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RESUMEN

S. marcescens es un patéogeno oportunista que
causa infecciones neonatales invasivas con elevada
mortalidad. El objetivo de esta investigacion fue
determinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
de aislados de S. marcescens involucrados en un
brote de infeccion asociada a los cuidados de la salud
ocurrido entre el 20 de octubre y el 4 noviembre del
2008 e identificar la probable fuente de infeccion.
Se realiz6 un estudio microbiolégico de todos los
aislados que incluy6 la determinacion de su perfil
de susceptibilidad, la produccion de B-lactamasas de
espectro expandido (BLEE) y la tipificacion molecular
mediante electroforesis de campos pulsantes (ECP).
Durante el periodo epidémico se hospitalizaron 29
pacientes, siete presentaron sepsis por S. marcescens
y cuatro murieron. No se identificd ningtin caso en el
periodo pre-epidémico. Se cultivaron 3 muestras de
nutricion parenteral total (NPT) y 21 de medicamentos
en frascos multidosis (MFM) incluyendo componentes
delaNPT. En 37,5% de las muestras (3 NPT y 6 MFM)
se obtuvo aislamientos de S. marcescens productoras
y no productoras de BLEE, estos aislamientos fueron
comparados, mediante ECP, con los obtenidos de
los pacientes, encontrandose un patréon genotipico
unico. En conclusion, el brote fue causado por la
administracion de NPT contaminada.
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ABSTRACT

S. marcescens is an opportunistic pathogen causing
invasive neonatal infections with high mortality. The
aim of this research was to determine the phenotypic
and genotypic characteristics of S. marcescens isolates
involved in an outbreak of infection associated with
health care that occurred between October 20th and
November 4th, 2008 and to identify the most likely
source of infection. A microbiological analysis
including the determination of their susceptibility
profiles was conducted including the production
of extended spectrum B-lactamases (ESBL) and
molecular typing by pulsed field electrophoresis
(PFGE). During the outbreak 29 patients were
hospitalized, seven had sepsis due to S. marcescens
and four died. No cases in the pre-epidemic period
were identified. Three TPN samples and 21 drugs in
multidose vials (DMV) including components of the
TPN were cultured. 9 samples (37.5%) (3 TPN and
6 DMV), S. marcescens ESBL producing and non-
producing were isolated, this isolates were compared
with those obtained from blood cultures of patients.
All isolates presented a unique genotypic pattern by
PFGE. In conclusion, the outbreak was caused by the
administration of contaminated TPN.
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neonatal infection associated with health care.

INTRODUCCION

Los neonatos hospitalizados son especialmente
susceptibles a las infecciones asociadas a los cuidados
de salud [1]. Se estima que este tipo de infecciones
se producen en 6 a 8,9 por cada 1000 pacientes/
dia [2], afectando principalmente a los neonatos de
muy bajo peso y a los de extremadamente bajo peso
al nacer. Estos neonatos requieren largos periodos
de hospitalizacion y estan expuestos a numerosos
procesos infecciosos debido a la inmadurez de su
sistema inmune y a los bajos niveles de anticuerpos
transplacentarios adquiridos de la madre [2].

Las infecciones del torrente sanguineo constituyen
las tres cuartas partes de las infecciones asociadas a
los cuidados de salud que se producen en los neonatos,
siendo los principales factores involucrados en su
produccion el uso de catéteres vasculares, el bajo
peso al nacer, las enfermedades del tracto respiratorio
al momento del ingreso y a la administracion de
nutricion parenteral total (NPT) [1,2,3].

Las infecciones del torrente sanguineo que
se presentan en los primeros dias de vida (sepsis
neonatal temprana) son producidas principalmente
por estreptococos del grupo B y Escherichia coli,
adquiridos durante el paso por el canal del parto o
por via ascendente cuando hay ruptura prematura
de membranas. En la sepsis de inicio tardio, los
microorganismos involucrados son los colonizantes
del neonato que provienen de la madre, de los
cuidadores, asi como los adquiridos durante la
hospitalizacidon por transmisién horizontal [1].
En este caso, estan involucrados los estafilococos
coagulasa negativos, S. aureus, Enterococcus spp.
y bacilos Gram negativos, sin embargo, cuando este
cuadro clinico se presenta luego de los 30 dias de
edad, las especies de Candida y Malassezia furfur
juegan un papel preponderante [1,2,4].

A pesar de que clasicamente se ha establecido
que los cocos Gram positivos son los principales
agentes etioldgicos de la sepsis neonatal tardia,
algunos autores han reportado que las enterobacterias
son los principales agentes causales, siendo
Klebsiella, Serratia y Enterobacter los géneros
principalmente involucrados [3]. La transmision de
las enterobacterias a los neonatos ocurre usualmente
a través de las manos del personal de salud, como
también puede suceder mediante soluciones
parenterales contaminadas, formulas lacteas, leche
materna, medicamentos y del ambiente [3,5,6].

Serratia marcescens es habitualmente considerada
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como una especie comensal benigna que muy rara
vez se encuentra colonizando o produciendo
infeccion en neonatos, sin embargo, en los ultimos
afios han aumentado los reportes de brotes de
infeccion neonatal asociados a los cuidados de salud
producidos por este microorganismo [1,3,4,7,8]. El
objetivo de esta investigacion fue determinar las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de aislados
de S. marcescens involucrados en un brote de
infeccidon neonatal asociada a los cuidados de la
salud e identificar la fuente probable de infeccion.

MATERIALES Y METODOS

El Complejo Hospitalario “Ruiz y Péez” es un
centro de tercer nivel con 470 camas, ubicado en
Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela, que cuenta
con dos Servicios de Perinatologia. En el Servicio de
Perinatologia I se atienden a todos aquellos nifios
nacidos en ese centro de salud, de partos eutosicos
simples y sin antecedentes patologicos perinatales.
El Servicio de Perinatologia II consta de 18 cunas y
atiende a todos aquellos neonatos con antecedentes
patoldgicos perinatales infecciosos o no y pacientes
referidos de otros centros de salud.

1. Descripcion del brote

El 20 de octubre de 2008 se identificd un caso de
sepsis asociada a los cuidados de salud, producida
por S. marcescens en un neonato hospitalizado en
el Servicio de Perinatologia II con antecedente
materno de infeccion urinaria en el ultimo mes de
embarazo, no tratada. En los dias siguientes, entre el
28 de octubre y el 4 de noviembre se identificaron 6
neonatos con sepsis por S. marcescens, de los cuales
cuatro fallecieron lo que motivé el estudio de un
posible brote. El estudio se realizé desde el 20 de
octubre al 5 de noviembre de 2008.

2. Estudio microbiolégico

En el estudio microbioldgico del brote se
incluyeron todas las muestras clinicas tomadas
a los neonatos hospitalizados durante el periodo
de estudio, asi como muestras provenientes de
las manos del personal, contenedores de agua de
los humidificadores de oxigeno, medicamentos y
soluciones parenterales que se estaban administrando
a los neonatos. Las muestras procedentes de los
fluidoterapicos se tomaron mediante un estudio
microbioldgico puntual realizado sin previo aviso el
4 de noviembre [9,10].

Todas las cepas de S. marcescens se identificaron
mediante técnicas convencionales. Posteriormente
se les determiné el patréon de susceptibilidad a
los agentes antimicrobianos, utilizando el método
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de difusioén con discos siguiendo los criterios del
Clinical Laboratory Standard Institute [11]. Los
antibidticos probados fueron amoxicilina-acido
clavulanico (20/10 pg), ampicilina-sulbactam
(10/10 pg), piperacilina-tazobactam (100/10 pg),
cefalotina (30 pg), cefepima (30 pg), cefotaxima
(30 pg), ceftazidima (30 ng), cefoperazona (75 pg),
imipenem (10 pg), meropenem (10 pg), aztreonam
(30 pg), gentamicina (10 pg), amicacina (30 pg)
y ciprofloxacina (5 pg). A todos los aislados se
les determind la produccion de BLEE mediante el
método de sinergia de doble disco [12].

3. Tipificacién molecular de los aislados de S.
marcescens

Se realizo la tipificacion molecular de los aislados
mediante la electroforesis de campos pulsantes
(ECP).

3.1. Preparacion del ADN inmovilizado. Las
cepas de S. marcescens fueron subcultivadas en agar
Mueller-Hinton (BBL®) y se resuspendieron en 50 pl
de una solucion de NaCl al 0,5% y EDTA al 0,01M
pH 8.0, se mezclaron con 150 pul de agarosa de bajo
punto de fusién al 1,5%, fundida y atemperada a
45 °C. Con esta mezcla se prepararon minibloques
de 3 mm x 3 mm x 0,7 mm (largo, ancho y grosor)
utilizando un molde. La concentracion final de células
bacterianas en cada minibloque fue de 2,1 x 10°
células/ml aproximadamente. Posteriormente, las
células inmovilizadas fueron sometidas a un proceso
de lisis y desproteinizacidén, en una soluciéon que
contenia Tris al 0,01M; EDTA al 0,1M; sarcosyl al
1%; nonident P40 al 1% y urea al 4M pH 9,5 y se
incubaron por 2 horas a 43 °C, luego se elimino esta
solucidn, se lavaron con agua destilada y con una
solucion Tris-HCl al 0,01M y EDTA al 0,1M pH 8,
donde se conservaron a 4°C hasta el momento de la
digestion.

3.2. Digestion del ADN inmovilizado con
enzimas de restricciéon. Un minibloque de cada
aislado fue sometido a la accion de la enzima Xbal
(Sigma®) (1 pl) en 100 pl del tampon de digestion
SH 1X y se incub6 durante 2 horas a 37°C [13].

3.3. Separacion de los fragmentos de
macrorrestriccion del ADN de S. marcescens. La
electroforesis se realizé en la cdmara minichef del
equipo Guefast-06® (NEURONIC, S.A) en un campo
eléctrico de 10 V/cm durante 5 horas, 10 minutos.
Posteriormente, el gel fue tefiido con bromuro
de etidio (Sigma-Aldrich®), se visualizé en un
transiluminador UV y se fotografié con una camara
digital PowerShot A700 (Canon®). Los perfiles de
bandas obtenidos fueron comparados por inspeccion
visual, acorde a los criterios de Tenover et al [14].
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RESULTADOS

Caracteristicas del brote

El periodo epidémico fue de 17 dias, del 20 de
octubre al 5 de noviembre del 2008. Durante este
periodo se diagnosticaron 7 neonatos con sepsis por
S. marcescens de 29 que permanecieron al menos 72
horas hospitalizados en el Servicio de Perinatologia
I1, de los cuales, 4 fallecieron. Al revisar los registros
del Laboratorio de Microbiologia, asi como los del
Servicio de Perinatologia II, no se identificd ningiin
caso de infeccion por S. marcescens en los 12 meses
previos al periodo epidémico, lo que lo que sugirid
que la infeccion tenia caracter de brote probablemente
asociado con los cuidados de salud (Tabla 1).

TABLA1
Caracteristicas de los neonatos con sepsis por
S. marcescens

P Edad Nutricién .
Identificacion Pesoal " Patologias
Caso sexo gestacional parenteral .
de los casos nacer (gr) y total asociadas
1a 20/10/2008 M 3100 40 No Ninguna
2 28/10/2008 M 3800 39 Si Ninguna
3 31/10/2008 M 3400 30 Si Ninguna
4 31/10/2008 M 1400 30 Si Ninguna
5 3110208 F 3700 38 si Malformaciones
mdltiples
6 31/10/2008 M 1000 27 Si Ninguna
7 04112008  F 3400 39 si Malformaciones
mUltiples

2Caso indice

Estudio microbiolégico

El dia 31 de octubre se tomd muestras para
hemocultivo a 7 neonatos hospitalizados con clinica
de sepsis, lograndose aislar S. marcescens en 4 de
ellos. El dia 4 de noviembre se logro identificar
un nuevo paciente infectado (Tabla 1). A todos los
aislados de S. marcescens se les determiné su perfil
de susceptibilidad y se encontrd que la mayoria de
los neonatos fueron infectados por cepas productoras
de BLEE con resistencia asociada a la gentamicina,
sensibles a los carbapenemos, piperacilina/
tazobactan, amicacina y a la ciprofloxacina. Sin
embargo, en un neonato se aislaron 2 cepas de
S. marcescens en el mismo hemocultivo, una
productora de BLEE y resistencia a la gentamicina y
otra sin produccioén de BLEE. Asi mismo, el ultimo
neonato involucrado presentd infeccion por una
cepa sin este mecanismo de resistencia (Fig. 1). Los
aislados no productores de BLEE fueron resistentes
solo a amoxicilina/acido clavulanico y a ampicilina/
sulbactan.

Al estudiar la distribuciéon temporal de los
aislamientos, se observd que el caso indice se




identifico el 20 de octubre y progresivamente
fueron surgiendo nuevos casos (Fig. 1). Enla misma
figura puede observarse que casi todos los casos
de infeccion fueron producidos por S. marcescens
productora de BLEE con resistencia asociada a la
gentamicina, excepto en los 2 ultimos pacientes
donde se encontraron cepas no productoras de BLEE.
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Fig. 1. Distribucion temporal de los aislamientos de S. marcescens
a partir de hemocultivos segun fenotipo de resistencia

El 4 de noviembre se realizé una investigacion
microbioldgica de todos los medicamentos en uso
en el Servicio de Perinatologia II, asi como de
los contenedores de agua de los humidificadores
de oxigeno y de las soluciones parenterales que
se estaban administrando a los neonatos en ese
momento. Se tomaron 24 muestras, de las cuales
en 9 (37,5%) se aislaron cepas de S. marcescens
productoras y no productoras de BLEE que
presentaron el mismo perfil de susceptibilidad
de los aislados obtenidos de los pacientes (Tabla
2). Durante el muestreo de los medicamentos y
soluciones parenterales en uso se observo que
varios de los frascos multidosis estudiados (como
el sulfato de magnesio y el cloruro de potasio)
presentaban deterioro de sus tapones de goma
debido a las multiples punciones realizadas. Por otra
parte, medicamentos en ampollas monodosis, de
los cuales se uso s6lo una fraccion de su contenido,
permanecieron abiertos para ser utilizados con otros
pacientes. Asi mismo, se encontr6é que los frascos
de las soluciones de lipidos y de aminoacidos,
constituyentes principales de la NPT, tenian mas
de una semana en uso, de los cuales se extraian
pequeiias cantidades para ser administrados por via
endovenosa a los neonatos y el resto era almacenado
en el refrigerador del servicio. Ese mismo dia se
realiz6 el estudio microbioldgico de las manos
del personal, sin que se lograra aislar cepas de S.
marcescens.
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TABLA 2

Medicamentos y soluciones parenterales contaminadas
con S. marcescens.

Medit /solucion

Microor

aislado

Fenotipo de resistencia

Produccién Resistenciaa

parenteral nci
de BLEE? gentamicina
Sulfato de magnesio Serratia marcescens + +
Solucién de aminoécidos® Serratia marcescens + +
Solucion de lipidos® Serratia marcescens + +
Cloruro de potasioal 7,5% Serratia marcescens + +
Dextrosaal 5% Serratia marcescens + +
Serratia marcescens
Dextrosaal 10% Serratia marcescens + +
Nutricién parenteral total del Serratia marcescens + +
caso4 Serratia marcescens
Nutricion parenteral total del Serratia marcescens + +
caso5 Serratia marcescens
Nutricion parenteral total del Serratia marcescens + +

caso6 Serratia marcescens

@BLEE: B-lactamasas de espectro expandido. bConstituyentes
principales de la nutricion parenteral total.

Tipificacion molecular de los aislados de S.
marcescens

Se seleccionaron 7 cepas de S. marcescens
provenientes de pacientes (2 productoras de BLEE y
1 no productora), frascos multidosis (1 productora de
BLEEy 1 no productora) y NPT (1 productora de BLEE
y 1 no productora). Los patrones de bandas obtenidos
resultaron indistinguibles entre si, independientemente
del tipo de muestra a partir de la cual fueron obtenidos
los aislados, asi como de la presencia o no de BLEE
y de otros marcadores de resistencia (Figura 2).

T
Aislamientos
de NPT

T
Aislamientos
de medicamentos

T
Aislamientos de
hemocultivos

Fig. 2. Gel de agarosa de la electroforesis de campos pulsantes de
cepas de S. marcescens.

Carriles 1, 2, 4, 6, aislamientos productores de BLEE.

Carriles 3, 5, 7 aislamientos no productores de BLEE
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DISCUSION

En los tltimos afios se ha incrementado el nimero
de reportes de infecciones asociadas a los cuidados de
salud por S. marcescens en las unidades neonatales.
Esta bacteria es considerada como un patdgeno
oportunista que causa brotes de diseminacion rapida
y de dificil control asociados a una elevada morbilidad
y mortalidad [8,15-19].

Muchos autores coinciden en sefialar que los
neonatos infectados y/o colonizados son el principal
reservorio de S. marcescens [6,7,8]. Este brote se
inicid con un caso aislado de sepsis por S. marcescens
en un neonato con antecedente de infeccion urinaria
materna no tratada y 8 dias después comenzaron a
parecer nuevos casos, esto sugiere que inicialmente
no hubo un reservorio ambiental y que la transmision
del microorganismo y la contaminacion de los
medicamentos y soluciones se realizod a través de
las manos del personal, las cuales constituyeron el
vehiculo de transmision de los microorganismos
causantes de las infecciones hospitalarias [7,19-23].

En este brote de infeccion hospitalaria, los
medicamentos en frascos multidosis (MFM) y
medicamentos mal utilizados, con los cuales se
prepararon las NPT, sirvieron como una fuente comtin
de infeccion para todos los pacientes involucrados.
Este hallazgo fue confirmado al comparar desde
el punto de vista fenotipico y genotipico a los
microorganismos aislados de los hemocultivos, de
los medicamentos en frascos monodosis y multidosis,
asi como de la NPT que se estaba administrando. Es
importante destacar que el brote se controlé al desechar
los frascos y medicamentos contaminados, asi como
al tratar oportunamente a los neonatos infectados de
acuerdo a los resultados de las pruebas susceptibilidad.

Los MFM vy las soluciones parenterales pueden
contaminarse durante su manipulacion, en especial
cuando se preparan mezclas, debido a las multiples
punciones con agujas y a los errores cometidos en los
procedimientos para el manejo aséptico y adecuado por
el personal responsable de prepararlas, como el uso de
una misma jeringa y aguja para sacar medicamentos
de diferentes frascos [7,21,22,24,25]. Durante la
realizacion de este estudio se observo que MFM que
estaban en uso, poseian tapones deteriorados y los
medicamentos en ampollas monodosis permanecieron
abiertos, pudiendo contaminarse facilmente con
microorganismos provenientes del ambiente o de las
manos del personal. Asi mismo, se pudo apreciar que las
soluciones de lipidos y de aminoécidos, constituyentes
principales de la NPT, fueron reutilizadas durante
mas de una semana. Las normas de uso de estos dos
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suplementos alimenticios indican que la NPT debe ser
utilizada en una sola dosis, la mezcla restante o sus
componentes (lipidos y aminoacidos principalmente)
no pueden ser almacenados para posterior reutilizacion
porque se contaminan facilmente [17]. La falta de
higiene de las manos, la ausencia del uso de guantes y
una mala préctica en el manejo de los medicamentos,
pueden ocasionar la contaminacion de todos los
farmacos presentes en un servicio. Esto, aparentemente
explicaria la gran cantidad de MFM vy soluciones
parenterales contaminadas por S. marcescens.

La mayoria de los reportes de brotes de infeccion
por S. marcescens fallan en identificar la fuente de
infeccion [16,18,20,26] y s6lo unos pocos evaltian
microbioldgicamente las soluciones parenterales
y los frascos de medicamentos mono y multidosis
en uso [6,15,17,18,21]. Es posible que, debido a
esta omision en el estudio de los brotes, no se logre
encontrar la fuente de infeccion. En la literatura
consultada so6lo existen dos reportes de un brote
de infeccion hospitalaria por S. marcescens debida
a la administracion de NPT contaminada, uno en
pacientes adultos [21] y otro en neonatos [17], ambos
en Europa. Esta investigacion constituye el primer
reporte latinoamericano de un brote de infeccion
hospitalaria por S. marcescens en neonatos debida a
la administracion de NPT contaminada.

Este brote de infeccion asociado a los cuidados de
salud fue producido por una cepa (un genotipo) de S.
marcescens que presento dos perfiles de susceptibilidad
distintos, uno de ellos asociado a la produccion de
enzimas plasmidicas. Esto ha sido reportado por otros
autores [18,23,27], sin embargo, en otros casos se ha
encontrado un origen policlonal de los aislados con
antibiotipos diferentes [ 19] y brotes producidos por un
unico microorganismo con antibiotipo similar [17], 1o
que revela que los estudios de susceptibilidad in vitro
no proveen la suficiente informacion para establecer
la relacion clonal de los aislados involucrados en un
brote, de alli la importancia de contar con técnicas
de tipificacién molecular como las aplicadas en este
estudio.

CONCLUSIONES

En conclusién, el brote de infeccidon por S.
marcescens se inici6 cuando un neonato con
antecedente materno de infeccion urinaria en
el ultimo mes de embarazo, no tratada, fue
hospitalizado en el Servicio de Perinatologia IT y se
extendid a otros neonatos por la administracion de
NPT contaminada debido al mal manejo de los MFM,
de las soluciones parenterales y de los componentes




de la NPT por parte del personal responsable. Los
MFM vy las soluciones parenterales constituyen una
fuente importante de infeccion hospitalaria que no
debe ser olvidada en las investigaciones de brotes.
Este es el primer reporte latinoamericano de un brote
de infeccion hospitalaria en neonatos producido por
S. marcescens asociado con la administracion de
NPT contaminada.
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