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Vigilancia epidemiolégica por medio de la
biotipificacion.

Propuesta basada en un estudio de
aislamientos de la tribu Klebsiellae.

Federico Diaz G., M. D.! y Alvare Uribe P.,, M. D.2

EXTRACTO

Se presentan los resultados de la clasificacién en
especies y biotipos, con el sistema MICRO-ID, de
361 aislamientos presuntivamente identificados
por métedos bioguimicos tradicionales como de
la tribu Klebsiellae. Se hallé que la identificacién
presuntiva habia side acertada en 96.5% de los
easos; predominaron las especies Klebsiella pneu-
moniae, Klebsiella oxytoca y Enterobacter cloacae; ca-
da especie estuve conformada por varios biotipos
pero unes poces conslituian la mayoria de los
aislamientos. Se hace énfasis en que es posible la
vigilancia epidemiolégica fundamentada en la
biotipificaciéon y en la viabilidad de ésta en el
laberatorio hospitalario recurriendo a alguno de
los estuches miniaturizados y estandarizados de
reacciones bioquimiecas,

INTRODUCCION

La tribu Klebsiellae, de la familia Enterobacteriaceae, com-
prende varios géneros, a saber: Klebsiella, Enterobacter,
Serratia y Hafnia; cada género a su vez, excepto Hafnia,
abarca varias especies!. Los microorganismos de esta tribu son
habitantes normales del intestino humano o animal asi como
del ambiente; algunos de ellos, por ejemplo Klebsiella pneu-
moniae, han sido reconocidos tradicionalmente como agentes
de enfermedad humana. En afios recientes varias especies se
han destacado como productoras de infecciones oportunistas?.
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En el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Universitario
San Vicente de Patl de Medellin, se identifican los aislamien-
tos de enterobacterias con base en series bien conocidas de
reacciones bioquimicas (triple azicar hierro, lisina hierro agar,
citrato de Simmons, agar urea, medio de Sim, produccién de
indol, etc.). Los aislamientos de la tribu Klebsiellae se designan
como Klebsiella cuando son inméviles, Enterebacter en
caso contrario y Serratia marecescens si la colonia exhibe el
pigmento rojo pirpura clisicamente descrito. Este procedi-
miento brinda informacién Gtil para el manejo rutinario de los
pacientes pero no hace aportes al aspecto epidemiolégico de las
infecciones hospitalarias.

La identificacion de los aislamientos de la tribu Klebsiellae y de
las entercbacterias en general hasta el nivel de especie es muy
importante desde el punto de vista epidemiolégico. En efecto,
si se ignora la especie no es posible mantener una vigilancia
apropiada de brotes en una institucién; para este propésito es
indispensable emplear, ademas, algin método de tipificacién
de los aislamientos.

Hay diversos sistemas de tipificacién bacteriana como los que
dependen de la susceptibilidad a los bacteriéfagos o a las
bacteriocinas, de la determinacién en la composicién antigéni-
ca, de las exigencias nutricionales, o del comportamiento
frente a una bateria de reacciones bioquimicas®-8; todos cum-
plen el mismo propésito: definir la identidad o diversidad de los
aislamientos de una especie dada.

La tipificacién que se basa en reacciones bioquimicas (biotipi-
ficacién) es el sistema mas al alcance de los laboratorios
corrientes; se recurre para ella al empleo de alguno de los
estuches estandarizados y miniaturizados hoy disponibles para
muchas bacterias; salvo por su alto costo tienen la ventaja de
poner reactivos idénticos al alcance de todos los laboratorios,
asi como manuales de identificacién que se basan en el analisis
de innumerables cepas por medio del computador; “...los
perfiles numéricos con que se identifican las bacterias en
varios de los estuches miniaturizados de reacciones bioquimi-
cas son biotipos que se pueden usar provechosamente para
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valorar la incidencia de cada uno en los aislamientos de una
especie dada...”®

En este estudio se emples el sistema llamado MICRO-ID
(General Diagnostic, Morris Plains, New Jersey) con el objeti-
vo de definir para propésitos de vigilancia epidemiolégica las
especies y biotipos de los aislamientos de la tribu Klebsiellae
hechos durante un periodo de 6 meses en el Hospital Universi-
tario.

MATERIALES Y METODOS

Descripeion del sistema: El MICRO-ID consta de 15 reac-

ciones bioquimicas, a saber: fermentacién de sorbitol, inositol,
adonitol y arabinosa; hidrélisis de esculina, Grea y o-nitrofenil-
beta D galactopiranésido; oxidacion del malonato de sodio;
descarboxilacién de la lisina y la ornitina; desaminacién de la
fenilalanina; formacién de indol y dcido sulfhidrico; reduccién
de los nitratos y produccién de acetoina. Los resultados obteni-
dos con cada cepa forman un c6digo numérico que se compara
con el de cepas conocidas, incluidas en un manual especial-
mente diseflado que da informacién sobre tres puntos, a saber:
a) la identificacién mis probable del microorganismo; b) la
similitud del cultivo desconocido con el cultivo tipico; ¢) el
grado de separacién entre la opcién mds probable y otras
posibles. Con esta informacién se establecen 11 categorias®
cuya seguridad diagnéstica disminuye de la primera a la undé-
cima, asi:

. Identificacién excelente; separacion excelente. Todas las
I. Identif; lent lente. Todas |
pruebas concuerdan-con la primera opci6n.

II. Identificacién excelente; separacién excelente. Las reaccio-
nes atipicas son menores.

III. Identificacién extremadamente buena; separacién exce-
lente.

IV. Identificacién muy buena; separacién buena. Todas las
pruebas concuerdan con la primera opci6n.

V. Identificacién buena; separacion buena. Las reacciones
atipicas son menores.

VI. Identificacién buena; separacién suficiente. Las reaccio-
nes atipicas son menores a moderadas.

VII. Identificacién aceptable; separacién buena.

VIII. Diagnéstico razonable; muy buena separacion; bioquimi-
camente atipico.

IX. Buena concordancia con una especie; separacién acepta-

ble.
X. Mas de una opcién es una identificacién posible.
XI. La primera opcién es altamente atipica y no separable.

Cepas estudiadas: Entre marzo y octubre de 1982, en el
Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Universitario San
Vicente de Paul. se hicieron 361 aislamientos, presuntiva-
mente identificados como de la tribu Klebsiellae, provenientes
de muy diversos especimenes y servicios hospitalarios y que se
sometieron al proceso-de MICRO-ID, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, para definir sus especies y bio-
tipos.

RESULTADOS

Categorias: En esta serie estuvieron representadas 8 de las
categorias posibles (Cuadro 1); 80.3% de las cepas pertenecie-
ron a las 4 primeras. Hubo 4 cepas en que sélo se logré llegar a
la identificacién de género.

Especies: Excluyendo 20 casos de la categoria X donde es
posible mas de una opcién, en el Cuadro 2 se presentan las
especies de los restantes 341 aislamientos. Se destacan el
predominio de Klebsiella pneumoniae y de Enterobacter
cloacae; la presencia de Klebsiella oxytoca y de Klebsiella
ozaenae y la infrecuencia de Serratia marcescens; 12 cepas
(3.5%) pertenecieron a géneros de otras tribus.

Cuadro 1
Categorias* de 361 Aislamientos Presuntivamente
Identificados como Klebsiella o Enterobacter.
Hospital Universitario San Vicente de Paal,
Medellin, marzo-octubre, 1982,

Calegoria Aislamientos Porﬂ‘nlajt‘
IalV 290 80.3
V, VII, VIII, X 67 18.6
Diagnéstico de género solamente 4 1.1
Total 361 100.0

* Seglin el Manual MICRO-ID

Cuadro 2
Especies de 3412 Aislamientos Presuntivamente
Identificados como Klebsiella o Enterobacter.
Hospital Universitario San Vicente de Pail,
Medellin, marzo-octubre, 1982

Especie Aislamientos |Porcentaje

Klebsiella pneumeoniae 225 66.0
Klebsiella oxytoca 29 8.5
Klebsiella ozaenae 6 1.7
Enterobacter cloacae 47 13.8
Enterobacter b (otras especies) 9 2.6
Serratia marcescens 10 2.9
Serratiac (olras especies) 2 0.6
Hafnia alvei 1 0.3
Aislamientos no pertenecientes a la
tribu Klebsiellae d 12 3.5

Total 341 100.0

a. Seexcluyeron 20 aislamientos de la categoria X porque en
ellos eran posibles 2 opciones.

b. E. agglomerans, E. acrogenes
¢. S. rubidea, S. liquefaciens
d. E. coli, C. freundii, C. diversus, S. sonnei.

Biotipos: No hubo homogeneidad en el comportamiento
bioquimico de las diversas especies; los aislamientos de Kleb-
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Cuadro 3
Porcentaje de Aislamientos de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca
Constituido por los Biotipos Predominantes. Hospital Universitario San Vicente de Paul, Medellin,
marzo-octubre, 1982

Especie Biotipos Aislamientos Porcentaje
Klebsiella pneumoniae 60777-60677
60377-60773 208 92.4
60277-60577
60775
otros 12 bio-
tipos 17 7.6
Total 225 100.0
Enterobacter cloacae 61231-61271
61235-41271 28 59.6
61371
otros 14 bio-
tipos 19 40.4
Total 47 100.0
Klebsiella oxytoca 62677-62777
62077-62477 26 89.6
otros 3 bio-
tipos 3 10.4
Total 29 100.0

siella oxytoca exhibieron 7 biotipos y los de Klebsiella
pneumoniae y Enterobacter cloacae 19 biotipos cada uno.
Sin embargo, ciertos biotipos predominaron en cada una de las
especies como muestra el Cuadro 3 donde se aprecia que de los
biotipos de Klebsiella pneumoniae constituyeron 92.4% de
sus aislamientos; 5 de los de Enterobacter cloacae formaron
59.6% de las cepas de esta especie y 4 de los 7 de Klebsiella
oxytoca 89.6% de las cepas clasificadas como de esta especie.

DISCUSION

Los métodos miniaturizados, estandarizados y con identifica-
cion de especie basada en andlisis por computador ofrecen
ventajas sobre los tradicionales de llevar a efecto las pruebas
bioquimicas. Aunque no se pueden recomendar sin reservas,
dado su alto costo, son de innegable utilidad para definir las
especies y biotipos de los aislamientos con propésitos epide-
miol6gicos. Esta informacion es fundamental para las labores
de un Comité de Infecciones pues permite sospechar precoz-
mente la ocurrencia de brotes al aislar especies o biotipos no
habituales en la institucién o notar un incremento, por encima
de lo corriente, en la frecuencia de alguno (s) de ellos. Se logra
asimismo, mediante la definicién de los biotipos, puntualizar
en estos brotes los reservorios, las fuentes de infeccién y las
vias de diseminacién de los microorganismos.

El MICRO-ID se ha empleado previamente para propésitos de
biotipificacién'®. En efecto, Edberg y colaboradores ! hallaron

que es rapido y confiable para definir los biotipos de Haemo-
philus influenzae, algunos de los cuales se encontraron
como predominantes en casos de bacteremia, meningitis y
conjuntivitis.

Dados el costo de los sistemas de tipificacién y la posibilidad
que haya ciclos en la diseminaci6n de especies o biotipos en un
hospital, se puede proponer el muestreo periédico de las cepas
y la restriccién del procedimiento a las de un determinado
género, especie o tribu, para que el Comité de Infecciones
pueda evaluar, en un marco de austeridad, la utilidad que tiene
la tipificacién. Por ejemplo, introducir la biotipificacién sélo
para los aislamientos de Escherichia coli hechos de pacientes
hospitalizados, en un mismo dia de cada semana, o una semana
dada de cada mes; con base en la experiencia obtenida el
Comité decidira la conducta a seguir en el futuro.

Cabe anotar que el Instituto Nacional de Salud de Colombia
brinda asesoria en la tipificacién de cepas por sistemas que no
estan al alcance del laboratorio hospitalario comtn; por ejem-
plo, de las cepas de Salmonella enteritidis por medio de
serotipificacién, o de las de Pseudomonas aeruginesa por
bacteriocinotipificacién.

Cuando un laboratorio hospitalario practica las pruebas de
sensibilidad de las bacterias por métodos estandarizados y
cuantitativos (concentracién inhibitoria minima), la informa-
cién que se acumula a través del tiempo sobre patrones de
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resistencia es también de utilidad epidemiolégica. En efecto, el
aumento de la frecuencia de un patrén de resistencia descu-
.bierto previamente puede indicar un brote y el hallazgo de un
patrén completamente nuevo sugiere que una cepa (tipo) antes
desconocido en la institucién ha entrado en ella.

En los aislamientos de esta serie, 96.5% se habian identificado
correctamente como de la tribu Klebsiellae por los procedi-
mientos bioquimicos tradicionales. En otros términos, la serie
bioquimica usual sigue siendo confiable en bacteriologia de
rutina, ademds de econémica; por ello, a juicio de los autores,
la introduccién de los sistemas de tipificacién se ha de enmar-
car en las necesidades de la vigilancia epidemiolégica, particu-
larmente si los recursos son limitados. Es oportuno recordar,
sin embargo, que la informacién asi lograda tiene también
relevancia clinica y terapéutica. La primera porque algunas
especies (Klebsiella ozaenae y Klebsiella rhinoesclero-
matis) se asocian con cuadros peculiares y porque conocer la
especie posibilita la distincién entre una recaida y una reinfec-
cién en infecciones del tracto urinario!2. La segunda porque la
informacién sobre los patrones de sensibilidad de las especies
prevalentes en cada hospital capacita a los clinicos para con-
ducir mas racionalmente la terapia, en el caso individual, si se
dispone del dato de la especie pero no de la prueba de sensibi-

lidad.
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SUMMARY

Results are presented on biotyping of 341 isolates of the tribe
Klebsiellae. Predominant species were Klebsiella pneumo-
niae, Klebsiella oxytoca and Enterobacter cloacae; each
species comprised multiple biotypes, of wich only a few were
frequently encountered. The feasibility of epidemiological
surveillance based on biotyping by means of miniaturized kits
of biochemical reactions is emphasized.
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