 cepas de Klebsie-
lla procedentes de pacientes intra y extrahospitalarios, asl co-
mo del ambiente de tres hospitales, un 67% de los microorganismos
fueron tipables, obteniendo unz dispersidon de i6 tipos. En el es
tudio de 1a consistencia s mostrd que un 19'1% de los modelos -
cambiaron en dos dizs seguidos de deteccidn; estas cifras dismi-
nuyeron al emplear diluciones mids bajas de las cepas L-4 y D=33,
Los autores inciden en el hecho de la conservacion de las cepas
productoras por siofilizado a -482 C en medio minimo, Estudian la
influencia de la conservacibn de las bacteriocinas a =20k Cy =

-687 C en las diluciones de inhibicidn (ID).

HALL (105), utilizd otro esquema pard la

tipificacidn del gdne' ~ consistente en 10 cepas productoras, dstas

fueron obtenidas de la siguiente forma, en un primer paso probd




106 cepas coing pProductoras, de antre las cu:les encontrd 42 que

lo fueron y de estas selecciond las 10 anteriormente menciona -

das (cuadro 15). Su forma de definir un bacteriocinotipo es muy

simple ya .ue lo indice por las cepas que tuvieron actividad sce
bre las de prueba, asl el 3/27/77 seriz el bacteriocinotipo co -
rrespcndiente al microorganismo sensible a las cepas 3, 27 y 77.
Fueron tipables aproximadamente ey 72, sobre los cultivos probae
dos. Obtuvo 50 modelos diferentes de actividades, si bien, la ma
yorla pertenecen al 16 (cuadro 16). El escuema, sagbn la autora,
tenla una pequefiz limitacidn como era la repeticidn frecuente de
las cepas 3 y 27 como productoras. La aplicacidn epidemioldgica
demostrd la utilidad del esquema en algunos casos, asl el bactee
r iocinotipo 3/4/7/23/24/27 aparecid en unos tarros de crema pa -
ra lavarse las manos, en diferentes hospitales; los bacteriocing
tipos 4/7 y 3/4/7/27, aperecieron contaminando los biberones de
una Seccidn de Lactantes y los mismos bacteriocinotipos se encon
traron en las heces de los nifios de la sala. Sin embargo, estos
mismos tipos fueron ancontrados, en algunos casos, en enfermos no
relacionados, asl como en productos patoldgicos diferentes, lo

cual a nuestro juicio no ss una limitacidn pues idénticos hechos

ocurren con otros marcadores.

HEDDELL y MITCHELL (106), emplearon el

esquema de HALL modificado, incrementandole 4 cepas obtenidas por

] os propios autores y Qque denominaron como cepas M1, &, Ty 29,




La denominacidn de los diferentes bacteriocinotipos se encuentra

reflejada en el cuadro 17. Estudiaron 200 cepas de K. aerogenes
’

y obtuvieron un 93 de tipables y 11 tipos diferentes. La aplica
cidn epidemioldgica, en diverses orotes epiddmicos en el ambien-
te hospitalario did resultadus satisfactorios. Seqln expresan los
autores en el trabajo, consideramos errdnea la tdcnica de tipifi

cacidn empleada como bacteriocinotipo del odnero, ya sue se dedu

ce que estudian microcinas en lugai de bucteriocinas (107),

LIEBANA y cols. (108), mediants un estu-
dio estadistico y computarizado de la accidn de 260 depas de Kleb-

siellz sobre 31 indicadores, eligisron 7 para estructurar un ese

quema de sensibilidades, y 6 para estructur?r un esquema de proe

ducecidn (cuadro 18 y 19). En el esquema por sensibilidades utili
zaron 9 cepas productoras autdctonas numeragas como cepas 21, 69,
76, 84, 98,141, 167, 171, 178 y cuya procedencia era, de heces -
cuatro cepas; dos de orina; unz de sangre; una de faringe y un~

de esputo; la especis utilizada como productor: fud K, Eneumaniaa

y dentro de ella se utilizaron los grupos K. pneumoniae A (7 ce-

pas); K. pneumoniae B (1 cepa); K. pneumonize C (1 cepa). Con es

tas cepas se formz:ron 3 grupos, con tres cepas cada uno de ellos.
Grupo 1: Cepas 21, 69, 76
Crupo 11: Cepas B84, 98, 141

Grupo [1I: Cepus 167, 171, 178

Se emplel una clasificacidn numdrica des




de 1 al 8 para 1la tipia de las capas investigadas, de tal forma

que un microorg

anismo se clasificaria como 1 cuando fuese sensi

ble a las tres cepas bacteriocindgenas que forman un grupo, como

2 cuando lo fuese a las dos primeras, etc. Como se emplearcon tras
grupos, la clasificacidn numdrica firal, es aria dada por un nle
r.ero de tres cifras, por ejemplo 111, cuando la cepa estudiada -
fuese sensible a las tres cepas de cada grupos 221 cuando la ce=-
pa fuese sensibls a las dos primeras del grupo I y del grupe 11

y sensible a 1l2s tres cepas del grupo 111, Aplicando el esquema

a 120 cepas, observaron como sl 100% de las cepas investigadas

fueron tipables por el esquema .or sensibilidadss, obtuvieron un

tota)] de 44 bacteriocinotipes.

El otrc ssquema empleado es uno por prow
duccidn, detectdndose produccidn de unas capas problemas frente
a otras indicadoras standars, &stas 9ltimas son 6 y se encuentran
divididas en dos grupos, empleandose una clasificacidn por letras
segin un cddigo preestablecido (cuadro 19), de las 120 cepas tipa
das por les autoics sdlo el 17'5% fueron clasificables, obtenien
do un total de 57 bacteriocinotipos de tal forma que ninguno de

. s d
allos se presentd con una frecuencia ¢ 'perivs al 20%.

CASTILLO (109), investigd la estabilidad

de los bacteriocinotipos obtenidos por LIEBANA y cols. (110) =

tras un afio de conservacion 2 las cepas en gelatira nut.itiva .

La aplicacidn del esqu ma @en satudios epidemioldgicos sobre o




2zafr 1@ también ha dado buenos resultades (111). Los sstudios -

realizados por CARRION PASTOR (112) sobre su aplicacidn epidemio

ldgica y estabilidad confirmaron 1z viabilicad del esquema por

sensibilidades.

EDMONDSCN y COUR (113), empleando el md_
todo de inducciun con mitomicienz C ya comentado, enfrentan 190
cepas a l2s mismas 190 cepas y seleccionan 19 como productoras pa
ra su esquema, Este cifra, obtenida por un estudio computarizado
fud posteriorrente disminuida a 15. Ti-~ron un tctal de 227 ce -
pas de las cuales todas, excepto 9, fuernn clasificables. obte -
niendo un total de 130 modelos diferentes de actividad. La denomi
nacidn de lns tipos fud hacha de acuerdo con los criterios esta-
hlecidos por FARMER (114) tal como pusde observarse en el cuadro
20. Efectuaron igualmente un estuvdio de reproductividad del esque
ma en 98 cepas tipandolas do= veces en el intervalo de 1 semana
con preparades frescos y conservardos a 4% C, los rest. ados pueden

oYhservargd en el cuadro 21.

Por o:ra parte, tiparon 10 colonias proce
dentes de un mismo cultivo y varics de he.es durante Z-4 cemanas
dal mismo, sujeto, mostrondo el esquema sSuU alta reproductividad.-
£l estudio de cepas de diferentes localizaciones de un mismo pae

ciere, mostrd tambidn interds practico y otre tznto pcurrio con

su empleo epidemiologico como marcador en brotes spidémicos.
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CUADRO 1

e T—— m——

PNEUMOCINOTIPOS DE KLEBSIELLA SEROTIPOS 1, 3, 4, 13 y 37, SEGUN

SLOPEK y MARESZ-BABCZYSZYN

Pneumocinotipes 114 902 L-4 K6 D-33 D-40 823 525 Nf@cepas

1 4 4 & 4 4 4 3 4 13

2 : 32 3 - 3 & 6




CUADRO 13 (continuacidn)

Pheumocinotipos 1h4 902 lLed KB D3 D=4D

823 525 Necepas

23 + & 4 + 1
24 + + 4
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45




CUADRD 13 (continuacién‘g

Fneumocinotipos 114 902 L-4 K-6 D-33 D-40 823 525

46 ¥ 3 1
47 : 1
48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65




ADRO 14

ESQUEMA DE SLOPEK Y MARESZ-BABCZYSZYN SEGUW LA UTILIZACION

DE BUFFENMYER y cols.

LCLASIFICACION NUMERICA

Reaccifn de dos Klebocinas

EJEMPLOS

CEPAS PRODDUCTORAS TIPD 13231 TIPO 4244
Reaccidn N© Reaccidn N®
¢

+
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CUADRC 21

REPRODUCTIVIDAD DEL ESQUEMA DE EDMONDSCM Y COODKE EN 98 CEPAS

TIEADAS DE DOS FORMAS EN EL INTERVALO DE UNA SEMANA

Nimero de cambios

en los patronss

B 1 2 3

Preparaciones frescas 67% 22% Iz I

Preparaciones a 48C 46% 33% 8%




2-5. ANTIBIOTICOTIPIA




Con el nombre ds antibicticotipia no he-

mos encontrado tras una amplia revisién bibliogréfica ningun es=

quema de tipificacién de K, pneumoniae. Por supuesto, si existe
una gran multitud de trabajos donde se estudia la suceptibil idad

"in vitro" de Klebsiella.

La sensibilidad de K. pneumoniae a los =

diversos antimicrobie- s es muy variable y casi siempre es nece-
sario realizar, para determinmarla, un antibiograma. De los nume=-
rosos estudios realizados y fijando la atencién fundamentalmente
en los de LIEBANA {115) por haber realizacio sus investigaciones
sn Granada y con cepas autdctonas podemos realizar el siguiante

resumen.

1) K. pneumoniae es altamente resistente al grupo de las penici-
linas.

2) La sensibilidad al grupo de las cefalosporinas es variable.

3) En el arupo de aminoglucosidos, gentamicina, tobramicina, ami
kacina y dibekacina son altamente efectivos.

4) Muy escasas cepas hospitalarias son resistentes a la colimici
na, que parece ser el antibidtico mds eficaz.

Las tetraciclinas tienen sobre K. pneumonias, una actividad =

variable.

Los macrélidos no son eficaces.

Rifampicina y cloranfenicol tienen una accién variable, mien-




tras que la fosfomicina no es muy eficaz,

8) Las sulfamidas suelen ser insficaces ep la mayoria de las oca

ciones.

9) Los quimioterdpicos tipo ac. malidfxico, ac. nxolfnico, furan

toina y nibiol son de gran utilidad.

Remitimus a los cuadros 22, 23, 24, 25,y
26 que indican los resultados obtenidos por LIEBANA Yy que han -
servido de base u nuestro estudio para realizar el esquama de an

tibioticotipia como luego veremos.




CUADRD 22

RESULTADO DEL ESTUDIO DE LA _SENSIBILIDAD EN

K. PNEUMONIAE A

CEPAS HOSPITALARIAS

Sensibles Sensib. mod. Resistencia

Antimicrobiancs L ER 4 L

% NS %
Ampicilina 3 4'7 10 50

Carbenicilina 8 15 40
Cefaloridina 40 10 i '8 13
Cefazolina sod. 60 -

Estreptomicina 16

Gentamicina 63

Tobramicina 63

Colimicina 63

Tetraciclina 35

M inocficlina 40

Cloranfenicol 40

F osfomicina 30

N itrofurantoina 40

Ac. nalidisico 61

Trimetropin-S 52

Nibiel 61

Ac. oxolinico 61

Sulfadiacina 10




CUADRD 23

RESULTADO DEL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD EN K. PNEUMONIAE &

CEPAS AMBULATORIAS

Sensibles Sensib. mod, Resistencia

Antimicrobianos N© % % Ne %

Ampicilina 1 5 15 16 80
Carbenicilina 4 2 40 40
Cefaloridina 10 30 20
Cefazolina sod. 15 15 10
Estreptomicina 6 10
Gentamicina 19
Tobramicina 19
Colimicina 20
Tetraciclina 9
M inociclina 12
C loranfenicol 1
Fosfomicina 1"
Nitrofurantoina 10
Ac. nalidixico 17
Trimetropin-S 14
Nibiol 17

Ac., oxolinico 17

Sulfadiacina 3
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CTUADRD 25

RESULTADO DEL ESTUDID DE LA SENSIBILIDAD EN K. PNEUNONIAE C
M m

Sensible Sensib. mod,. Resistencia

Antimicrobianos NE % £

Ne %
7 70

Ampicilina 1 10 20
Carbenicilina 20 30
Cefaloridina 50 30
Cefazolina sod. 70 ' 10
Estreptomicina 20 30
Gentamicina 70 30
Tobramicina 70 30
Colimicina 80 10
Tetraciclina 4C 40
Minociclina 50

Cloranfenicol S0

Fosfomicina 50

Nitrofi- ntoina 50

Ac. n2lidixico 70

Trimetropin=S 60

N ibiol 80

Ac. oxolinico

Sulfadiacine

Se incluyen cepas de origen hospitalario y ambulatorio




CUADRD 26

RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD EN K. PNEUMONIAE D

Sensibles Sensib. mod. Resistencia

Antimicrobianos % %

Ampicilina

Carbenicilina
Cefaloridina
Cefazolina sod.
Estreptomicina
Gentamicina
Tobramicina
Colimicina
Tetraciclina
Minociclina
Cloranfenicol
Fosfomicina
Nitrofurantoina
Ac. nalidixico
Trimetropin-S
Nibiol

Ac. oxolinico

Sulfadiacina 25

Se incluyen cepas de origen hospitalario y smbulatorio.
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3=-1, PARTE PRIMERA., MATERIAL Y METCDOS




3=1=1. Identificacidn de cepas ensayadas y sistemdtica seguida




Aunque no es objeto de este trabajo, he

mos creido oportuno inclyir aqul la march: sistemdtica empleada

Para el diagmdstico de las 160 Cepas de Klebsiella que han sido

utlizadas en nuestro estudio.

Cuando los microorganismos habian sido «

aislados previamente en nuestro Departamento y por tante llega -
ba) a nuestras manos en un medio de conservacidn, la identifica-
cidn bioqlmice-morfoldgica llevada a cabo por nosotros fus la si
guiente: siembra a partir del medio ge conservacidn en caldo §.N.I.
e inculacidn 4 horas a 372 C en bafo con agitacidn continua; ais
lante en agar Mac Conkey e incubacidn 24 horas a 379C; una de las
colonias se suspendid en 2 cc de solucidn salinz isotdnica al 0'9%
estdril y a partir de esta sus-ensidn se inoculd sbundantemente
una placa de Petri con agar nutritivo que s incubd 24 horas a 370
C; de la masa microbiana obtenida se realizaron un conjunto de ¢
pruebas como: Tincidn de Gram, calatasa, 0/F para glucosa, nitrg
tos, oxidasa, movilidad, K.I.A., I.M.V.i.C., malonato, uremss,qe

latinasa, L.D.C., A, D.H., 0.0.C,, O.N.P.G., F.A;D., DNasa y sa-

carosa.

La confirmacidn de los resultados obteni
dos se hizo siguiendo el cuadro que hamos dividido en cuzatro apar
tados. pruebas especificas de Enterobacterias, dJe género, de tri

bu, diferenciables entre especies de Klebsiella v diferencizales
, di

con otras enterobacterias inmdviles (cuadro 26).
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R continuacidn pasamos a la enumeracidn

de las técnicas, medios utilizados y criterios de interpretacidn

1.- GELATINA NUTRITIVA

Se empled sl medio comercializado por BBL
(11.481) cuya composicidn es la siguiente:

Peptona GCelysat@eesessceses 5 Qe

Extracto de carne de res.. 3 9.

Gel’dtiﬂﬂ-.......--..o---oo 120 gQ

Para rehidratar el medio se suspenden -
120 gremos en 1000 ml. de agua destilada, czlentandose hasta 500

C para disolver el producto por completo y ajustando el pH a 6'S.

Se distribuyen 3 cc en tuhos de 10. X 100 esterilizandose en el

autoclave 15 minutos a 120¢%C,

Se utilizd este medio para conservacidn
de muestra coleccidn., Una vez identificados los gbneros se inocu
laban en gelatina nutritiva, en serie de tres, Zs una forma abun
dante a partir del agar nutritivo y realizando una incubacidn a
372 C durante 24 horas., Trds ese tiempo se sustituyeron los tapo

nes de algoddn por otros ds caucho, colocandose los tubos a 48 C.

2 .- INFUSION DE CEREBRO CORAZGOHN (B.H.1.)

Se empled el medio comercializado por BEL

(110.591) con la siguiente fdrmula:




Infusidn de cerebro de ternera,..,..200 g,
Infusidn de corazdn de buGy.........250 9.
Peptona (Gelisate - BBL)...ve.vvvss. 10 g.
EI1oT0re M0BL00. s s nanssniionvine. B Qe

Fosfato disbdico.......u.........-. 2'5 Qe

clucasa...l'.Il'..<‘I..'.‘.l'.ll.... 29.

Para rehidratar el medio se disuelven 37

gramos en 1000 ml. de agua destilada mediante calentamisnto., Se

distribuyen 4 cc en tubos de 14 X 100 esterilizandose 15 minutos

a 1209 C., La reaccidn final del medio serd de un pH alrededor de

7'4.
3.- AGAR mMAC CONKEY

Sa ytilizd medio comercializado, BBL =
11,387, cuya composicidn es la siguiente:

Peptona Gelysat@eeccseces 17

Peptona Polypeptona .eee 3

L2Ct0Sa ceessssscccesses 10

Bales biliares seseceess 1'5S

Cloruro S3dico ecevcesee 5

Rojo Neutro secsesrsoccs 6'03

Cristal violetaeeeseessos 00001

Agar.."l.l.'.'l.‘l....l.13'5

Se disuelve 50 gramos del medio deshidra




tado en un litro de agua destilada, se mezcla bien hasta obtener

una suspensidn uniforme, calentindose Suavemente y de jando hervir

durante un minuto. Se ajusta el pH a 9'1 aproximadamente y repar

tidndoss 20 mi. por tubos de 20 X 100. La esterilizacidn se efec

tlie a 1202 C, 15 minutos y la conservacidn a 42 @; al uytilizarle
se funden los tubos al baFo-maria colocdndose en placas de Petri

de 100 mm y dejdndose solidificar.

‘Las colonias de Klebsiella aparecen de coe

lor rojo ladrillo, ros~s e incluseo incoloras, grandes, prominentes

lisas, a veces mucosas y filantes y con un olor “sui gdneris",

4.- AGAR NUTRITIVO
Extracto de carn@esesceccee 3 g.
Pepton2.cececoeccsreccsvone 5 g.
AQ2rissecsvse-acsencessscese 15 Q.

Agua destiled@...ccers000s0 1000 ml,

Se disuelve por calor, pH 6'8, esterilis
z3ndose a 1202 C durante 15 minutos. Los tubos conteniendo 20 ml.

se conservan 2 42 C y al emplearlos se liclan al bafio-maria colo

candose en placas Petri de 100 mm,
5.- TINCION DE GRAM poi la tdcnica usuzl.

6 .- PRUEBA DE LA CATALASA

Se hizo una suspensidn en agua oxigenada




al 30% en un portaobjeto., La presencia de una catalasa se revela

por la aparicidn de burbujas, expresidn del desdablamiento de

Ho0, en agua y oxlgeno libre en forma de ges.

7.~ OXIDACION - FERMENTACION (O/F) PARA GLUCOSA.

Se utilizd sl medio base de Hugh-Leifson
comercializado por bio-Merieux (5- 175 2) cuya fdrmula es la sie
guiente:

bio = Trypcase «eeceesecesee 2 Q.
Cloruro 83diCO.escescescesce 5 Qo
Fosfato dipot38icOescsescess 0'3 g.
AQBLseesssessonssscecasscsee 2'5 Qo

Azul de bromotimO.ecescssesse 0'03 go

Se suspenden 9'8 gramos de medio seco en
un litro de agua destilada, calentandose hasta la disolucidn com
pleta. Se affade glucosa a la concentracidn de 1%, se disuelve y
se ajusta el pH a 7'2 (color verdoso). La esterilizacidn se hace
en el autoclave a 1102 C durante 10 ginutos. Nosotros hemom utili
sado tubos de 14 X 130 con 3 cc de medio y que antes de la imocy

lacidn regenerabamos a 432 C - 500 C durante 10 minutos.

Se utllizen dos tubos y tras la siembra,

uno se cubre con 1 cm aproximadamente de parafina estéril. En nueg

ras

tro trabzjo la incubacidn se hizo 2 378 C durente 24 horas y t

este tiempo efectuamos la ljectura que interpretamos de acuerdo &




con las normas habituales:

R .~ Bacterias fermentativas: acidificacidn rdpida e igual en am+

bos tubos gque aparecen totaymente amarilios o alrededor de la pi

cadura,

B.- Bacterias oxidativas: acidificacidn moderada en el tubo sin
parafina, iniciandose en 12 superficie.

C.- Bacterias inactivas: no modificacidn del pH o una alcaliniza

cidn mds o menos marcada en la superficie (viraje al azul).

8.- NITRATOS

Se utilizd un caldo con nitratos comercia
1izados por Difco (0268) con la siguiente composicidms
Extracto de carm@.cccecees. 3 Q.
Peptonassee-cosescsccesses 5 Qo

Nitl‘ato thaBiCODGQ.nlol.n 1 g-

Se disuslven por calor 9 gramos en 1000
ml. de agua destilada. Se ajusta el pH a 7, distribuyendose 2 cc

en tubos de 10 X 100 y esterilizando en autoclave 15 minutos a -

1202 C=

Se inoculan los microorganismos desde el

agar nutritivo, incubandose 24 horas a 379 C. La lectura se efec

tud segun las normas hzbituales de nuestro Departamento, adicioc-

nando primero 4 & 5 gotas de clorhidrato de ottotolidina y segui

damente otras tantas de amoniaco o potasa,




La reaceidn positiva viens indicada por

la aparicidn de un color marron oscuro, expresidn de la existen-

cia en

el microorganismo problema de una nitrato-reductasa capaz

de reducir los nitratos a nitritos. Una reaccidn negativa (color
original) necesita de la adicidn de una pizca de zinc en polvo,
agitar energicamente y afadir de nuevo los reactives, Si tras es
to aparece positividad la prueba se consdiderard nagativa ya que
aquella indica los microorganismos no redujeron los nitratoe a
nitritos y que esto Ultimo. es debido al zinc que actua como reduc
tor. Por el contrario si persiste la negatividad se deduce que
el medio carece de nitratos para ser reducidos por el zinc que se

encuentran en estado de amoniaco con lo que la prueba se consi -

dera como positiva.
9,= OXIBASA

Se utilizaron discos impregnados con =
N-dimetil-parafenilendiamina (bio M3dricux 5-592 1) y conservados
a 42 C., A partir de la masa microbiana del agar nutritivo se to_
md, con una pipeta Pasteur cerrada, un grupo de colonias colocan
dose sobre sl disco levemente mojado con solucidn salina isotdni

ca estéril. La prueba positiva viene indicada por el color rojo

oscuro que luego pasa a negro. La negatividad no implica cambio

de color.

El fundamento de la reaccidn es el siguien

tes la citocromo oxidasa (Ultimo enzima de la fosforilizacidn oxi

dativa) al actuar sobre un sustrato incoloro (el reactivo emplea

=102~




do) determina la formzcidn de una semi-quinona roja,

la cual al

ser muy inestable se oxida rdpidamente dando un compuesto negruz

co,

10.- MOVILIDAD

Se decretd por examen directo en fresco
y por picadura en agar nutritivo al 0'3 e incubacidn a 22 y 37¢
c.

11.- K.I.A, (KLIGLER IRON AGAR)

Se empled el medio comercializedo (Difco

0086) con la siguiente fdrmula:

Extracto de €arne s.eceeceee
Extracto de levadura .......
Pepton2 secsssecsvocenscscns
Protecsa peptond seeeeccccse
GluCOS8 cveecvcvsescsccncsss
Lacto82 sceccccecvccsvcnces
Sulfato fOrrosSo secececescce
Cloruro S0diCO ecececscoscose
Tiosulfato s3diCO ceceevecsne
Rojo fenol sceeeecccccecccecs 0'024

ﬂgar seseoes0sPP o s e snee 12

Pasa rehidratar el medio se suspenden =




a justandose al pH 7'4-7'6, 55 gramos en 1000 ml. de agua destila

da, se disuelve por calor. Se colocan 5 cc en tubos de 14 X 130

autoclavdndose a 120¢ C durante 15 minutos, Estando aun 8l medio

liquido los tubos se inclinan dejandose asi solidificar para que

Guede una lenglieta apropiada,

La siembra se realiza por picedura central
@ incubandose a 372 C, 24 horas, tras cuyo tiempo se realiza la
lectura de la glucosa en el fondo (positividad, amarillo con o e
sin gas y negatividad, color original), de la lactosa en la len-
gleta (positiva, amarilla; negztiva, roja) y la prodiccidn de -

SI-I2 (ennegrecimiento, generalmente de la parte media-inferior).

La utilizacidn de le glucosa con gas -
(C02 d H2) o sin 31, entrafa siempre, en un primer tiempo, una e
acidificacidn de todo el medio. La glucosa en pequefia proporcidn,
es consumida rdpidamente y en el caso de que los microorganismos
no ataquen la lactosa, 8sta acidez es neutralizada en aercbiosis
por la formacidon de amoniaco preveniente de la degradacidn de los
3 cidos aminados. Si la lactosa es utilizada volverd a aparecer un
p#H bajo, que se detectard visualmente sdlo en la lenglieta, capaz
de neutralizar la alcalinizacidn anterior. La accidn de ciertas

desulfhidrasas determinan en algunea casos la formacidn ra 5”2'

el sulfato ferroso actuarla como un indicador que al reducirse se

transforma en sulfuro negro.




12.- INDOL (1)

La produccidn de indol se detectd en el
8 iguiente medio

Triptona...-..--..o.---.o 10 Q.
Cloruro Bﬁdicu......---.- 5 g.

Agua deatilada.....-....o 1000 ml.

Se disuvelve por calor, ajustdndose a pH
7'2, Se reparten 3 cc por tdbos de 14 X 13 0, autoclavandose 20
minutos a 1208 C.

Tras la siembr2 e incubacidn a 372 C du-
rante 24 horas, se afaden unas yotas de reactivo de Erhlich-Ko -
vacs:

Paradimetil amino-benzaldehido .s... 5 g.
Alcohol amlliCo eececscceccoscccacce 75 ml.

Acido clorhidrico puro seecscescssss 25 ml.

Se disuelve el aldehido en el alcohol al
bafo-meria a 602 C, se enfria y se affiade gota a gota el acido, con
servandose en la oscuridad.

£1 fundamento de la prueba se basa en el

el tripto-

hecho de que algunas bacterias desaminan e hidrolizan

fapo hasta sl estado de indol, este en presencia del reactivo ci

tado dd un color rojo que se pone de manifiesto en forma de anillo

5i esto no ocurre, prueba negativa,

en la superficie del medio.




@l anillo que se observa 8s del color propiec del reactivo

13.- ROJO DE METILO (m)

Se utilizd el medio de Clark y Lubs con

la siguiemts composicidn:
Peptona tri18ica eeevecesss 5 g.
Fosfato bipotdsico sceeeese 5 g.
CGlUCOBE ,ececovcsvnesnncrny 5 g.

Agua destilada seveeesvesss 1000 ml.

Se disuelve por calor, ajustandose el pH

a €£'9 y repartiendose 1y 2 cc por tubo. Esterilizacidn en autocla

ve a 1202 C, 15 minutos.

Para la pruebz que nos ocupa, se empless
ron los 2 cc y tras la siembra e incubacidn a 372 C, 24 horas se
affaden una o dos gotas de una solucidn al D'5% de rojo de metilo

an alcohol de 609.

Esta reaccidn pone de manifiesto la forma
cidn de Acido acdtico (aerobiosis) o dcido acdtico y fdrmico (ana
crobiosis) a partir del 3cido pirtvico, lo que determina un des-
cewso de pH que cuando es igual o inferior a 415 2] affadir la so
1ucidn de rojo de metilo todo el medio se pone de color rojo fran

co (prueba positiva). Cualquier otra gama de coloracidn expresa

negatividad.




14.- VOGES- PROSKAUER. (V)

Se utilizd el medio de Clark y Lubs en

tubos de 1 cc, empleando dos por microorganismo. Tras la siembra

se incuban a 37% C durante 24 y 48 horas, afadiendose pasteriore
mente 0'S ml. de uma <olucion de alfa-natol (al 6% en alcohol de
902 conservado en oscuridad) y 0'5 ml. de potasa al 16% en ague
destilada. Se agiten los tubos en presencia de aire y la llama pa-

ra aumentar la rapidez de la reaccidn.

La prueba detecta la presencia de acetoi
na o acetil metilcarbinol, producto intermedio en la formacidn
de 2-3 butilea-glicol. Si el microorganismo en la degradacidn de
la glucosa sigue esta via, el alfa-naftol con la acetoina y en -
presencia de aire y potasa dd lugar a diacetilo que reaccionando
con un derivado de la peptona conteniendo un resto guanidico ori

gina un compuesto rojo (prueba positiva). La no aparicidn de esta

coloracidn indica negatividad.

15,- CITRATO DE SImmOnS (C).

Se utilizd el producto comsrciali?qdo -
BBL 11620 con la siguiente composicidn:
Fosfato monoamdNiCo cececcecce 1 ge
Fosfato bipotdsico seceesecees 1 06
C1loruro SOdiCO secesscssececce 2 0o

Citrato sﬁdiCO cesssscssneetes s 2 g.




Sulfato magndsico

tessevesee 0'2 Co

Azul de bromotimol sese..... 0'08 Qe

Agﬂr LA R R R T ) 15 g.

Se suspenden 24'2 gramos en 1000 ml de

agua destilada, disolviendose por calor. Se ajusta el pH a 6'9-

7'1 (color verde), repartiendose 4 cc por tubos de 14 X 130 y =

esterilizandose al autoclave a 1202 C, durante 15 minuto., Se con

servan a 42 C cuando van 2 emplearse se licuan al bafio-maria, de

jandose solidificar inclinados.

La siembra se efectua en superficie y tras
incubacidn a 379 C, 24 horas, ss procede a efectuar la lectura,
La prueba se considera positiva cuando hay viraje al azul, lo que
indica que el microorganiamo en cuestidn utiliza el citrato sédi
co como Unica fuente de carbono. El consumo de la sal ambﬁica, =
fuente de nitrdgenc, al desarrollarse el microorganismo determina

la formacidn de amoniaco y alcalinizacidn consecutiva, aparecien

do el citado color azul.

16.~ MALONATC DE SODIO

Se empled el medio comercializado por =
Difco (0569) cuya composicidn es la siguiente:
Extracto de levadur@ sccevecsce 1 9.
Sulfato amiNIiCO ecrosonsscsoose 2 g.

Fosfato dipotdsico seececcocsee 0'6 Q.




Fosfato monopotisico MEde st
Cloruro sddico

S ee o v o000 00900 2 g.

Malonato 88diCO vevverncrennss, 9 fle
Glucosa L N T R T 0'25 g
Azul de bromotimol Seenssasan s 0'0 25 gq.

Rgua dastilada ®e o0 00028000000 1000 m‘o

Se disuelve por caler, ajustandose el pH
a 6'7 (color verdoss). Se reparten 3 cc en tubos de 14 X 130, es

terilizandose 15 minutos a 120% C,

Tras la siembra, se incuban a 372 C cduran
te 48 horas, con lectura cada 24 horas. En esta prueba la princi
pal fuente de carbono estd constituida por el malonato sddico y
la de nitrogeno por el sulfato amdnico. El fundamente de la reac
cidn es similar a lo que ocurria con el citrato de Simmons, la -

alcalinided proviene en este caso del hidrdxido sdédico.

17.- UREASA.

Se empled el preparado comercializado por

Difco denominado "Bacto-Urea Broth Concentrate 18X". S5e tomaron

10 ml. disolviendose en 90 ml. de agua destilada fria y estéril,

r epartiendose 3 cc por tubos de 14 X 130,

Se realizd una siembra intensz, incubando

se a 379 C, con revisiones cada 12 horas durante tres dlas. Los

microorganismos dotados de ureas: hidrolizan la urea en COZ y

.




i 5 . . ;
2uh3, estos compuestos en presencia de agua determinan lz forma-
3 i L ]
cién de carbonito amonico, alcalinizacién del medio vy aparicidén ds
un coler rojo purpura por viraje del indicador rojo fenol (prue =

ba positiva),

18.- GELATINASA

Se han seguido dos técnicas simultdneass
a). Procedimiento de la pelicula de Le Minor y Piéchaud. Se ino -
culs abundantemente 1 cc de solucién salina isoténica en tubos de
10 X 100 donde se introduce un troze das pelicula velada y esterili
zada por un pase rdpido sobre la llama de un Dunsen, La incubacién
se hizo a 222 C, no ddndose como negativa hastz 21 dfas. Si el mi
croorganismo posee unz gelatinasa la pelicula se decolora aparecien
do un sedimento negro.
b), Método de la gelatina nutritiva., Se realizdé haciendo una siem
bra abundante en la gelatina nutritdve e incubando a 22% C., duran
te varioz dias, hastz un mdximo de 5. lLa positividad viene indica

da por unz licuzcidn del medio y la negatividad por la persistencia

de la solidez del mismoc.

19-20- 21,- LISINA=-DECARBOUXILASA (L ..), ARGININA-DESHIDROLASA

(A.D.) y ORNITINA-DECARBOXILASA (0.D.C.)

Se he utilizado el medio Méller comercia-

lizado pcr bio-Mérieu (5-109 2) cuya composicién es como sigue:

biD—ThiDl‘lE PP S R RO T AU g 590




Extracto de carne de buey ..,... 5 5]

Pdérpura de bromocresol ......... D'01 g
L ]

ROJD cresol *evecreseecsnsscesess 0'005 g

Glucusa l-ll..i.-l...l......".. 0‘5 g

piroduxal LA B R B B I B N B A A A ] 0‘005 g

Disolver 10'5 gramos en un litro de agua
destilada, ajustando el pH a 6 9 dividiendo ean cuatro lotes:
1) Adicionando L-lisina al 1%
2) Adicionando L-arginina al 1%
3) Adicionando L-ornitina al 1%

4) Testigo sin aminodcidos.

Se vuelve a ajustar el pH a 6 y cada uno .
de los lotes se reparte a razén de 3 ml. por tubo de 14X 130, es
terilizandose al autoclave a 1202 C durante 10 minutos, procedien

dose a narcarlos con L-A-D y T (testigo).

Tras la siembra, los tubos se cubren con
una pelicula de parafina estéril y se incuban a 378 C, efedtuan-
4p08e lecturas cada 24 horas durante 4 dfes, La positividad de las

pruebas viene indicada por la aparicién de una coloracién violeta

o rojo-violetz (pH supericr 2 g'3) y la negatividad por un color

amarillo o ligeramente violdceo (pH inferier 2 8'3), El tubo uti

1 izado como testigo deberd cbservarse igual que en el caso de una

prueba negativa.




El principio de estas lecturas es 8] sie
guiente: En un primer tiempo los microorgenismos fermentan la glu

cosa y el medio se acidifica. En un segundo tiempo los enzimas a
activos sobre los aminodcidos mencicnados, enzimas cuya accién se
vé favorecida por ese pH dcido, forman sustancias de indole alca
lIna como putrescina de 12 ornitina y cadaverina de lz lisina, -
mientras que de la arginina no estd clara la forma de su degrada

cién, pues no siempre tieme cue responder al sistema arginina-de

hidrolasa sino otras vias que rinden catabolitos alcalinos.

22" U-NoF‘-G-

Se utilizaron discos con ortonitrofenil-
betz D-galactopirznosido (bio-Mérieux 5-5601) que se colocaron
en tubos de 14 X 130 con 2 c« de solucién salina isotdnica estd-
ril inoculados abundantemente con los microorganismos problemas,
La incubacién se hizo a 3792 C durante 24 horas y la positividad

se detecté por la aparicién de una coloracidn amarilla en el me-

dio.

La 8 pP,G. se hidroliza como la lactosa

por la beta-galactosidasa que libera, a partir de esta sustancia

incolora, ortonitrofencl de color amarillento, Lz molécula O.N.P.

G. mds pequeMa gue la lactosa penetra mds facilmente gue ésta en

1z bacteria, de estz forma microorganismos Qque carecen de permea

sa podran incorporar esta sustancia y metabolizerla, poniendo d2




manifiesto aquellos microorganismos que en un principio se consi

deran como lactosa negatives o tardfos por falta precisamente de

permeasa y no de beta-galactosidasa,

23.- FENIL ALANINA DESAMINASA (F.A.D.)

El medio empleado fué el comercializado

por BBL (11536) cuya férmule es la siguiente:
DL-fenilalaning e eseeeses 2 g.
Extracto de levadura ..... 3 g,
Cloruto 88dice seeesseases 5 8.
Fosfato 84dico +ocevvseses 1 g.

Rgar e covspscpsssessvaes e 12 Qe

Se disuelven 23 grapos en un litro de
aqua destilada, se ajusta el pH a 7'2 y repartiendose en tubos de
14 X 130 a razén de 3 ml. La esterilizacidén se efectua en autocla
ve a 1209 C durante 20 minutos, dejandose solidificar en posicién

inclinada.

Se efectua la siembra en superficie en =
dos tubos, uno se incuba a 279 C (despistaje de Erwinia herbico-
1a var. herbicola) y al otro a 372 C durante 48 horas., Se afiaden
unas gotas de cloruro Fér-ico al 10% en solucibn acuesa y se efec
tua la lectura, La aparicidn de una coloracién verde oscura {prue
ba positiva) indica la formacién de fenil pirdvico que con el cio

ruro férrico de el citado tinte,.




24.- DNasa,

Se ha empleado el medio comercializado «

por bio-Mariesux (5-174 1) Cuya composicidn es como sique:

Balofs nsivnsvasroidincs
bio~Trypcase ..evecevoees
BIOsEBIR .oieiiiiisonniie

Cloruro sﬂdiCO eecssssvees

Agar esevscopestss senesanne 15 Q-

Se disuelven 42 grapos del producto en «
polve en un litro de agua destilada, se ajusta el pH a 7'3 esteri
lizandose en el autoclave a 1209 C. durante 15 minutes. El1 medio
se coloca en placas Petri de 100 mm. se deja solidificar y se =

conserva a 42 C,

La siembra se efectua en estria y tras
upa incubacién, en nuestro caso, a 37% C. durante 24 horas se (=
e fectuz la lectura inundadndo la placa con una solucién normzl
de 4cido clorhidrico y colocandolas sobre un fondo oscuro. La pre
sencia de una DNasa se traduce por una zona clara alrededor del
cultivo, mientras que el rasto aparece ppaco ya que el DNA es pre

cipitado por el 4cido salvo en aguellas zonas donde es hidroliza

do.

25-26.- SORBITOL y SACAROSA

Se estudiaron sobre caldo base con rojo




fenol (Difco 0992) con la siguente composicidn:
Extracto de carne c.veevee..
Proteosa peptona n? 3 ,..... 10
Cloruro s6dico eeeveeses.ves 5

ROJO fenol erocvesserer s e 0'018 Q.

16 gramos se suspenden en 1.000 ml. de
agua, disolviendose por calor y ajustando el pH a 7'6. E1 medio
se coloca en tubos de 14 X 130 a razén de 3 ml. y se ssterilizan

a 1202 C. durante 15 minutos,

Tanto el sorbitol y la sacarosa se prepa
raron al S0¥ en aguz destilada, se disuelven y se esterilizan por
filtracién, Para conseguir la concentrzcién final del 1% se affa-

den por tubo 0'06 cc del polialcohol y el disacérido.

La siembra se hace abundantemente y la in
cubacién se realiza a 372 C, prolongandose hasta los 21 dfas para
considerar las pruebas como negativas. La positivided viene: indi
cada por la aparicién de una coloracién amarilla, expresién de la

acidificacién consiguiente a la utilizacién del sustrage utiliza

do.

Hemos preferido no incluir en este apar-

tado exaustivas referencias bibliogr&ficas, ya que lo que aqui -

hemos indicado puede encontrarse en cualquier libro de técnicas

bacteriolégicas, Sefialemos, sin embargo, lo G(til gque nos han 8i-

«115=




do los Manuales de Difco (116), BBL (117) y bio-Mérieux (118)

as{ como las

notas recogidas de los libros de COWAN y STEEL (119)

LE MINOR (120), EDUARDS y EWING (121) y MAC FADDIN (122).

No siguiendo el orden genaral, propuesto
para nuestro trabajo hemos incluido al final de este apartado los

resultados del estudio bioquimico-moffolégico (cuadro 27).

La marcha seguida en nuestra investiga -
cién ha sido la siguiente: Durante los meses de Diciembre de 1980;
Enero y Febrero de 1981 hemos recogido 80 cepas de K, pneumoniae
aisladas en el Servicio de Microbiologfa y Parasitobogia del Hos
pital Clinico San Cecilio. Estas cepas eran identificadas por no
sotros para asequrar el diagnéstico mediante el empleo de prusbas
de uso no rutinario. En los cuadros 28, 29 y 30 se recogen una -
serie de datos referidos a las citadas cepas tales como nimero -
de coleccién, especie, procedencia, clinicas de origen, etc. A
estos microorganismos se les realizd, como luego veremos la anti
bioticotipia y la Biotipia fue sirvieron como prueba para comprg

bar la efectividad del esquema due proponemos,

En un segundo estudio se comprobd la efi

cacia epidemiolégica de la antibioticotipia de K. pneumoniae se-

gdn el esquema citado y su relacién con la biotipia., Para ello =

cuando en un productu patolégico durante los meses de Marzo,

Abril y Mayo de 1981 se aislaba K. pneumoniae, tras una nueva -=




identificacién por nosotros segin las pautas ya indicadas se pa-

saba a solicitar a las diversas clinicas muestras de faringe y -

heces de todos los enfermos investigando también la presencia de
K. pnsumoniae y para Comprobar el origen endégeno o exégeno de 8s
tas infecciones tras la aplicacién de los marcadores epidemiolégi
cos, En total se hizo el estudio en 30 casos; el origen de estas
cepas, as{ como los grupos a los que pertenecian puede observar-
se en el cuadro 31. En el mismo tambien se indica la clinica de

procedencia, el caso, el nimero de la cepa y los productos donde

se auslaba K, pneumoniae. En el cuadro siguiente se resuge el ori
gen de las cepas an los productos originales y los grupos de X,

pneumoniae a quas pertenacen dichas cepas.




CUADRO 26

CRITERIOS DE IDENTIFICACION SI0GUIMICA-MORFOLOGICA DEL

GENERD KLEBSIELLA

PRUEBAS ESPECIFICAS DI FAMILIA
Bacilos Gram - Nitratos ¢
Catalasa & Oxidasa -
0/F +/4

PRUEBAS ESPECIFICAS DE TRIBU
ro Aa Do-

SHZ en K.!.A. -

PRUEBAS ESPECIFICAS DE GENERD
Movilidad = Sorbitol &
Aa Do H. - DNasa -

0- Do Co _—

PRUEBAS DIFERENCIALES ENTRE ESPECIES DEL GENERO

K. pneumoniae

B c D K. rhinoscl. K. ozaenae
oxyt. indol.

Citrato Simmons
Malonato

LU reasa




CURDRO 26 (continuacién)

K. pneumonian

8 C

Ke rhinosel, .
oxyt. indol. K. ozaenas

Gelatinasa
0.N.P.G.
L.D.C.
KLIGLER
v/v/-
v/-/-

5= PRUEBAS DIFERENCIALES CON OTRAS ESPECIES INMOVILES DE LA FAMI
LIA ENTEROBACTERIACEAE
ONPG F.A.D. L.A.OD. Sacarosa
Shigella spp. Vv
Shigella sonnei -
Shigella dysenteriae 1
Erwinia herb. var. herb.
Y. pesti
enteroccolitica
pseudotuberculosis
pneumoniae
ozaenae

K. rhinoscleromatis

4 : Prueba positiva - 3 Prueba negativa

V : Prueba variable Vé: Prueba variable generalmente positiva

§i: Kligler con esas caracteristicas.




CUADRO 27

RESULTADOS DEL ESTUDIC B10QUIMICO-MORFOLOGICO S0BRE 160 CEPAS

DE KLEBSIELLA

Bacilos (Gram)
Catalasa

o/F

Nitratos
Oxidasa

FeRoDs

SH2 Kligler

Gas Kligler
Lactosa Kligler
Movilidad
A.D.H.

0.0.C.

o

Sorbitol

D,Nasa

Indol

R.M,

V.P.

Citrato Simmons
Malonato
Ureasa
Gelatinasa
0.N.P.G.

L.0.C.

* o e o8 Mo N

Sscarosa

CEPAS




CUADRD 27 (continuucian!

ly 2 commmaaaao k., pneumoniae A. Total de cepas 132

pneumonias B oxytoca. Total ds cspas 7
pnesumonias B indoligena. Total de cepas 10
pneumoniae C. Total de cepas 4

pnsumoniae D. Totsl de cepas 7




CUADROD 28

ORIGEN DE LAS CEPAS ESTUDIADAS (nies de Dici.mbra}

Nume
0 Especie Procedsncia

pneumoniae ssputo

pneaumoniae orina

>» > 0O

pneumoniae orina

pnaumoniae

-1

orina

pneumoniae orina

pneumoniae orina

pneumoniae frotis faringeo

pneumoniae frotis faringev

pheumonias sonda

» » » »>» m >

pnesumoniaa sangre

X

pnesumoniac orina

pneumoniae orina

pneumoniae frotis faringeo

pneumonia ssputo

pnsumcnias esputo

pneumonias sexudado umbilical

pneumoniae esputo

pneumonise sesputo

pneumoniae esputo

pneumoniae exudac = herida

pnsumoniae frotis faringso

pneumc  ae frotis faringeo

» » O P B @ P B O OB > >

pnsumonias sangre




ORIGEN DE LAS CEPAS ESTUDIADAS (mes de Enero)

NUmero
NERNie

24
25
26
27
<B
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

CUADRO 28 (continuacidn)

K.
K.
Ko
K.
Ke
Ke
K.
K.
Ke
K.
K.
Ke
K.

Especie

pnsumoniae
pnesumonias
pneumonias
pneumoniae
pnaumoniae
pneumoniae
pnsumoniae
pneumoniaa
pnaumoniae
pneumonias
pneumoniae
pneumcniae
pneumoniae
pneumoniae
pnesumonias
pnsumonias
pnesumoniae
pneumoniae
pneumoniae
pnaumoniae
pneumoniase
pneumoniae

pneumoniae

» . » » ®» » 0O B & B B B B & @ »

>» O » » >

b -]

>

Brocedencia

loquios

sangre

esputo

orina

frotis faringeo
sonda

esputo

exudado herida
esputo

ssputo

esputo

frotis prepucial
sonda

sonds

orina

orina

loquios

orina

sangre

sesputo

sonde

sonda

orina




CUADRO 28 gcontinulcibn}

Especie Procedencia

pnsumoriise frotis faringso

pnaumoniae exudado umbilical

pneumoniae orina

pneumonias esputo

pnesumonias orina

pnsumoniae loquios

pnesumoniae sonda

pneumoniae ssputo

>» » O P P>» »>» > > >

pneumoniae orines




CUADRD 28 ‘continuncibn!
ORIGEN DE LAS CEPAS ESTUDIADAS (mes de Fsbrero)

NUmero Especie Procedencia

56 pneumoniae cdnula

57 pneumoniae esputo

58 pnaumoniae loquios

59 pneumoniae loquios

&0 pneumonies orina

61 pnsumoniae esputo

62 pneumoniae ssputo

63 pnheumonias ssputo

64 pneumoniae orina

65 (« pnesumoniae orina
66 pneumoniae esputo
67 pneumoniae exudados nasales
68 pneumonias ssputo
6% pneumoniae sonda
70 pneumoniae esputo

71 pneumoniae cinula

B8
h
A
4
A
A
A
A
A
A
A
A
D
3
A
B
A

72 pneumonise LCR

orina

e ]

73 pnesumoniae
74 pneumoniae orina
T8 pneumonias sonda
76 praumoniae esputo
77 pneumoniae orina
78 pneumoniae esputo
79 pneumoniae orina

go pneumoniae orina




CUADRO 29

RESUMEN SEGUN PROCEDENCIA DE CEPAS ESTUDIADAS

Especie
NMuestra K. pn. A K. pn. B K. pn, C

Orina ' 22
Sonda 7
Esputo

Sangre

Frotis faringeo

Exudado umbilical

Exudado herida

Loquios

Frotis prepucial

CAnula

LCR

Exudados nasales




CUADRO 30

DISTRIBUCION DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POR CLINICAS

Especie

Clinica pn. A Ke pn, B K.

Patologia general
Mddica II
Maddica I
Obstetricia
Quirtirgica I
Quirdrgica II
Urologla
O.R.L.
Psiquiatria
Nefrologia
U.V.1,
Pediatria




CUADRD 31

CEPAS ESTUDIADAS, KLEBSIELLA AISLADAS EN PRODUCTOS, PROCEDENCIA,
APLICACION EPIDEMIOLCGICA

Caso n®

Cepa n®

Especie

Producto

Clinica

o O 2 OO0 ;B LU N -

RN N N = e b e e e s e s
N = O U @ N O LN = O

2 0O > » P » » »>» P P » P» »r»r »» > »»r O T D @

Ex. ocular
Ex. oido

Ex. faringeo
Ex. umbilical
Ex. fsringeo
Ex. traqueal
Heces

Ex. ocular
Ex, oido
Heces

Heces 1
Heces 2

Ex, umbilical
Orina

Heces

Orina

Ex. faringeo
Heces

Ex. faringeo
Orina

Orina

Ex. faringeo

Prematuros
Presmaturos
Prematuros
Prematuros
0.R.L.
U.v.I.
u.v.l1,
Prematuros
Prematuros
Prematuros
Prematuros
Prematuros
Prematuros
U.V.I.
U.V.I.
ReN.P.
ReNoP.
R.N.P.
Lactantes
R.N.P.
Obstetricia
0.R.L.




CUADR

mrem———

Cepa no

Especie

0 31 (cnntinuacién)

Producto

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
s 1
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45
46

» » » » B»B B B B

(@)

o O W @O > »» P> > P» P r b > P

Orina

Heces

Heces 1
Heces 2
Orina

Ex. ocular
Ex. faringeo
Heces

Heces 1

Ex. faringeo
Catéter

Ex, faringeo
Heces

Heces 1
Heces 2
Sonda

Heces

Ex. qﬁamudura
Ex. vaginal
Heces

Esputo
Esputo (bis)
Heces

Ex. faringeo

Clinica

P. general
P. general
P. general
P. general
P. gensral
Prematuros
Prematuros
Premeturos
Prematuros
Lactantes
R.N.P,
R.N.P.
R.NoP.
ReN.P.
R.N.P.
ReN.P.
ReNoP,
Escolaras
Obstetricia
Obstetricia
Médica
Médica
Médica
Medica




Caso n®

CUABRD 31 (continuacién)

Cepa nt

Especie

Producto

Clinica

20

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58

59
60
61
62
63
64
65
66

67
68
69
70

71

>» » » » » P B B»B B» B» > B

> ®» » » » » > »

Orina

Heces

Ex. faringeo
Catéter
Sonda

Heces

Heces 1
Esputo

Heces

Esputo (bis)
Ex. faringeo

Ex. faringec
(bis)

Ex. herida
Heces

Ex. faringso
Esputo

Sonda

Ex. faringeo
Heces

Catéter

Orina
Heces
Sonda

Heces

Crina

U.V,.I.
U.v.I,
U.Vv.I,
Urologia
Urologia
Urologia
Urologia
médica [
Medica I
Médica
Médica
Medica

Quirdrgica II
Quirdrgica II
Quirdurgica II
Quirurgica II
.V, I,
U.V.I.
U.VeIe
u.v.I.

Reumatologia
Reumatologia
Médica II
medica II

médica I1




CUACRD 31 (continuacion)

Cepa nt¢

Espeacie

Producto

Clinica

O o O » » » » » »

Orina

Hecaes

Esputo

Heces

Ex., faringeo
Heces

Esputo

Orina

Hecas

U.v.I.
U.V.I.
Meédica I
Médica I
Médica I
Reumatologia
P. gensral
P. general

P. Quneral

cepas originales figuran en el primer lugar de cada caso

Klebsislla pneumoniae A
Klebsiella pneumoniae B
Klebsislla pneumoniae C
Klebsiella pneumoniae D
= Repaticién de muestra
= Primera muestra
= Segunda muestra

« Tercera muestra




CUADRG 32

ORIGEN DE LAS CEPAS DE LOS PRODUCTOS URIGINALES, APLICACION
EPIDENIOLOGICA

Productos originales

Ex. faringeo
Ex. traqueal
Ex. ocular
Orina

Cateter

Sonda

Ex. quemadura
Ex. vaginal
Heces

Esputo

2
1
2
9
2
3
1
1
1
2
1

Ex. herida

»N
wn

TOTAL




3=1-2, BIOTIPIA




Hemos tipado las 160 Cepas, anteriormente

citadas, mediante el esquema de LIEBANA (123), para allo tomamﬁa

los mdcroorganismos de la gelatina nutritiva liguida a 372 =, 4

horas, e inoculamus abundantemsnte una placa de Petri de 100 mm.
de didmetro conteniendo 2U ml. de cgar nutritivo, incubamos a 37@
C durante 24 horas y a partir de la measa microbiana realizamos -

una ciembra abundante de los cuaitro medios diferenciales.

1.- Dulcitol

Se prepara una solucién madre al 55 con
agua destilada (124), se esteriliza por filtracién, afadiendo 0'6
cc 2 3 ml. de caldo base con fojo fenol. La positividad viene in
dicada por un viraje al color amarillo, no dandose la prueba co-

mo negativa hasta transcurrido 21 dias a 37¢ C,.

2 .- Sorbosa

Se utiliza una solucién mac.e al 40% en
aga destilada (125) que se esteriliza por filtracién. Se afiaden
01075 cc a 3 ml. de caldo base con rojo fenol y la lectura e in-

terpretacién se hacen cumo en el cuso anterior.

3,- d=-Tartrato

Hemos empleado el medio de KAUFFIANN y =

PETERSON, modificado por ELLIS y cols (126) y constituido por:




Bactopeptona ..II.I..O."'."I. 10 g
«

Azul de brometimol 1/500 ..., 12 g.

Tartrato sédico potdsicc ...... 10 Q.

A; < dastilada S rev00tecser ey 1000 ml.

Ajustado 8l pH a 7'4 con sosa SN, se re-
parten a razén de 3 ml. por tubos de 13 X 100 y esterilizando en

el autoclave a 1202 C durante 15 n.nutos,
*
Rzul de brombtimal L AL B B B B R I 1 go
M BH RIME cusisaseniiviinii o 50

AgL destilada es s0000ascesvena 475 ml.

Tras l: siembra y una ingubacién ce 24
horeas a 372 C, se afiade 0'5 ml. de una solucién saturada de aceta
to de plomo. Igual debe hacerse con un testigo sin sembrar. Lz po
sitividad viene indicada por una disminucién (la mitad) del pre-
cipitado blanco en relccién con lo observado en el tubo control,
debido al consumo de la sustancia en cuestidn con la que el ace=-

tatc de plomo forma el citado precipitado.

4,= Citrato sdlico

El medio bmase es el mismo que en la prue

ba del d-tartrato, sustituyendo tartrato sédico potésico por citra

to sédico en la misma proporcidn, esto es 10 gramos por 1.000 ml

de agua destilada. La siembra, lectura e interpretacidén se hace

también de igual forma gue en el caso del d=tartrato (127).




3-1=3. ANTIBIOTICOTIPIA




Tras los estudios de LIEBAN' y¢ citados

hemos selaccionado 4 antimicrobianos Que mostrasen uma actividad

= by 3 1
varirble sobre K, pneumoniie, estas sustancias han sido: carbeni-

ceilina, tloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina. A estos he-

mas afiadido un quinto la paromomicin- Que nuestra experienciz per

sen2l nos re¢ 'slaba una actividad similar a los anteriores,

Fara realizar la antibioticotipia hemos -
utilizado le técnica disco-placa que comprende los siguientes apar

t ados:

1- Preparacidn del medio de cultivo.

Se empled Mgller-Hinton 2 partir del produc
to deshidratado (Difco 0252). ' ’
INfusion de rarne de buey ....... 300 g.
Aminodcidos de C2SEiN2 sessesscae 17'5 g,
BIMIdOD Liieiiiiansasveibasic e 1'5 g.
ROBL susivsnssvsnssnanivnreshosns 19 B4

Agua destileda secevescosnssncces 1000 Q.

Se ajusta el pH a 7'4, repartiendose 28 cc
por tubos de 20 X 200, Se esteriliza en autoclave a 116-1208C, du
rante 10 minutos, conservandose en nevera a 49 C, En el momento de
su utilizacién e funde a bafo-marfa y una vez licuado el conteni

do se vierts en placas de Petri de 140 mm. de didmetro dejandose

endurecer y no debiendo sobrepasar la capa de agar los 5 mm de -

espesor.



2.~ Preparacién del inoculo

Se utilizaron cocentracionas de 105 mi =

croorganismos/cc. Esta concentracidén se alcanzé a partir de culti

vos de 18 horas en ugar nutritivo, inocu. :dos desde el medio de -

conservacidn licu2do y realizandose una suspensidn en solucién sa
lina isoténica al 0'9%, la cual se mide y controla con un fotoco-
lorimetro (Eppendorf 1101 M) en sl que se alcanzan 13’ microorga-

nismos cLando la longitud de onda as de 256 cen un filtro rojo de

623 mm. A partic de esta concentracidn se diluyé al 1/10.000 para

s
alcanzar 10 , se eligié este sistema, mds complicado ya que en el

apartado de que disponiamos cifras més bajas originaban importan-
tes errores. En algunos mriantos, se realizaron controles mediane
te siembra (en agar-recuento con el fin de comprobar el sistema

de medicion y diluciin.
3.~ Técnica de la prusba.

Sobre la superficie del agar se inocula -
ron 3 cc de la suspensién, repartiendola homogeneamente. Se retird
el sobrenadante con pipota Pasteur, secandose las placas a 370 C.
durante 15 minutos. Tras esto se procedibé a la colocacién de los

d iscos presiomande ligeramente con pinzas estériles.

Una vez colocados los discos se incuban =

las placas a 37¢ C durante 24 hnras, Es importante poner entre el

medio y la tapa de cada placa un papel ds filtro estéril gque absor




be el vapor de condensacién para evitar que se alteren los resulta

dos,
4.~ Lectura de los resultados.

Tras la incubacién indicada se efectua la

lectura de les resultados calificando los microorganismos en el es

pectro de sensibilidad méxima (S 6 2), sensibilidad mederada (sm
6 1) y resistuncia (R 6 0), segin la tabla que puede observarse an

el cuadro 33.

Las 160 cepas se enfrenturon a los 5 anti
microbianos ya indicados y se realizé un esquema de antibioticotji
pia tal como puede observarse en el cuadro 34. Un primer grunoc com
prendid a carbenicilina y cloranficol tras su enfrentamiento a la
cepa problema se pueden obtener 4 formas diferentes de actuacidn
gque hemos denominado A, 8, C y D. En uh segundo grupo hemos inclui
do a paromomicina, estreptomicina y tetraciclina con lo que pueden

gbtenerse 8 modelos de actuacién denominados con nimeros ardbigos

del 1 al 8.

El signo 4 indica que la cepa en enseyo -
es sensible al antimicrobiano de prueba bien con sensibilidad mo-

derada o intermedia. El1 signo - indica resistencia,

Aplicando ambos grupos el antibioticotipo

viene exprasado por una letra y un nimero, asi por ejemplo A/1,




indica una cepa sensible a carbenicila y cloranfenicol (A) y sensi

ble a paromomicina, estreptomicina y tetraciclira (1)

L




CUADRD 33

T ———

TABLA PARA LA INTER} - (ACION DE LAS MEDIDAS DF LAS Z0NAS CE
R e S _“M
INHIBICION

Potencia Diametro del halo de inhibicion en mm
Antimicrobiane del disco S SM R

Carbenicilina 100 mcg. 22 6 mas 1621 15 6 menos
Cloranfenicol 30 meg. 18 6 mds 13=17 12 é menos
Paramomicina 30 meg. 21 6 mas 11-20 10 6 menos
Estreptomicina 30 mcqg. 22 6 mds 12-21 11 6 menos
Tetraciclina 30 meq. 19 6 mas 15=18 14 6 menos




CUADRO 34

ESQUENA UTILIZADO DE ANTIBIOTICOTIPIA

Grupe 1
Carbenicilina (Cb)

Cloranfenicol (C)

Grupo 2

Paromomicina (PAR)
Estreptomicina (S)

Tetraciclina (Te)

Cepa sensible o‘medianamente sensible

Cepa resistente




3-2, PARTE SEGUNDA. RESULTADOS




En el cuadro 35 puede observarse los bioti

pos de cada uma de lus primeras 80 Cepes estudiedas, En el cuadro

36 se indican los bioi'pos obtenidos por grupos o especies de K.

pheumoniae en este grupo de microorganismos. En los cuadros siguien
tes 37, 38 y 39 se expresa la distribucién de gstos biotipos por
clinicas, productos patoldgices y meses en el periodo en estudio
respectivamente, En el cuzdro 40 se resume tode lc anterio: india
candose la distribucién de los biotipos por meses, clinicas y pro

ductos patoldgicos,

Los resultades de la aplicacién de la an=
tibioticotipia en estas primeras 80 cepas y siguiendo las mismas
pautas que paraz la bjiotipia se observan en los cuadros siguientes,
En el 41, los antibioticotipos de cada microotganismo ensayado; en
el 42, la distribucién por especies; en el 43 la distribucién por
clinicas; en el 44 la distribucion por productos patoldgicos; en
el 45 la distribucién por meses y en el 46 el resumen de la distri

bucién por meses, clinicas y productos patoldgicos,

En los cuadros 47, 48 y 49 puede observar
se 12 relacién obtenida entre los biotipos y antibioticotipos en

estas primeras 80 cepis estudiadas.

Una vez indicados los resultados obtenidos

en estas 80 cepas que como dijimos vienen a ser las de prusba pa=-

: s en
ra investigaciones posteriores pasamos a expresar los obtenido




& e ; i .
1 estudio epidemioldégico realizads en 30 . nfermos en los iue en
e

2lgun producto patolégico se aisld K. _pneumonise, %si er los del

Cuadro 50 hucemos referencia o los biotipos obtenidos en los 30

C2s08 no solo en los productos originules, sino también en otras

localizsciones y en heces y/o faringe. En el cuadro 51 indicamoa

los biotipos obtenidos en los productos putolégicos primitives y

que fueron objeto del envfo de los mismos a nuestro laboratorioe,
En el cuadro 52 se observa la distribucidn de estos biotipos ori-
ginales por las diversas clinicas en el periodo en estudio., En los
. idros 53 y 54, se indica la distribucién de infecciones endbgenas

y /o exdgenzs, con la aplicacidn dnica de la bietipia.

En los cuadros siguientes se hace igual
con los antibioticotipos, asi en el 55 se indica caso a caso y -
cepa a cepa los antibioticotipos obtenidos en los 30 enfermo; en
el 56 se observa la distribucidn de antibioticotipos por clinicas
en los productos originales y en el 57 lz distribucién por produc
tos primitivos. En los cuadros 58 y 59 hemos reflejado la tasa de
infescciones enddoenas y/o exdgenas en estos 30 enfermos con la apli

cacidn drica de los antibioticotipos.

En los cuadros 60, 61 y 62 se observa la
relacién entre biotipia y antibioticotipia en los 30 casos estu-

diados en la2 investig.cidén epidemiolégica.

Por ¢ltimo en los cuadros 63 y 64 se recg




ge la distribucidn de infec iones enddgenas y ex6genas an los 30

enfermos

mediente la aplicacién conjunta de antibioticotipia y bio

tipia, lo que en defiritiva reune todo nuestro trebajo.




CUADRO 35

RESULTADO DE LA APLICACION DE LA BIOTIPIA

Cepa Biotipo Cepa Biotipo

Dd 25 Dd
Dc 26 c
Oh 27 of
De 28 De
Da 29 d
De 30

0

h 31

De 32

W @ N s WN
‘

Df 33

[
(=]

34
35

e
N -~

36
37

=
]

38
39

[
wn

De
h
d
d
r
r
?
d

40

(-
o

41
4z
43
44
45

N N e e e
= O Vv o =

46
47

NN
Kl N

48

N
o




CUADRO 35 (econtinuacién)

Cepa Biotipo

Cepa Bintigo
65
S0 66

51 67
52 68

49 d

53 69
54 70
55 71
56
57

J o IJF a a a a o

72
73

o
-

58 74

j=
»

59 75

(=]
o

60
61
62
63

76
o
78

o o
- 0

o a a o P b o o 0
(w]
»

79

o
*

80

-
(3]

o
0

64




CUADRD 36

DISTRIBUCION DE_BIOTIPOS POR ESPECIE DL KLEBSIELLA PNEUMONIAE

1
7
2
1
S
1
2
S
1




CUADRO 37

DISTRIBUCION DE BIOTIPOS POR _CLINICAS
M*

Biotipos

C1i

nicas

QI

QI1 U O0.R.L.

(K.pn.A)
(K.pn.A)
(Kepn.A)
(K.pn.B)
(Kepn.A)
(K.pn.8)
(K.pn.D)
e [K.pni.A)
£ (K.pn.A)
g (K.pn.A)
h (K.pn.A)

Da(K.pn-ﬂ)

Da(K.pn.B)
Da{K.pn.C)
Da(K.pn.D)
Db(K.pn.A)
Dc(K.pn.A)
Dc(K.pn.B)
Dc(K.pn.D)
Dd(K.pn.A)
Dd(K.pn.B)
Dd(K.pn.C)




CUADRO 37 [continuaciénz

Biotipos PG MII mI o0 Qqr QII u o0.R.L, PS N UW,I., p
De(K.pn.A) = . ew . T .ia g ¢
Of(K.pn.A) “ 2y . 1 e . <
Dh{K.pn.A) - Bl el s o i e 1
PG = Patologia Generul O.R.L. = Otorrinolaringologia
NII = Médica II U = Urologia
MI = Médica I PS= Psiquiatria

" 0 = Obstetricia N = Nefrologia
QI = Quirdrgica I P = Pediatria
QII = Quirurgica II U.V.I. = Unidad de Vigii. .ia Intensiva




CUADRO 38

DISTRIBUCION DE BIOTIPGS POR_PRODUCTOS PATOLOGICOS

Biotipo Sd S F EF EU EH L

@ (Kepn.A) 1
b (K.pn.A)
(Kepn.A)
(Kepn.8)
(Kepn.A)
(K.pn.8)
(KepndD)
(K.pn.A)
(Kepn.A)
(Kepn.A)
(K.pn.A)
Da(K.pn.A)
Da(K.pn.B)
Da(K.pn.C)
Da(K.pn.D)
Db(K.pn.A)
Dc(Kepn.A)
Dc(K.pn.B)
Be(K.pn.D)
Dd(K.pn.A)
Dd(K.pn.B)
Dd(K.pn.C)




CUADRD 38 (continuacién!

Biotipo

F EF EU EH

De(K.pn.A)
Of(K.pn.A)
Dh(xopﬂol)

Orina
Sonda
= Esputo
Sangre
Frotis faringeo

Exudados nasales

Exudadc umbilical
Exudado herida
Loquios

Frotis prepucial
Cénula

L{quido cefalorraquidec




CUADRO 39

DISTRIBUCION DE SIOTIPOS DURANTE EL PERIODO DE ESTUDID

Biotipo Diciembre Ensro

Febrero TOTAL %

a (K.pn.A)
(Kepn.A)
¢ (K.pn.A)

1 1,2
4 S

9 11,2
3

(Kepn.B) 3,7

(KepnaoA)

(Kepn.B8)

(K.pn.D)

(KepneA)
P (Kepn.h)
g (Kepn.A)
h (Kepn.A)
Da(K.pn.A)
Da(K.pn.8)
Da(K.pn.C)
Da(K.pn.D)
Db(K.pn.A)
De(Kepn.A)
Dc(K.pn.B)
Dc(K.pn.D)
Dd(K.pn.A)
0d(K.pn.B)
Dd(K.pn.C)
ve(K.pn.A)
Of (K.pn.A)
Dh(K.pn.A)

-
(4]

2,5
242
2,5

1,2
8,7
2,5

O N =N
Ll o e e e R I




LUADRO 40

DISTR POS POR MESES, CLIN A
TRIBUCION DE BIOTIPOS OR MESES, CLINICAS Y PRODUCTOS PATOLOGICOS

Diciembre tnero Fabrngo

PATOLOGIA GENERAL
Orina

Frotis faringeo
Esputo

MEDICA II

Esputa

Exudado herida
Orina

MEDICA I

Orina

Sonda

Esputo
OBSTETRICIA
Loquios h
Orina Da, Df, Dc
QUIRURGICA I
Orina

QUIRURGICA II
Exudado herida
Sonda

Esputo

Orina

Canula




CUADRD 40 (continuacion)

UROLOGIA

Orina

Frotis prepucial
0.R.L.

Exudados nasales
Orina
PSIQUIATRIA
Esputo
NEFROLOGIA
Sangre

UeV.I,

Esputo

Orina

Sangre

Sonda

Cénula

PEDIATRIA

Orina

Frotis faringeo
Sangre

Exudado umbilical
Esputo

Sonda

LCR

Diciembre

R e o

Enero

Febrero

De, Dh, Da
h,0c, £, b
d
f




CBADRO 41
RESULTADO DE LA APLICACION DE LA A!TIBIU!;QU”EIA

Cepa Antibioticotipo Cepa Antibioticotipo
A/1 25 /6
A/1 26 A/1
/2 27 c/3
/6 28 A/1
8/1 29 0/4
D/6 30 A/l
A/3 3 0/6
0/1 32 A/1
c/1 33 A/1
A/3 34 o/8
¢/1 35 c/1
c/1 36 c/4
A/1 37 c/1
c/1 38 c/1
a/1 39 A/L
a/1 40 A/1
a/1 41 0/1
a/1 42 c/6
a1 43 A/1
A/S 44 D/6
a1 45 /e
a/1 46 c/3
o/8 47 /8
A1 48 B/5

OV @ 9 O B LN

10

’—l
e T Y T T I i o
ﬁaﬁag\nmqmm&umt-




CUADRO 41 ‘continuacién}

Antibioticotigo Cepa Antibiotigotigo
c/1 65 A/1

8/3 66 A/1
A/1 67 D/6
c/1 68 A/1
c/1 69 . A/1
0/6 70 A/6
A/1 71 A/1
0/6 72 /1
0/6 73 A/1
0/8 74 A/1
A/1 75 0/6
D/8 76 0/6
/1 77 /1
A/1 78 g
/1 79 A/1
0/6 80 i




UADRO 42

DISTRIBUCION OE ANTIBIOTICOTIPOS POR ESPECIE DE_KLEBSIELLA

PNEUMONIAE

Antibioticotipo

=
©

A/l
A/3
A/6
8/1
B/3
8/5
c/1
c/3
c/4
c/6
0/1
D/2
D/4

N
o

3
1
1
1
1
0
2
1




DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS POR LLINICAS

Clinica
Antibioticotipo PG MII mMI O QI QII U

A/l (K.pn.A)
A/1 (K.pn.B)
A/1 (K.pn.C)
A/1 (K.pn.D)
A/3 (K.pn.A)
A/6 (K.pn.A)
8/1 (K.pn.A)
B/3 (K.pn.A)
8/5 (K.pn.A)
C/1 (K.pn.A)
c/1 (K.pn.B)
€/3 (K.pn.A)
c/4 (K.pn.A)
c/6 (K.pn.D)
D/1 (K.pn.A)
0/2 (K.pn.A)
0/4 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.B)
0/6 (K.pn.D)
0/8 (Kepn.A)




CUADRO 44
DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS POR PRODUCTOS PATOLOGICOS

Antibioticotipo O 54 E 3 r g

EU EH L p
A/1 [K.pn.A) g 1
A/1 (K.pn.B)
A/1 (K.pn.C)
A/1 (K.pn.D)
A/3 (K.pn.A)
A/6 (K.pn.A)
8/1 (K.pn.A)
B/3 (Ke.pn.A)
8/5 (K.pn.A)
C/1 (K.pn.A)
C/1 (K.pn.B)
C/3 (Kepn.A)
C/4 (K.pn.A)
t/6 (K.pn.D)
0/1 (K.pn.A)
8/2 (K.pn.A)
D/4 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.B)
0/6 (K.pn.D)
0/8 (K.pn.A)

3




CUADRD 45

DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS DURANTE EL_PERIDDO EN ESTUDIO

'ntibioticoti o Diciembre Enero Febrero TOTAL
/1 (K.pn.A) 6 10 10
A/1 (K.pn.B) 2 - 2
A/l (K.pn.C) 2 -
A/1 (K.pn.D) 1
A/3 (Kepn.Aa)
A/6 (K.pn.A)
8/1 (K.pn.A)
8/3 (K.pn.A)
8/5 (K.pn.A)
C/1 (K.pn.A)
C/1 (K.pn.B)
C/3 (K.pn.A)
C/4 (K.pn.A)
/6 (K.pn.D)
D/1 (K.pn.A)
0/2 (K.pn.A)
0/4 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.A)
0/6 (K.pn.B8)
0/6 (K.pn.D)
0/8 (Kepn.i)

26 32,5
4 5

2 2,5
2 2,5
3 3,7
1

1

1

1

1,2
1,2

10

1
1
-]
1
2
1
1
1




CUADRC 46

DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS POR MESES, CLINICAS Y PRODUCTOS

PATOLOGICOS

M e

Diciombgo Enero Febrero

PATOLOGIA GENERAL

Orina D/6 c/1
Frotis faringeo A/1

Esputo A/1
MEDICA II

Esputo c/1, A/1 A/1
Exudado herida 0/6
Orina c/1
MEDICA 1

Orina b/1
Sonda 0/4,
Esputo 8/3
CBSTETRICIA

Loquios

Orina

QUIRURGICA I

Orina

QUIRURGICA II

Exudado herida

Sonda

Esputo

Orina

Cénula




CUADRD 46 (continuacion}

—Diciembre  Enero

UROLOGIA

Orina ¢/1

Frotis prepucial

0.R.L.

Exudados nasales

Orina

PSIQUIATRIA

Esputo

NEFROLOGIA

Sangre

U.v.I.

Eepato A/i, a/6, D/6
Orina

Sangre

Sonda

Cénula

PEDIATKIA

Orina A/1,8/1,D/2

Frotis faringeo A/1,A/3,0/1 A/1, 0/8
Sangre A/3 8/5

Exudado umbilical A/l
A/1

n/8

Esputo
Sonda

LCR




CUADRD 47

e ——

RELACION ENTRE LA BIOTIPIA Y ANTIBIOTICOTIPIA

Cepa

Biotipo

s b i i et bt et et et s
BXUNREEESEREERE S

Antibioticotigo

Dd
De
Dh
De
Da
Oc

h
De
of

Dd
Dd

A/1
A/1
D/2
0/6
8/1
0/6
A/3
0/1
c/1
A/3
c/1
c/1
A/1
c/1
A/1
A/1
A/1
A/1
A/1
A/3
A/1
A/1
D/6
A/l
0/6




CUADRO 47 !continugciﬂn)

Cepa Biotipo Agtiblotigotigo

26 c A/1
27 of c/3

28 De A/1
29 D/4
30 A/1
31 /6
32 A/1
33 /1
34 0/8
35 c/1
36 c/4
37
38
39
40
a1
42
a3
a4
45
46
a7
48
49
50




CUADRD 47 ‘gontinuacién]

Biotipo Antiblotigotigo
r A/1
d c/1
c t/1
h 0/6
A/1
0/6
D/6
D/8
A/1
o/e
/1
A/1
A/l
0/6
A/1
A/l
D/6
A/1
A/1
/6
A/1
c/1
A/l

o
1]

c
d
h
h
b
d
d
d

o
S a ¥ a o o a o 0

g §F R




CUADRO 47 {cnntinuagién]

Biotipo ggtihlotigotigo
Da D/6
of A/1
Da 0/6
of A/1
De /6




CUADRO 48

CORRESPONDENCIA BIDTIPOS-ANTIBIDTICOTIEDS PARA_KLEBSIELLA
PNEUMONIAE A

Biotipo Antibioticotipo
a (1) o/e (1)
b (4) A/1(1),0/6(1),0/8(1),A/3(1)
c (9) €/1(2),A/1(3),0/1(1),0/6(1),8/5(1),673(1)
d (15) A/3(1),c/1(4),0/4(1),c/4(1),A/1(6),0/6(2)
e (2) 0/6(1),0/8(1)
r (9) A/1(6),c/1(2),c/3(1)
g (1) A/1(1)
h (7) A/3(1),0/8(2),0/6(1),A/1(1),A/6(1),C/1(1)
Da (2) B8/1(1),A/1(1)
ob (1) 0/6(1)
De (S) A/1(2),0/1(1),0/6(2)
0d (1) A/1(1)
De (2) 0/6(1),A/1(1)
of (5) c/1(1),c/3(1),AZ1(3)
oh (1) 0/2(1)

Entre paréntesis figuran las cepas pertenecientes al coreespon-

diente marcador.




CUADRO 49

e — ]
ORRESPONDENCIA BIDTIiPOS-ANTIBIOTI OTIPO
PNEUMONIAE B,C,D

1. KLESIELLA PNEUMONIAE B8

Antibioticotipo
A/1(1), €/1(1), D/6(1)
A/1(2)
D/6(1)
0/6(1), A/1(1)
0/6(1)

2, KLEBSIELLA PNEUMONIAE C

Antibioticotipo
A/1(1)
A/1(1)

3. KLEBSIELLA PNEUMONIAE D

Antibioticotipo
A/1(1)
D/6(1)
A/1(1), c/6(1)

tesis figuran las cepas pertenecientes al correspondiente

Entre parén

marcador




CUADRO SO

BIOTIPOS DE LAS CEPAS ESTUDIADAS, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Laso Cepa Biotipo Caso Cepa Biotipo
1 De 26 Dc

De 22 Dd
De 28

De 29

—

r

b

Da 30 h

Dh 31 h
c 32

Da 33

De 34

Da 35

Da 36

Dz 37

Da 36

d 39

w oo = o o & LN

= = e e e
th » a2 N O

d 40
od 41
Dh 42
Dd 43

" 44

e e
O o =~ o

Da 45
of 46

NN
= O

De 47
48
49
50

NN NN
0 2 N




CUADRO S0 (continuacié

Cepa Biotipo Caso Cepa Biotipo

sl 66
52 67

83 68

54 69
55 70
56 71
57 72
58 73
59 74
60 75
61 76
62 77
63 78
64 79
65 80




CUADRD 51

0
STRIBUCION DE BIOTIPOS EN KLEBSIELLA PNEUMONIAE PO

PATOLOGICOS ORIGINALES. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Biotipo He

0DUCTOS

a (K.pn.A)
b (K.pn.B)
(KepneA)
(K.pn.B)
(Kepn.t)
(Kepn.A)
(K.pn.D)
(K.pn.C)
(KepnoA)
(Kepn.A)
(K.pn.A)
Da(K.pn.A)
Db(K.pn.A)
De(K.pn.A)
Dc(K.pn.8)
Dd(K.pn.A)
De(Kepn.A)
Df (KepneA)
Dg(K.pn.A)
Dh(Ke.pn.A) -

= Exudado faringeo Or= Orina Exudado quemadura

Exudado ocular S = Sonda H Heces

F
T = Exudado traqueal C = Catéter Exudado vaginal
0
E

Esputo He= Exudado herids

=173~




CUADRO 52

DISTRIBUCION D OTIPOS EN K ELLA UMONI 0 NICAS

PRODUCTOS ORIGINALES, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Clinicas
Biotipo QIT P R ORL UVI RNP

(Kepned) =
(KepnoA)
(KepneA)
(Kepn.B)
(Kepn.C)
(Kepn,2)
(KepnaD)
(K.pn.C)
f (Kepn.A)
9 (K.pn.a)
h (K.pn.A)
Da(K.pn.A)
Db(K.pn.A)
Dc(Kepn.A)
Dc(K.pn.B)
Dd(K.pn.A)
De(K.pn.A)
Of (Kepn.A)
Dg(K.pn.A) =
Dh(K.pn.A) - o - 1 -
P= Prematuros QII= Quirdrgica II PG=Patologiz General

R= Reumatologia 0 = Obstetricia U =Urologia

iﬂ

MII= Médica II RNP=Recién Nacido Patolégico

E= Escolares

UVI = Unidad Vigilancia Intensiva

-174-




CUADRO 53

e ey

DISTRIBUCION DE_INFECCIONES ENDOGENAS Y EXDGENAS POR _CLINICAS

ARA_KLEBSIELLA PNEUMONIAE A, A ICACION DE LA BIOTIPIA

Coincidencia de biotipos
Clinica N2 casos en faringe y/o heces % End,

uvl 3 60

ORL

Prematuros
RNP

Obstetricia

S0
S0

P. General 50

Escolares =
Urologia
Médica I
Quirdrgica 1I
Reumatologia

Médica II

End. = Endogenas

Exo. = Exogenas




CUADRO=S4

DI
QISTRIBUCION DE IN ONES ENDOGENAS Y EXOGENAS POR CLINICAS
PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE B, €,0.  _ICACION DE La BIOTIPIA

Coincidencia de biotipos

Clinica Necasos en farings y/o heces £ End. % Exo,

Prematuros(8)

1
Médica I1(B) 1
2
1l

1 100

Lactantes(C)
P. General(D)

End. = Endogenas
Exo, = Exogenas
B = Klebsiella pneumoniae B
C = Klebsiella pneumoniae C

D = Klebsiella pneumoniae D




CUADRO S5

e —————

ANTIBIOTICOTIPOS DE LAS CEPAS ESTUDIADAS, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

[ 1) ntibioticotipo ibioticotipe

A/1 0/8
A/1 c/8
A/1 c/e
A/1 c/8
/8 c/8
/8 c/8
A/1 /1
0/8 M
o/8 /1
o/8
/8
n/s
o/e
A/3
0/6
B/1
o/8
D/2
A/l
c/6
0/6
A/l
c/1
c/1
c/1

1

1
2
3
4
-]
6
7
8
9

[
T R T T IR B T S
w > O NP BB G N o0 s BN O

=177~




CUADRO 55 ‘continuacién}

Lepa __ Antibioticotipo ntibioticotipo
51 c/6 0/6
52 c/6 /3
53 c/6 A1
54 A/1
55 c/1
56 A/1
57 c/1
58 c/1
59 A/1
60 c/1
61 A/1

62 /2
63 0/6
64 c/8
65 c/8




.

CUADRC 56

DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS EN KLEBSIELLA PNEUMONIAE POR
CLINICAS, PRODUCTOS NRIGINALES, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Antibioticotipo QIT P R ORL UVI RNP L 0 PG E M U mII
A/1 (Kepm.A) i s 3 % 3y » .=
A/1 (K.pn.B) -1 - e Lo
A/l (K.pn.C) oW ie o ow - R e e e
A/2 (K.pn.A) . e e s - - oy ger D
A/3 (Kepn.A) - - - - 1 e e N
A/6 (K.pn.D} == a0 U0 D e
8/1 (K.pn.A) “ e o o "~ G e Rl e
C/1 (K.pn.A) ® e et - - e R N
C/1 (K.pn.C) - e - e o e we S EE
C/2 (Kepn.A) - - = - 1 - e ow eee s e
C/3 (K.pn.A) - = 1 = = @« a2 @ @ = = = =
€/6 (K.pn.A) - % e - e ] o s wa &)
/8 (K.pn.A) “ ]l @ = = o aa §FeiE W ;
0/5 (K.pn.A) - = = = = e e - =--- -

0/6 (Kepn.A) - = w = 1  w &% =k o

D/8 (K.pn.A)




CUADRO 57

e ———

DISTRIBUCION DE ANTIBIOTICOTIPOS EN

KLEBSIELLA PNEUMONIA POR

PRODUCTOS PATOLOGICOS ORIGINALES, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
N

Antibioticotipo

A/l (Kepn.A)
A/1 (Kepn,.B)
A/l (Kepn.C)
A/2 (K.pn.A)
A/3 (K.pn.A)
R/6 (Kepn.D)
B/1 (Kepn.A)
C/1 (KepneA)
C/1 (K.pn.C)
C/2 (K.pn.A)
C/3 (Kepn.A)
C/6 (Kepn.A)
C/8 (K.pn.A)
0/5 (Kepn.A)
0/6 (K.pn.A)
D/8 (K.pn.A)




CUADRO S8

DISTRIBUCION DE INFE CIONES ENDOGENAS Y XOGENAS POR CLINICAS

PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE A, APLICACION DE LA ANTIBIOTICOTI-

PIA

Coincidencia de antibioti

Clinica NS casos cotipos en faringe y/o heces  %End.

uvi 2 40

ORL =
Prematuros
RNP
Obstetricia
P. Gsneral
Escolares
Urologia
Médica I
Quirirgica II

Reumatologia

Madice II




CUADRO 59

DISTRIBUCION DE INFE CIONES ENDOGENAS Y EXOG NAS POR CLINICAS

PARA KLEBSIELLA PNEUMONTIAE 8,C,0, APLICACION DE LA ANTIBIOTI-

COTIPIA

Coincidencia de antibioti

Cli{nica N2 casos cotipos en faringe y/o heces

Prematuros(B) 1
Médica I(8) 1
Lactantes(C) 2

1l

1
1

P. General(D)




CUADRO 60

RELACION ENTRE LOS DOS MARCADORES EMPLEADOS, ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Caso Cepa Biotipo Antibioticotipo

De A/1
Oc A/l
De A/1
De A/1
Da D/8
Oh ' D/e

c A/1
Da o/8
Dc b/8
Da /8
Da b/8
Da D/8
Da 0/8

d A/3

d /6
Dd 8/1
Oh o/8
bd b/2

. a/1
Da c/6
of o/6
De A1

. e/

c c/1

c ¢/1

O @ =~ O U & W N =

—
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CUADRD 60 (continuacién!

Cepa Biotipo Antibioticotipo

26 De 0/8

27 Dd c/s
28

29

c/8
c/e
30 c/e
31 c/8
32 c/1
33 A1
24 A/1
3e , a/1
36 M1
as A/1
38 M1
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52




CUADRO 60 (continuacién[

Cepa Biotipo Antibioticotipo

53 r c/6

A/1
c/1
A/1
57 : £/l
58 c/1
59 A/1
60 c/1
61 A/1
62 0/2
63 0/6
64 c/8
65 c/e
ot /6
p c/3
£x A/1
69 e
70 iy
71 il
72 i
73 ] b
74 i
75 -
76 -
77 .
78 s
79 | By
A/1

54 h
55 d
56

80




CUADRO 61

ORRESPONDENCIA BIOTIPCS ANTIBIOTICOTIPOS PARA KLEBSIELLA PNEUMO-

NIAE A SEGUN PRODUCTOS PATOLOGICOS ORIGINALES. ESTUDIOD EPIDEMIOL O~
GICO

Biotipo Astibioticotipo
a (1) 0/6 (1)
b (1) A/1 (1)
c (1) _ c/1 (1)
(2) A/3(1), 0/6 (1)
f (2) c/8(1), c/s (1)
g (1) A/1 (1)
h (1) A/1 (1)
Da(4) 0/8(2),c/6(1),a/2(1)
Ob(1) 0/5(1)
De(1) c73 (1)
Dd(3) : 8/1(1), c/8(1), A/1(1)
‘ De(2) A/1 (2)
pr(2) o/6(1), c/2 (1)
Dg(1) a3)
Dh(2) 0/8(1), A/1 (1)

Entre paréntesis las cepas pertenecientes al correspondiente

marcador




CUADRO 62

ORRESPONDEN BIOTIPOS/ANTIBIOTICOTIPGS ARA_KLEBSIELLA PNEUMO-

NIAE B, C, D SEGUN PRODUCTOS PATOLOGICOS ORIGINALES, ESTUDIO EPI-

DEMICLOGICO

l. KLEBSIELLA PNEUMONIAE B

Antibioticotigo
A/1 (1)
A/1 (1)

2, KLEBSIELLA PNEUMONIAE C

Antibioticotipo
c/1 (1)
A/1 (1)

3. KLEBSIELLA PNEUMONIAE D

Antibioticétipo
A/6 (1)

Entre paréntesis las cepas pertenecientes al correspondiente

marcador




CUADRO 63

e —— ——

DISTRIBUCION DE INFECCIONES ENDOGENAS Y

EXOGENAS POR CLINICAS

PARA KLEBSIELLA PNEUMONIAE A, APLICACION DE LA BIOTIPIA Y AN-

JIBIOTICOTIPIA

Coincidencia de biotipos
y antibioticotipos en fa

Clinica ringa y/o heces N2 casos %eEnd.  %Exo.
uvl 2 5 40 60
ORL - 2 - 100
Prematuros 1 2 50 50
RNP 1 4 25 75
Obstetricia - 2 - 100
P. General 1 2 50 50
Escolares = 5 = lo0
Urologia 1 1 100 =
Médica I i 2 50 S0
Quirdrgica II - 1 - 100
Reumatologfia - | = 100
Médica II 1 1 100 -




CUADRO 64

DISTRIBUCION D
PARA KLEBSIE

INFECCIONES ENDOGENAS Y EXOGENAS POR CLINICAS

LA PNEUMONIAE 8, C, D. APLICACION DE LA BIOTIPIA
Y ANTIBIOTICOTIPIA

_M
Coincidencia de biotipos
y antibioticotipos en fa

Clinica ringe y/o heces N® casos %End,

Prematuros(8) 1 100
Médica 1 (B)
Lactantes(C)
P. General(D)




3=3, PARTE TERCERA. JUICIO CRITICO




A 12 hor: de plantearse un correcto

trol de las infecciones hospitalarias es necesario recurrir al em

pleo de marcadores epidemioldgicos. Este sistema ofrece una serie

de inconvenientes, el mds importante de los cuales es él de los -
cambios de los tipes por mutaciones espontaneas, por influancias
ambientales o por fenomenoz de transferencia genética. Adn recong
ciendo "a priori" estos defectas es 1= dnica forma de establecer
la cadena epidemioldgica de estos procesos Fpara en un momento de-

terminado establecer los niveles de epidemia o saber si las infec

ciones tienen un origen exégeno o enddgeno.

K. pneumoniae es un micror.ganismo frecuan

te en nuestro ambiente hospitzlario y ello jr.tificari~ la amplia
gama de trabajos realizados en nuestro Tepartamento sobre el mismo.
Estudios gque en la mayoria de &os casos han pratendido encontrar
marcadores eficaces para e’ control epiuemioldgico de las infeccio
nes hospitalar. as., Aci se han aplicado la serotipia, bacteriocino
tipia y biotipia, con result .dos muy Jdiversos como vimos en la& re
visiédn hibliogrdfica. No se habfa empleado hasta ahora la antibio
t icotipia si bien se "2bia trabajado sobre la suceptibilidad de

K., pneumc.iae @ los diversos antimicrobianos., Basandonos en estos
estudios nosotros hemos creado un @sguema nuevo de antibioticoti-

mediinte la deteccidn de sensibilidad o resistencia de las ce

el

pia
pas problemas a 5 sustancias que hemos d:vidido en dos grupos,

i mo
primero con carbenicilima y cloranfenicol y el segundc con paromo

Segun los resul

ici i i 34).
micina, estreptomicina y tetraciclina (cuadro 34)
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tarus obtenidos el untibinticotL

0 vendrd expre

sado por un: letra

/ un ndmeru, por ejemplo: A/1,B/4, C/2 etc.

Una vez que en la primera p:rte de nuastro

trabajo comprobamos qua 1a antibioticotipiz sola o con la biotipia

podrii tenmer vitalida“ prdctica, risamc. a efe¢tuar la tipificacién
en 30 casoc clinicos donde aparecid K. pneumonize can la fin:lidad
de deterpinar si estos enfermos hospitalizados se contaminaban de

foraa exo_in2 o endégema., Al mismo tiempo que utilizamos la antibio

ticot pia tambien aplicamos la bidtipia qua es el m:rcador méds arbc

tico en la ti -acién de K. pneumonice. La cenclusidn mds funda

mental de nuestro estudio como ;usde observarse en los cuadros B3,
54, 58, 59; 63 y 64 es 12 importante correspondencia entre bictipi:
y antibioticotipia., Este hecho que no ocurre con otros marcadores
empleadns simultansamente 2bre una puertz esper:nzadora en l: tipiz

de K. , 2umoniae pues Fista ahora cuando se utilizan varios marca

dores se obtiene tel dispersidon de tipos lo que imposibilita el cen

trol epidémico.

Otro dato importante es el hecho de poder

clasificar K. pneumoniae en un nimero ciertamente més restringido

por a.tibioticotipiu que por ‘acteriominotipiez, lo gqus unido 2l -

hecha de su ffcil aplicacién hacen a este marcador el complemento

ideal para la tipificacidn epidemiolégica de K. pneumoniae.

Es un hecho claramente constztado que unz

i i ier -ilig- 2 sensibilidad # un anti
cepa puedsa cambiar con cierta facilie-d la sens
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- 3 by 4 a Y e
mlcroblann, esto yue para algunos determinan que se desecha la an

tibioticutipia puede ser indirectamente rebatido al cuedar claramen

+ o
te demostrado que con otros marcadores ocurrea igual, ya que hoy paer

G i e
hoy no existe marcador que sea @stuble con el tiempo y todos came

bian en mayor o menor amplitud,

Por todo lo expuesto consideramos Gua la

antibiolicotipia debe emplearse per su estabilid:d equéparable a

o tros marcadores, por su coincidencia con la biotipia y por su fa

cilidad técnica de realizacién. luevas experiencias deben confirmar

lo hasta aguf comprobado por nosotros.

Juntc con este justi"icacién de nuestro
trebe jo debemos seiialar que no existe un antibioticotipo claraman
te predominante en ningun grupo de K, pneumoniae, que ciertos anti
bioticotipss no se han present:do y fue durante el pariodo en es-
tudio no hubo brotes epidémicos en ninguna clinica debida a K. =-
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CAPITULO CUARTO . CONCLUSIONES




mediante la antibioticotipia para ello se emplean cinco anti-

micrebianos divididos en dos Qrupos, el primero con carbenici

lina y cloranfenicol Y el segundo con paramomicina,

estrepto-

micina y tetraciclima.

La calificacién de 1los antibioticotipas se hace con una letra
maydscula nara el primer grupo y con ndmeros ardbigos para el
seqgundo atendiendo a la sensibilidad o resistencia a lis suse

tancias ensayadas,

Se aplica conjuntamente la biotipia y rwestro esquema de anti

bioticotipia a 80 cepas de K. pneumoniae para comprobar su --

utilidad prdctica, cosa gue juedd tras las experisncias reali

zadas suficientemente demostrada,

La aplicacién conjunta de la antibioticotipia y biotipia en
30 casos clinicos donde en algunos productos patoldgicos se -

aisldéd K. pneumoniae y comparandoia con los tipos ue faringe

y/o heces mostré su utilidad para determinar los porcentajes

de infeccicnes enddgen:s y exfgenas a nivel hospitalario.

No hay como ocurre con otros marcadores, un claro predominio
de antibioticotipos por productos patoléoices . en el tiempo

en estudio se cvidencid  ningun brote epidémico,

Existe un: alta correlacion entre infecciones enddégenas y exg

genas aplicando individualmente la biotipia y la antibiotico=-
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tipia y cuando se utilizan conjuntamente,

Ante la experiencia realizada creemgs que el 8squema propuesto

dez antibioticotipia puede Supcner ur. gran ayuda en el cantrol

de infecciones hospitalari:s por K. pneumcnise sobre todo por

su facil realizacidn tédcnica, lo que unido a la biotipia per-

mitiria un control rutinario Yy asequible a cualgquier laborato

rio.
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