Asociacion de Klebsiella spp., con sindrome diarreico agudo

en ninos de 0 a 2 anos de edad.
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RESUMEN

El significado clinico de especies de Klebsiella, tradicionalmente, ha
sido limitado a neumonia pulmonar; sin embargo, se le ha asociado
como causante de una gran variedad de infecciones, incluyendo
gastrointestinales. Con el propésito de determinar la frecuencia de
Klebsiella spp. asociada a sindrome diarreico agudo (SDA) en pa-
cientes de 0 a 2 afios de edad, se analizaron 142 muestras fecales
de pacientes asistidos en el Servicio Auténomo Hospital Universita-
rio “Antonio Patricio de Alcald” de Cumana, estado Sucre, durante
julio 2002 a enero 2003. Del total de coprocultivos procesados, 94
(66,19%) resultaron positivos, y en 34 (23,94%) se desarrolldé un
crecimiento denso de Klebsiella spp., no aislandose bacterias en-
teropatogenas. Al asociar la presencia de Klebsiella spp., en nifios
con SDA, segun edad y tipo de alimentacién, se obtuvo 79,41%
de frecuencia en pacientes alimentados con leche materna y en el
grupo etario de 0 a 6 meses, siendo la asociacion altamente signi-
ficativa (p<0,05) en ambos casos. La presencia de Klebsiella spp.
en nifios con SDA no dependi6 del sexo (p>0,05). En el diagnostico
microbioldgico de las diarreas, debe cuidarse la exclusion del rol
patogénico de algunas bacterias, especialmente, Klebsiella spp.,
no solo deben considerarse las bacterias clasicamente definidas
como patdgenos entéricos, sino valorar cambios cuantitativos en la
microflora intestinal, tomando en cuenta caracteristicas propias del
paciente como la edad.
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ABSTRAC

Relationship between Klebsiella spp. and Acute
Diarrheic Syndrome in children 0-2 years old
The clinical importance of Klebsiella species has been traditionally
limited to pulmonary pneumonias; however, it has been regarded
as the agent of a large variety of infections including gastrointestinal
ones. In order to determine the frequency of Klebsiella spp.
associated with Acute Diarrheic Syndrome (ADS) in patients
0-2yearsold, 142 faeces samples were studied from patients attending
the Autonomous Service University Hospital “Antonio Patricio de
Alcala” in Cumana city, Sucre State, from July 2002 to January 2003.
Out of all the coprocultures processed, 94 (66, 19%) were positive;
34 (23, 94%) developed a dense Klebsiella spp growth, with no
isolated bacterial enteropathogens. Upon studying the relationship
between the presence of Klebsiella spp. in children with ADS, and age
and alimentary habits, 79.41% of frequency was found in breast-fed
patients, and in the 0-6-month group, being this association highly
significant (p<0,05) in both cases. The presence of Klebsiella spp. in
childrenwithADS was notrelated tosex(p>0, 05). Inthe microbiological
diagnosis of diarrhoeas, the pathogenic role of some bacteria such
as Klebsiella spp., should not be overlooked; not just those bacteria
classically defined as enteric pathogens should be considered, butalso
quantitative changes in the intestinal microflora must be evaluated,
taking into consideration specific patient characteristics, such as age.

Key words: Klebsiella spp., acute diarrheic syndrome, diarrhea
infantile.

INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas representan un problema de sa-
lud publica a nivel mundial, ocasionando elevada morbilidad y
muerte, en particular en personas ancianas y nifios menores
de 5 afos de edad. Se estima que de 4 a 6 millones de nifios
fallecen cada afo por enfermedades diarreicas, especialmen-
te, en paises en vias de desarrollo, Asia y Africa (1, 2).

La diarrea se define como una enfermedad gastrointestinal
que se manifiesta con un aumento en el numero y cantidad
de deposiciones, las cuales presentan un contenido de agua
mayor a lo normal, tomando caracteristicas macroscopicas
de blandas a liquidas. La enfermedad diarreica puede ser
clasificada de acuerdo al tiempo de evolucidén, en aguda
cuando dura menos de 14 dias y, persistente cuando oscila
entre 14 y 30 dias (3, 4).
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Los principales agentes etiolégicos de las diarreas son los
virus, protozoarios y bacterias; entre éstas ultimas, las mas
frecuentes pertenecen a los géneros Salmonella, Shigella,
Escherichia y Vibrio, las cuales pueden transmitirse por la
via ano-mano-boca o por la ingesta de alimentos y aguas
contaminadas (5).

La mayor parte de las diarreas infecciosas agudas son leves
y autolimitadas, siendo la rehidratacién oral el instrumento
mas efectivo en el tratamiento del sindrome diarreico. El
conocimiento fisiolégico de los mecanismos de transporte
de los nutrientes en el intestino, constituye un aporte funda-
mental en el desarrollo de medidas terapéuticas para esta
enfermedad (6).

En Venezuela, el problema de la diarrea aguda infantil se ha
incrementado en los Ultimos afos, calculandose 1,32 millones
de episodios anuales de esta enfermedad; constituyendo la
novena causa de muerte en la poblacién y la segunda causa
de mortalidad en pacientes menores de 4 afios de edad (7).

En el estado Sucre, en un estudio realizado en nifios me-
nores de 5 afios de edad con sindrome diarreico agudo,
report6 como principales agentes causantes de infeccion
intestinal a E. coli enteropatégena, seguida de Campylo-
bacter sp. y Salmonella sp. (8). Del mismo modo, Albarado
et al. (9) publicaron en una investigacion realizada en ni-
flos menores de 6 afios, que E. coli enteropatdgena fue el
agente principal de sindrome diarreico agudo, seguida en
orden de frecuencia por E. coli enteroinvasiva, Aeromonas
sp., Salmonella sp. y Shigella sp.

Otras especies bacterianas son consideradas agentes etiol6-
gicos de enfermedades gastrointestinales, en ocasiones, los
cultivos primarios de heces de pacientes con diarreas mues-
tran un crecimiento denso de microorganismos como entero-
cocos, especies de Pseudomonas o Klebsiella pneumoniae,
que en estas cantidades no forman parte de la microbiota
normal del tracto gastrointestinal (1, 6).

El significado clinico de especies de Klebsiella, tradicional-
mente, ha sido limitado a neumonia pulmonar; sin embargo,
se ha visto que estos microorganismos son capaces de cau-
sar una gran variedad de infecciones, incluyendo brotes ins-
titucionales de diarrea infantil (10, 11). Kanareikina et al. (12)
realizaron un estudio sobre la microflora patégena de la fami-
lia Enterobacteriaceae en dos grupos de nifios, sanos y con
infeccion intestinal aguda, hallando como principal diferencia
entre ellos la presencia de las especies del género Klebsiella
con un desarrollo abundante en los infantes enfermos.

En las ultimas décadas, en diversos estudios a nivel mundial
Klebsiella spp. se ha asociado como patégeno intestinal, es-
pecialmente, en pacientes menores de 6 afios de edad (13,
14, 15, 16, 17). En Venezuela, es importante mencionar los
estudios realizados por Urrestarazu et al. (18) quienes iden-

tificaron a K. pneumoniae como patégeno Unico aislado a
partir de heces diarreicas en nifios menores de 6 afios de
edad, ocupando el tercer lugar de los enteropatdégenos mas
frecuentes (11,20%). Entre otras publicaciones, se puede
mencionar la realizada por Vizcaya et al. (19), sobre el ori-
gen bacteriano de la enfermedad diarreica aguda en Mérida,
Venezuela, en la cual se indica como enteropatogeno a K.
pneumoniae con una frecuencia de 6,42%.

Por otra parte, es importante sefalar estudios sobre las pro-
piedades de patogenicidad de Klebsiella spp. Niyogi et al.
(20) estudiaron la propiedad enteroagregativa de Klebsiella
pneumoniae, observando que estas bacterias exhibieron ad-
herencia agregativa con caracteristicas distintas a la desa-
rrollada por E. coli, apoyando con esto un huevo mecanismo
de virulencia asociado a la diarrea. Asi mismo, se citan otros
factores responsables de su patogenicidad, entre ellos: cap-
sula, fimbrias, adhesinas no fimbriales, lipopolisacaridos de
la pared y exotoxinas extracelulares, proporcionandoles la
habilidad para sobrevivir y diseminarse rapidamente, sobre
todo en ambientes hospitalarios (11).

El presente estudio tuvo como propoésito determinar la fre-
cuencia de Klebsiella spp. asociada a sindrome diarreico
agudo en pacientes de 0 a 2 afios de edad, asistidos en la
consulta pediatrica del Servicio Autonomo Hospital Universi-
tario “Antonio Patricio de Alcald” Cumana, estado Sucre.

MATERIALES Y METODOS

La muestra estuvo conformada por 142 nifios entre 0 y 2 afios
de edad, con enfermedad diarreica aguda, asistidos en la con-
sulta pediatrica del Servicio Autbnomo Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” de Cumana, estado Sucre, duran-
te el periodo comprendido de julio 2002 a enero 2003. Para
el estudio, se seleccionaron aquellos pacientes que cumplie-
ron con los siguientes criterios: cuadros de diarrea aguda con
evoluciéon no mayor de 72 horas, sin terapias antimicrobianas
durante un lapso de tiempo menor de 72 horas previo a la
toma de la muestra, sin estados de desnutricion severa, pato-
logias congénitas, ni enfermedades inmunologicas.

A los representantes de los pacientes se les realizé una
entrevista con el propdsito de obtener autorizacion para
incluirlos en la presente investigacién y ademas, conocer
datos personales y caracteristicas clinicas. Este estudio no
comprometié bajo ningun aspecto la salud o vida de los in-
dividuos que participaron en el mismo. Se consideraron las
normas éticas establecidas por la Organizacion Mundial de
la Salud para trabajos de investigacion en seres humanos
y la declaracién de Helsinki, ratificada por la 522 Asamblea
General, Edimburgo, 2000 (21 ).

Recoleccion de la muestra: Se recolectaron muestras de
heces mediante hisopado rectal, tomandose dos hisopos por
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cada paciente, inmediatamente se colocaron en medio de
transporte Cary-Blair (BBL) (22).

Método de coprocultivo:A través del método de coproculti-
vo se llevé a cabo el aislamiento e identificaciéon de los géne-
ros y especies bacterianas, utilizando medios bacteriolégicos
convencionales, segun técnicas descritas por Koneman et al.
(23), Mac Faddin (24), Manual Difco (25) y Prats (26). El es-
tudio se inici6 sembrando la muestra contenida en uno de los
hisopos en agar MacConkey (BBL), agar salmonella-shigella
(BBL), y agar xilosa-lisina-desoxicolato (BBL), procediendo
luego a proporcionar adecuadas condiciones de incubacion
con temperatura de 37°C y ambiente de aerobiosis por 24
horas. Ademas, se inocul6 en caldo tetrationato (MERCK),
como medio de enriquecimiento, en condiciones de incuba-
cién de 18 a 24 horas a 37°C, para luego resembrar en agar
Mac Conkey y agar salmonella-shigella. Una vez cumplido el
tiempo adecuado de incubacioén, se realizd la valoracion de
los cultivos primarios, se purificaron las colonias de interés y
se les identifico bioquimicamente.

El estudio de las bacterias pertenecientes a las familias Vi-
brionaceae y Aeromonadaceae, se realiz6 siguiendo los es-
quemas de Janda et al. (27) y Satcher (28). Para ello, se
inocul6 un tubo con agua peptonada alcalina (pH 8,4) uti-
lizando el segundo hisopo con muestra fecal, con el fin de
incrementar el desarrollo de especies de los géneros Vibrio,
Aeromonas y Plesiomonas, este caldo fue incubado a una
temperatura de 37°C durante un periodo de tiempo de 4 a
6 horas en condiciones de aerobiosis; luego, se sembrd en
agar nutritivo, agar tiosulfato-citrato-sales biliares-sacarosa
(BBL), agar ampicilina almidén y agar inositol-sales biliares-
verde brillante, los medios fueron incubados a una tempera-
tura de 37°C, en condiciones de aerobiosis por 24 a 48 horas.
Cumplido el tiempo adecuado de incubaciéon, se procedié a
valorar las colonias obtenidas en los cultivos primarios, y a
purificar las colonias de interés para su identificacién bioqui-
mica. El control de calidad aplicado para evaluar la caracte-
rizacion bioquimica, se realizé utilizando la cepa Escherichia
coli ATCC 25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos fueron re-
presentados a través de tablas de contingencia; ademas, se
utilizé la prueba de Chi-cuadrado (y%2), a un nivel de confia-
bilidad del 95% (29), para determinar la asociacion entre la
presencia de Kebsiella spp., en nifios de 0 a 2 afios de edad
con manifestaciones clinicas de sindrome diarreico agudo,
con tipo de alimentacioén, edad y sexo, para ello se empleo el
programa estadistico STATGRAPHICS Plus version 5.0.

RESULTADOS
Se analizaron 142 muestras de heces, de las cuales 94 resul-

taron positivos, lo que representa 66,19% de especies bac-
terianas asociadas a la etiologia del sindrome diarreico. Del

total de coprocultivos procesados, en 34 (23,94%) casos se
desarrollé un crecimiento denso de Klebsiella spp.

Al asociar la presencia de Klebsiella spp., con el tipo de ali-
mentacién, el analisis estadistico resulté altamente significa-
tivo (p= 0,0083 < p= 0,05); observandose mayor frecuencia
(79,41%) de especies de Klebsiella en nifios alimentados con
leche materna (Tabla 1).

Tabla 1. Asociacion de Klebsiella spp., con el tipo de alimentacion
en nifios de 0 a 2 afios de edad con sindrome diarreico agudo

Tipo de Cf:\sos positivos Casos otal
alimentacion ~ Klebsiella Qtros negativos
Spp. patégenos

n % n % n % n %
LD 27 7941 28 4667 28 5833 83 5845
materna
Almentacion ;050 3 5333 20 4167 59 4155
balanceada
Total 34 2394 60 4225 48 3380 142 100,00

¥2= 9,58; p= 0,0083

Se destaca que la frecuencia de Klebsiella spp., como Unico
agente bacteriano aislado en nifios con cuadros diarreicos
agudos, disminuye notablemente a medida que la edad se
incrementa, especialmente, a partir de los 7 meses (Tabla
2); los resultados indican que el grupo etario de 0 a 6 meses
mostré una muy alta frecuencia (79,41%) de Klebsiella spp.,
y la asociacién de su presencia en nifios con diarrea fue alta-
mente significativo (p= 0,0074 )

Tabla 2. Asociacion de Klebsiella spp., con el grupo etario en nifios
de 0 a 2 afios de edad con sindrome diarreico agudo

Casos positivos

G Klebsiell: (o) Casos total

rupo lebsiella tros .

etario spp. patogenos negativos

(meses) n % n % n % n %
0ab 27 7941 26 4333 28 5833 81 57,04
7a12 5 1471 16 2667 13 2708 34 2394

12a24 2 588 18 3000 7 1458 27 19,01
Total 34 2394 60 4225 48 3380 142 100,00

2= 13,96; p= 0,0074

La frecuencia de Klebsiella spp., en nifios con diarrea aguda
fue mayor en el sexo femenino (55,88%). Al aplicar la prue-
ba de Chi-cuadrado, el analisis arrojé un valor p= 0,8376,
siendo estadisticamente no significativo (p>0,05), revelan-
dose con ello que la presencia de Klebsiella spp., en nifios
con cuadros de sindrome diarreico agudo no dependi6 del
sexo (Tabla 3).
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Tabla 3. Asociacion de Klebsiella spp., con el sexo en nifios de 0 a
2 afos de edad con sindrome diarreico agudo.

Casos positivos

Casos total
Klebsiella Otros negativos ol
Sexo Spp. patogenos
n % n % n % n %
Femenino 19 5588 30 50,00 26 5417 75 52,82
Masculino 15 44112 30 50,00 22 4583 67 47,18
Total 34 2394 60 4225 48 33,80 142 100,00
x?= 0,35; p=0,8376
DISCUSION

El factor infeccioso ha sido sefialado como una de las causas
mas importantes de las enfermedades diarreicas, por su ca-
racter contagioso. En el presente estudio, este hecho se re-
afirma una vez mas al encontrar que el 66,19% de los casos
fue positivo al analisis bacteriolégico, resultados similares a
los reportados por Albarado et al. (9), Vizcaya et al. (19), Al-
calde et al. (30) y Nimri y Meqdam (31).

Klebsiella spp., se recuper6 como aislados puros y predo-
minantes a partir de las heces de nifios con diarrea agu-
da con una frecuencia importante (23,94%). Analogo a la
presente investigacion, un articulo divulgado por Kiseleva
et al. (13), reveld la asociacion etiologica entre Klebsiella
spp. y la diarrea aguda en nifios, hallando una frecuencia de
22,3% de este género bacteriano en el grupo evaluado. Del
mismo modo, otros investigadores han asociado especies
de Klebsiella con infeccion intestinal en nifios. Bondarenko
et al. (14), en un estudio que se llevd a cabo en 266 nifios
menores de 1 afio con diarrea aguda, publicaron una fre-
cuencia de 49,62% de Klebsiella spp., Posteriormente, Ise
et al. (15) en una investigacion realizada en Santa Cruz Boli-
via, analizaron 211 muestras de heces en nifios con diarrea,
observando que el mayor patdgeno bacteriano fue E. coli
enteropatdgena e identificaron entre otros agentes etiologi-
cos a Klebsiella spp., Mas recientemente, el-Sheikh y el-As-
souli (16) en una investigacion efectuada en Arabia Saudita
sobre prevalencia de enteropatdgenos virales, bacterianos
y parasitarios en nifios de 0 a 5 afios, reconocieron como
patogeno de diarrea aguda a Klebsiella pneumoniae, con
una prevalencia de 4,0%. Simultaneamente, Valiente y Mora
(17), en un estudio en Costa Rica sobre enteropatogenos
en niflos con diarrea aguda, aislaron a este microorganismo
con una frecuencia de 14,0%.

En reportes recientes del Instituto Nacional de Salud de San
Martin, Peru (32), se publico un brote de sindrome diarreico
agudo en nifios, reportando como Unicos agentes asocia-
dos a la enfermedad, Klebsiella spp. y especies patbgenas
de E. coli.

En el presente trabajo de investigacion la presencia de Kleb-
siella spp. en nifios con diarrea fue relacionada con el tipo de
alimentacion, hallandose asociacion altamente significativa
(p= 0,0083 < p= 0,05), en donde 79,41% de las especies de
Klebsiella fueron aisladas en nifios alimentados con leche
materna, de igual manera la mayor frecuencia de aislados
de Klebsiella spp. correspondié al grupo etario de 0 a 6 me-
ses de edad, con 79,41% y la asociacion de su presencia
en nifios con diarrea fue altamente significativo (p= 0,0074
< p= 0,05). Estas asociaciones guardan relacién con los re-
portados por Torbicka et al. (33), en una investigacion sobre
la etiologia bacteriana de diarrea en nifios de 7 dias a 18
meses, donde encontraron que los patdégenos entéricos prin-
cipalmente aislados fueron Klebsiella spp. y E. coli enteropa-
tégena, especialmente, en los primeros 6 meses de vida. En
este mismo orden de ideas, Moniuk et al. (34), estudiaron en
un grupo de nifios de 0 a 2 afios de edad la epidemiologia de
infecciones gastrointestinales, obteniendo que el mayor nu-
mero de pacientes con diarrea se presento6 durante el primer
trimestre de vida, E. coli aglutinante serogrupo Ay Klebsiella
pneumoniae se aislaron con mayor frecuencia.

En el grupo etario de 0 a 6 meses de edad, los nifios son ali-
mentados exclusivamente con leche materna; no obstante, la
asociacion puede deberse no propiamente al tipo de alimenta-
cion ni a la edad, sino a condiciones propias del individuo. Ki-
seleva et al. (13) sugieren que la etiologia de la diarrea aguda
por especies de Klebsiella se establece por condiciones defi-
nidas como la presencia de otras enfermedades de base y tra-
tamientos antimicrobianos prolongados. La colonizacién fecal
por K. pneumoniae en el tracto gastrointestinal de neonatos ha
sido publicado por varios autores, citandose altos porcentajes
de colonizacion que oscilan entre 53,00 y 66,00% (35).

Es posible inferir que la instauracion de la infeccion intestinal
en nifios hasta 2 afios de edad por Klebsiella spp., viene pre-
cedida por una colonizacion; sin embargo, tiene que existir
una condicion inmunolégica. En esta etapa de la vida, los
mecanismos de defensa apenas empiezan a desarrollarse,
ademas la flora del tracto gastrointestinal no se ha implan-
tado totalmente, constituyendo ésta probablemente la mejor
proteccion de la mucosa intestinal, al interferir con las bacte-
rias de paso potencialmente patdégenas e impedir su prolife-
racion; esta situacion, puede ser aprovechada por la bacteria
y asi causar el sindrome diarreico, comportandose como un
patégeno oportunista. Otra condicion que podria favorecer
el desencadenamiento de la enfermedad es la ausencia de
IgA secretora en el recién nacido y en el lactante menor de
3 meses de edad, la IgA secretora especifica del ambiente
microbiano, le confiere capacidad inmunitaria y necesita ser
proporcionada por la leche materna (36).

El aislamiento de Klebsiella spp. en nifios con cuadros de
diarrea aguda no estuvo asociada al sexo (p= 0,8376 >
p= 0,05) aunque su frecuencia fue mayor en el sexo femeni-
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no (55,88%). Si bien, no existen publicaciones de asociacion
de Klebsiella spp., con respecto al sexo en menores de 2
afios de edad con diarrea aguda, estos resultados pueden re-
lacionarse por los reportados por Vizcaya et al. (19), quienes
al analizar estadisticamente el parametro sexo, con respecto
a la frecuencia de la diarrea infecciosa, éste no presento re-
lacion significativa (p>0,05). Contrario a ello, se ha publicado
que la frecuencia de diarrea es altamente significativa en me-
nores de 5 afios del sexo masculino (2).

Actualmente, se reconoce que Klebsiella spp., esta asociada
a la etiologia de diarreas en los primeros dos afios de vida.
En este sentido, el papel patogénico de esta bacteria juega
un rol importante y se ha asociado a toxinas termolabiles que
estan biologica, antigénica y genéticamente relacionadas a
la toxina termolabil de la familia célera-coli (37). Avances re-
cientes, involucran ademas otros factores responsables de
su patogenicidad, entre ellos la capsula, fimbrias, adhesinas
no fimbriales y lipopolisacaridos de la pared (11, 38).

CONCLUSIONES

En el diagnéstico de diarrea aguda inducida por bacterias
oportunistas, especialmente, especies de Klebsiella, el mi-
crobiélogo debe ser mas cuidadoso en excluir el rol patoge-
nico de algunas bacterias, ya que no so6lo debe considerar
las bacterias clasicamente definidas como patégenos entéri-
cos, sino valorar cambios cuantitativos en la microflora intes-
tinal, tomando en cuenta caracteristicas propias del paciente
como la edad. Por otro lado, se hace interesante el ensayo
de nuevos trabajos de investigacion orientados al estudio de
las propiedades de patogenicidad de las especies de Kleb-
siella aisladas de muestras fecales de nifios con sindrome
diarreico agudo, empleando técnicas inmunoldgicas y mole-
culares que aporten datos que permitan aclarar la controver-
sia existente hoy en dia con respecto a este microorganismo
y asi poder definirlo como un agente enteropatégeno en ni-
flos menores de 2 afios.
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