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1. RESUMEN

La susceptibilidad de las bacterias en el transcurso de los afios cambia por el
uso o abuso de las terapias antimicrobianas y tomando en cuenta la relevancia que
tiene la resistencia antimicrobiana a nivel mundial se realiz6 este estudio en el Hospital
Regional de Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango. El presente es un analisis
descriptivo, transversal en donde se tomaron 211 muestras de cultivo de los pacientes
internos de este Hospital con el objetivo de identificar las cepas de Entercbacterias
aisladas y determinar sus patrones de susceptibilidad antimicrobiana.

Los cultivos de los pacientes positivos a Enterobacterias de los distintos
servicios de! Hospital fueron sometidos pruebas de identificacion y determinacion de su
patron de susceptibilidad por el sistema semiautomatizado Microscan®, Merck. El
resultado de la identificacion se obtuvo en una hoja de papel impresa por la maquina, la
cual contiene el nombre de la bacteria identificada, y los patrones de susceptibilidad
hacia cada antibiético, comparado con los parametros de la NCCLS. Se utilizé un panel
de 21 antibidticos en donde la mayoria estan disponibles en el Hospital que incluyen a:
amikacina, ampicilina sulbactam, ampicilina, cefalotina, cefazolina, cefepime,
cefotaxima, cefotetan, cefpodoxime, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofioxacina,
gentamicina, imipenem, ofioxacina, piperacilina tazobactam, piperacilina, ticarcilina-
clavulanato, tobramicina y trimetopnm.

Los resultados se analizaron por medio del programa Whonet versiéon 5.1 que
realiza un andlisis de frecuencia para la descripcién de ta poblacion. En este estudio se
encontré que del total de Enterobacterias aisladas, el 67% corresponden a Escherichia
coli (44.1%), seguida de Enterobacter cloacae (12.3%) Yy Klebsiella pneumoniae
ss. pneumoniae (10.4%). Con respecto al origen de la muestra, los aislamientos mas
frecuentes fueron en heridas {38%), seguido por cultivos de orina (20%), sangre (10%) y
catéter (9%).

En todas las muestras la Enterobacteria aislada en mayor porcentaje fue
Escherichia coli. En los servicios de Medicina Interna, Cuidados Intensivos y Cirugia

fueron en los que se obtuvo los porcentajes mas altos de aislamiento de

Enterobacterias 43%, 16% y 14% respectivamente.
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independientemente del origen de la muestra, se encontré un porcentaje alto de
resistencia de las Enterobacterias hacia la ampicilina cefalotina y cefazolina y menor

resistencia a imipenen, amikacina, cefepime y piperacilina-tazobactam.

Se observé una resistencia considerable, tanto de Escherichia coli y Klebsiella
sp. a ceftazidima y ceftriaxona, lo que refleja la posible produccién de B-lactamasas de
espectro ampliado, otro aspecto importante fue que en la mayoria de aislamientos, el
porcentaje de no susceptibilidad fue evidentemente mas alto que el porcentaje de
resistencia, lo que debe alertar scbre un aumento progresivo de la resistencia B}

antibidtica.

Los estudios de susceptibilidad antibidtica como el presente, permiten la
elaboracién de politicas para el uso adecuado y racional de los antibidticos, cuyo
objetivo primordial seria disminuir la seleccion de cepas resistentes y multiresistentes,

para, consecuentemente, evitar que aumente la resistencia antibacternana.




Il. INTRODUCCION

Hace afios se tenia la idea de que la susceptibilidad antimicrobiana era algo
predecible y que la gran mayoria de aislamientos se podrian manejar sin realizar una
prueba de susceptibilidad, ya que los antibioticos tenian una adecuada accion contra la
gran mayoria de los agentes bacterianos aistados, tanto en los hospitales como en la
comunidad. Ahora sabemos que esto no es correcto y que al contrario se tienen serios
problemas con el alto grado de resistencia de algunas de las cepas bacterianas aisladas
con frecuencia y, mas an, microorganismos que en el pasado presentaban una alta
susceptibilidad, presentan en la actualidad altos niveles de resistencia; tal es el caso de
las Enterobacterias cuyas cepas se han visto involucradas como causa de infecciones
nosocomiales, observandose el surgimiento de cepas multirresistentes de los mismos.

En los tiempos actuales, se requiere una estricta vigilancia de! comportamiento
de los aislamientos bacterianos, con la finalidad de poner en evidencia los cambios que
se puedan presentar en este campo y tomar las medidas correctivas necesarias.

Tomando en cuenta todos estos factores y la relevancia que tiene la resistencia
antimicrobiana a nivel mundial, se realizéd este estudio con el propésito de tener la
identificacion y el patron de resistencia de las Enterobacterias de los pacientes recluidos
en el Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios, Quetzaitenango, el cual se
realizé por medio de un sistema semiautomatizado y, de esta forma, contribuir a dirigir

mejor la terapéutica y sugerir nuevas conductas.



l. ANTECEDENTES
A. Enterobacterias

1. Caracteristicas generales

Las Enterobacterias constituyen una amplia familia de bacilos Gram
negativo, aerobios y anaerobios facultativos, relacionados por sus propiedades
bioquimicas y genodmicas, algunos de cuyos componentes son huéspedes

habituales de! tubo digestivo del hombre y de los animales (1).

Se caracterizan por ser poco exigentes en sus necesidades nutritivas y
relativamente resistentes a la accién de los agentes externos por cuyo motive se
encuentran muy difundidos. Aunque cierto numero se comportan como saprofitos
de! medic ambiente (agua, suelo, plantas), en su mayoria se encuentran
asociadas con el hombre o los animales y constituyen la mayor parte de la
microbiota aerobia gramnegativa que coloniza el tubo digestivo, pero, ademas, en
ocasiones pueden intervenir en procesos patégenos intra o extraintestinales (2).

En relacién con su accién patégena puede distinguirse un grupo reducido
de especies que se consideran patogenos estrictos (capaces de producir cuadros
patoldgicos en huéspedes normales). de la gran mayoria que se comportan como
patogenos potenciales (capaces de expresar su accion patégena sélo cuando las
condiciones ecolégicas del huésped se encuentran modificadas), lo que hace que
las Enterobacterias se encuentren en el origen de gran nimero de infecciones
oportunistas y junto con los bacilos Gram negativo no fermentadores, constituyan
la causa mas importante de infecciones hospitalarias (1, 2).

2. Propiedades de las Enterobacterias

La clasificacién de las Enterobacterias se efectiia sobre la base de sus -
propiedades bioquimicas y antigénicas.

a. Propiedades bioquimicas

Las Enterobacterias se definen como bacilos Gram negativo aerobios y
anaerobios facultativos de 2-4 um de longitud por 0.4-0.6 um de anchura, con

extremidades redondeadas, pueden ser moviles por flagelacion peritrica, ©
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inmoviles; no producen oxidasas, pero reducen los nitratos y descomponen la

glucosa por fermentacion.

Estos caracteres permiten separaros de otras familias de bacilos Gram
negativo, en especial de fa familia Vibrionaceae (Vibrio, Aeromonas,
Plesiomonas), bacilos curvos con flagelacién potar, aerobios y anaerobios
facultativos, que son oxidasa-positivos Y descomponen la glucosa por
fermentacién, y de la familia Pseudomonadaceae (Pseudomonas), constituida por
bacilos méviles con un flagelo polar, aerobios estrictos, que son oxidasa-positivos
y atacan la glucosa por oxidacion (1, 3).

Las Enterobacterias presentan, ademas una gran variedad de
propiedades bioquimicas © metabdlicas, pues son capaces de fermentar diversos
azdcares y alcoholes, utilizar diversas vias metabélicas con formacion de acidos,
a veces, gas, descomponer diferentes sustratos (acidos organicos, sustancias
nitrogenadas) y aun producir gran variedad de fermentos (ureasas,
descarboxilasas, desaminasas, dihidrolasas) y productos finales (indol, SH), por
los que se pueden reconocer Yy diferenciar. La determinacién de estas
propiedades mediante pruebas bioquimicas constituye la base de la clasificacion

de las Enterobacterias en géneros y especies (2).
b. Estructura antigénica

Las Entercbacterias pueden presentar diversos antigenos

i. Antigeno somatico o antigeno O:
La pared celular esta constituida por una fina capa de peptidoglicano,
recubierta por la membrana externa compuesta de lipopolisacarido, que a su vez

se divide en tres fracciones.

La fraccion interna o lipido A corresponde a la endotoxina, mieniras que
las otras dos fracciones se identifican con el Antigeno O termoestable: una
fraccién central compuesta por oligosacaridos y KDO (&cido ketodesoxi-
manulosoctonico), que, al ser coman a la mayoria de bacilos Gram negativo
explica la existencia de reacciones cruzadas, y una fraccién externa constituida

por cadenas terminales de oligosacéridos que son variables y responsables de

. LI e
v R - -
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la especificidad, de manera que, atendiendo al antigeno O, las diversas especies

de Enterobacterias se pueden dividir en grupos O, algunos de los cuales se
encuentran asociados con cuadros clinicos (1).

ii. Antigeno capsular o antigeno K.
Algunas especies pueden presentar antigenos superficiales ©
antigenos K, de naturaleza polisacérida, ya en forma de capsulas bien definidas
(E. coli, Klebsiella sp.) o de una fina capa mucosa (antigeno M o mucoide de
Salmonella, antigeno Vi de S. tiphy), que recubren el antigeno O y son
responsables de la O-inagulutinabilidad. Intervienen en la accién patdgena por
sus propiedades antifagocitanas (2,4}. -

iii. Antigeno flagelar o antigeno H.
Las cepas moviles presentan antigenos flagelados proteicos y
termolébiles, de importancia en la clasificacion en serotipos (1).

iv. Antigeno de las fimbrias o antigeno F.
Las cepas fimbriadas presentan antigenos proteicos relacionados con
la capacidad de adherencia en las células epiteliales. Seroldgicamente son

heterogéneos y permiten dividir ias cepas en serotipos F {1). |

¢. Variaciones genotipicas

| En las Enterobacterias es relativamente frecuente la aparicion de
‘ variaciones genotipicas por mutacién o mecanismos de transferencia genética que
pueden afectar tanto la constitucion antigénica como los caracteres bioquimicos

(1).

Se pueden presentar variaciones antigenicas por mutacién que pueden
afectar cualquiera de los antigenos, como la pérdida de la fraccion terminal del
polisacarido, que confiere la especialidad al antigeno O (variacion lisa a rugosa),
pérdida del antigeno H (variacién OH a O) o variacion de fase (fase 1 a fase 2),
pérdida del antigeno Vi (varacion V a W} y aun cambios de serotipo por la

aparicion de nuevos antigenos como consecuencia de fenémenos de conversion

lisogénica o de transferencia genética, cromosomica o plasmidica (1,4).
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También se pueden producir variaciones en ias propiedades bioquimicas,

como en la capacidad de fermentar un determinado azucar, sintetizar un
exofermento y producir exotoxinas, y en la susceptibilidad o resistencia a los
antibidticos (1).

Estos fenémenos de variacion son importantes, pues permiten explicar por
un lado, las dificuttades que existen en la clasificacion de las Enterobacterias, ya
que los géneros son dificiles de delimitar por la existencia de cepas que presentan
caracteres atipicos e intermedios, y, por ofro, sus amplias posibilidades patégenas
con la aparicion frecuente de cepas resistentes Y muitiresistentes a los
antibicticos, que se producen en la mayoria de los casos por transferencia
plasmidica (factor R), de manera que en el curso del tratamiento por antibidticos
se seleccionan cepas resistentes de otras bacterias, que pueden colonizar la
mucosa intestinal y transferir los factores de resistencia a Enterobacterias
oportunistas, creando el problema de las infecciones hospitalarias por bacterias
Gram negativo (1,4).

3. Clasificacion

La clasificacién de tas Enterobacterias se efectua fundamentalmente por
sus propiedades bioquimicas. Mediante el empleo de gran numero de pruebas
bioquimicas y con la ayuda de los métodos de hibridacién y homologia del ADN se
han podido caracterizar con mayor precision aigunos géneros y especies y aun
describir otros nuevos, que han conferido a la clasificacion una gran complejidad
(1.6).

En la tltima edicion del Manual de Bergey tomando como base estos
estudios biogquimicos y gendémicos, se presenta una clasificacion actualizada de la
familia Enterobacteriaceae en mas de 20 géneros y cerca de 100 especies, que en
su mayoria tienen interés médico (1).

Tradicionalmente, y segun su capacidad de fermentar ia lactosa, las
Enterobacterias se han dividido en tres grandes grupos (fermentadores rapidos,

fermentadores lentos y no fermentadores) que se han considerado de interés parala

clasificacion y especialmente por su relacion con la accién patégena, pues la
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mayoria de Enterobacterias patdégenas se incluyen en el grupo de los no
fermentadores (Salmonella, Shigella) (4).

Aunque en la actualidad esta clasificacion ha perdido gran parte de su
valor, pues se ha observado que las Enterobacterias patégenas también pueden
encontrarse entre los fermentadores rapidos (E. cofi productores de diarrea) o lentos
(Yersinia) y, por otra parte, no se acepta que la fermentacion de la lactosa tenga un
valor taxondmico absoluto por la existencia de numerosas excepciones; sin
embargo, presenta un indudable interés practico si se tiene en cuenta que para el
aislamiento de las Enterobacterias se utilizan diversos medios de cultivo con la
lactosa como azlcar diferencial, lo que constituye la etapa inicial para su
identificacion (4).

Para la clasificacién de las Enterobacterias en géneros y especies se
utilizan un conjunto de mas de 40 reacciones bioquimicas que constituyen el
cometido de laboratorios especializado. A pesar de eflo, en la mayoria de
taboratorios clinicos se utiliza para el diagnéstico de rutina ef estudio de un reducido
namero de caracteres que permiten llegar a una clasificacion presuntiva de los
géneros y principales especies, incluidas las atipias mas importantes (5).

Pero, ademas, las especies se pueden clasificar segun sus propiedades
antigénicas. Atendiendo al antigeno O se pueden dividir en grupos O y por sus
antigenos K o H, en serotipos o serovars O:H u Q:K:H. Por otra parte, segun ia
capacidad de las especies y serotipos de fermentar determinados azicares y su
sensibilidad a un grupo de fagos selccionados o de bacteriocinas, pueden
subdividirse en biotipos o biovars, fagotipos o fagovars y bacteriocinotipos ©
bacteriocinovars, de gran interés epidemiolégico. Asimismo, el empleo de enzimas
de restriccion para demostrar la identidad del maternial genético extracromosomico
complementa las subdivisiones intraespecificas al confirmar la homogeneidad de las
cepas aisladas en los brotes epidémicos (5).

4. Accion Patégena
a. Factores Determinantes

La accion patégena de las Enterobacterias es debida a factores diversos:




i. Antigenos estructurales de superficie:

El lipopolisacardo y proteinas de algunos serogrupos {antigenos Q),
los antigenos capsulares (antigenos K) y las fimbnas (antigenos F) actuan por
sus propiedades antifagocitarias, o de seroresistencia o su capacidad de
adherencia. Las Enterobacterias pueden presentar fimbrias relacionadas con la
adherencia a los receptores de las células epiteliales de la mucosa. Hay que
sefialar las fimbrias MS o de tipo 1 de muchas Enterobacterias, las fimbrias MR
de E. coli enterotoxigenos de los animales (K88, K39) y del hombre (CFAI,
CFAIl, E8775), las fimbrias P de los E. coli uropatégenos, etc. También algunas
Enterobacterias pueden desarrollar glicocalix que les permiten adherirse a
materiales inertes (catéteres, protesis) y expresar su accion patdgena (1).

ii. Bacteriocinas

Las cepas de algunas especies de Enterobacterias (E. coli, K
pneumoniae, S. marcescens) pueden producir bacteriocinas (colicinas,
Klebocinas, marcesinas), proteinas que presentan propiedades toxicas frente a
cepas de la misma especie o de especies relacionadas. Permiten la
clasificacion en tipos (bacteriocinotipos) e intervienen facilitando la colonizacién
de las mucosas, al inhibir el desarrollo de especies relacionadas (1).

iii. Endotoxina

La endotoxina ligada al lipido A es responsable de la produccion de
fiebre y alteraciones vasculares ya por su accion directa o por el mecanismo de
las reacciones de hipersensibilidad no especifica (1).

iv. Enterotoxinas

Algunas cepas producen enterotoxinas que actGan ya sea por accién
téxica directa sobre las células del epitelio intestinal o del endotelio vascular
{(enterotoxinas citotoxicas} o produciendo un estimulo funcional, generaimente a
través del fermento adenilciciasa (enterotoxinas citotéxicas) o produciendo un
estimulo funcional, generalmente a través del fermento adenilciclasa
(enterotoxinas citoténicas). Las enterotoxinas mejor conocidas son las de E.
coli, pero también se han sefialado en otras Enterobacterias (Salmonelfa,
Shigelia, etc.) (1,3).

ﬂﬂ”ﬂw;.,@ n._ c vE
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b. Clasificacion
Atendiendo a su accién patogena, las Enterobacterias se pueden dividir
en dos grandes grupos (1).

i. Enterobacterias patbégenas (E. coli productores de diarrea, Salmonelfa,
Shigella y Yersinia)

Son bacterias que por lo general no forman parte de la microbiota
intestinal, pero que pueden dar lugar a procesos diversos en hueéspedes
nomales, en su mayoria en el tubo digestivo {enteritis). Se caracterizan por su
susceptibilidad a gran nimero de antibiéticos que no siempre es necesario
administrar para la curacion del proceso (1,2).

ii. Enterobacterias oportunistas (E.coli Klebsiella-Enterobacter, Serratia-
Hafnia, Citrobacter, Edwarsiella, Proteus, Morganelfa-Providencia)

Son microorganismos que forman parte de la microbiota comensal del
tubo digestivo 0 que se encuentran como saprofitos en el medio externo que
normalmente no se comportan como patégenos, pero, cuando se presentan
factores predisponentes, pueden dar lugar a cuadros clinicos diversos por lo
general fuera del aparato digestivo (infecciones urinarias, supuraciones de
diversa localizacidn y sepsis). En su mayoria son cepas resistentes o
multiresistentes a los antibiéticos, que generalmente es necesario administrar
para la curacion del proceso. Los nuevos géneros Cedecea, Tatumella,
Kluyvera, Rahnella y Ewingella de origen ambiental se consideran probables

oportunistas. También se han aislado ocasionalmente del hombre otros géneros
de origen teldrico o animal sin que se hayan podido relacionar con procesos
patégenos {Butliauxella, Moellerelia, Obesumbactenium, Xenorhabdus, Budvicia, .
Koserella y Leminorella), por lo que su interés en microbiologia clinica es muy
limitado (1,2). -

5. Métodos generales de aislamiento e identificacion
a. Obtencion y transporte de las muestras
Las muestras deben ser recientes y representativas y obtenerse en

condiciones asépticas y, a ser posible, antes de la administracidon de

antimicrobianos.
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Las heces (enteritis) deben obtenerse durante los primeros dias de la

enfermedad, cuando los patégenos se encuentran en mayor proporcion. Una
muestra directa es més representativa y permite, ademas, seleccionar las zonas
patolégicas (mocc o pus), pero también se pueden utilizar hisopos rectales. La
orina debe obtenerse de! chorro medio en recipiente estéril y la sangre durante los
periodos febriles (hemocultivos). El pus y exudados son mas representativos si se
recogen en cantidad por aspiracion con jeringa, pues, ademas permiten la
conservacion de los anaerobios que se encuentran a menudo en el producto (1,6).

Si las muestras no se transportan y procesan rapidamente, deben
utilizarse medios de transporte adecuados y conservarse en [a nevera, para que
se mantenga la viabilidad de los microorganismos y sus propiedades relativas (1).

b. Aislamiento
i. Medios de Cultivo
El aislamiento de Enterobacterias de los productos patoldgicos se
facilita por el empleo de medios de enriquecimiento y de aislamiento, que se
distinguen por su estado fisico y su capacidad diferencial e inhibidora de Ia
microbiota no patégena (4).

ii. Medios de Enriquecimiento

Son medios liquidos que permiten el desarrollo de las Entercbacterias
patégenas de las heces, especialmente Sa/monelfla y contienen sustancias
inhibidoras de la microbiota grampositva y gramnegativa comensal. Los mas
utilizados son el caldo de tetrationato con bilis y verde brillante de Muller y
Kauffman para el aislamiento de Safmonelia (a excepcién de S. typhi) y el caldo
de selenito F de Leifson para Salmonella y algunas especies de Shigella (2,4).

iii. Medios de aislamiento en placa
Son medios solidos que se distinguen por su capacidad diferencial y
selectiva de la microbiota patégena. Se pueden dividir en:

Medios ordinarios
Son los medios que no tienen caracter diferencial ni selectivo, como el
agar comun y el agar sangre (2).
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Medios diferenciales

Son medios que pemmiten distinguir las colonias de las bacterias
fermentadoras de la lactosa. Como las colonias de Enterobacterias presentan
caracteres microscopicos semejantes, puede establecerse una primera
diferenciacion sembrando el producto patologico en un medio sdlido que
contenga lactosa y un indicador de pH que permita diferenciar por el color las
colonias fermentadoras rapidas de la lactosa (agar-lactosa con azul de
brometimol o rojo fenol} (2).

Medios diferenciales y selectivos
A diferencia de los anteriores, estos contienen ademas, sustancias
inhibidoras de la microbiota grampositiva y a veces de [a coliforme. Segun su

grado de selectividad pueden ser:

e Pocos selectivos, cuando pemiten el crecimiento de todas las
Enterobacterias como el medio EMB (eosina-azul de metileno) vy
MacConkey (sales biliares y cristal violeta).

« Moderadamente selectivos, cuando ademas inhiben en parte la microbiota
coliforme, como el medio SS (Salmonella-Shigella), desoxicolato-Citrato o
desoxicolato-xilosa-lisina.

s Muy selectivos, como el medio de Wiison-Blair (agar sulfito de bismuto) y el
agar verde brillante, que se emplean para el aislamiento de Salmonella (1).

iv. Método

El aislamiento a partir de las heces se efectia sembrando la muestra
en medios liguidos de enriquecimiento y en medios diferenciales en placa, poco
selectivos y moderadamente selectivos. A las 18 horas, a partir de los medios
de enriquecimiento, se siembran nuevos medios selectivos. A partir de otros:
productos (orina, pus, exudados) se siembra directamente la muestra en agar
sangre y en medios diferenciales poco selectivos (1,2).

El desarrollo en los medios diferenciales permite distinguir por el color
las colonias, las Enterobacterias fermentadoras rapidas de la lactosa de las no
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fermentadoras y fermentadoras lentas, donde se encuentran la mayoria de
especies patégenas (Salmonella, Shigella) (1).

c. ldentificacion

La identificacion presuntiva de los géneros y especies mas importantes
se efectia sobre la base del conocimiento de una serie de propiedades
bioquimicas, cuya determinacién se facilita por el uso de un grupo reducido de
medios combinados que permiten obtener varias respuestas (medio de TSI, LIA,
Urea, Citrato), y aun de sistemas de identificacién comerciales (AP! 20E, Minitek,
etc) (1,4).

En general, la marcha de identificacién presuntiva se efectia de la
siguiente manera:

i. Seleccion de medios de aislamiento primario

Deben usarse medios de cultivo selectivos para recuperar las especies
de bacterias importantes de las muestras que pueden alojar una mezcla de
microorganismos. Para hacer racional las selecciones, los microbidlogos deben
conocer la composicion de cada férmula y el propésito y la concentracion relativa
de cada quimico o compuesto que se incluye. Por ejemplo, no es suficiente con
saber que se incluyen sales biliares en las formulas de varios medios selectivos
para inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivo y de algunas especies
bacterianas gramnegativa mas exigentes; asi, el agar SS contiene alrededor de
cinco veces la concentracién de sales biliares de! agar MacConkey, inhibe mas
eficientemente a E.coli mas selectivo para la recuperacion de especies de
Salmonella de cultivos de materia fecat (1,2,4).

Se dispone de tres tipos generales de medio para la recuperacién de
Enterobacteriaceae de muestras clinicas que potenciaimente alojan bacterias
mixtas: 1) medio no selectivo para aislamiento primario (p. ej., agar sangre); 2)
agar selectivo y diferencial (p.ej. agar MacConkey) y 3) caldos de
enriquecimiento {1,2,4).
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Medios de Aislamiento Selectivos
En 1,905 MacConkey descrbié por primera vez un medio selectivo
diferencial (agar rojo neutro-sales biliares) que é! uso para aislar bacilos
entéricos de muestras que contenian mezclas de especies bacterianas.
Incorpord iactosa y el indicador rojo neutro en el medio para proveer un medio
visual para detectar la utilizacion de lactosa por el organismo prueba. En ese
momento, a todos los bacilos Gram negativo no formadores de esporas, se los
denominaba aun bacilos entéricos; sin embargo, los microbidlogos habian
reconocido que ciertas especies eran mas patégenas para los humanos que
otras. El patrén de utilizacién de hidratos de carbono de varias especies de
bacterias ya era conocido a fines del siglo y la fermentacién de la lactosa, en
particular, fue reconocida como un importante marcador para diferenciar ciertos
patoégenos entéricos. En 1,916, Holt-Harris y Teague describieron un medio con
eosina y azul de metileno como indicadores para diferenciar entre las colonias
fermentadoras y no fermentadoras de lactosa. Se incluyd sacarosa en el medio
para detectar aquellos miembros del grupo coliforme que fermentan ia sacarosa

mas rapidamente que la lactosa (1).

Los agares MacConkey y EMB son solamente moderadamente
inhibitorios y fueron disefiados en principio para evitar el crecimiento de
bacterias Gram positivo a partir de cuftivos mixtos. Muchas especies de
microorganismos Gram negativo exigentes son inhibidas del mismo modo; sin
embargo, todas las Enterobacteriaceae crecen bien (1).

La decision de usar agar MacConkey o EMB es ante todo una cuestion
de preferencia personal, dado que las especies bacterianas que utilizan lactosa
pueden ser diferenciadas por ambos. El agar Mac Conkey contiene rojo neutro
como indicador de pH y como resultado, las colonias que metabolizan {a lactosa
aparecen rosadas a partir de fa produccién de acidos mixtos. Las bacterias que
son fuertes productoras de acido, como £. coli, forman colonias rojo oscuro. Las
bacterias productoras de bajas cantidades de acido forman colonias rosado
palido o colonias que son claras en la periferia y tienen centros rosados. Sobre
agar EMB, las bacterias que son fuertes productoras de &cido forman colonias

con brillo metélico. La apariencia brillante es causada por la precipitacion del

colorante sobre las colonias, y es altamente indicativa de E. coli, aungque otros
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fuertes productores de acido, como Yersinia enterocoiitica, pueden tener

apariencia similar (1).

Medios de aislamiento altamente selectivos usados principalmente para
muestras gastrointestinales

Los medios se hacen altamente selectivos mediante el agregado de
una variedad de inhibidores a sus férmulas, generalimente en concentraciones
mas altas que en agar MacConkey o EMB. Estos medios son usados
primariamente para inhibir el crecimiento de E. coli y otros coliformes, pero
permiten el crecimiento de especies de Salmonella y Shigella a partir de
muestras de materia fecal.

Los medios mas cominmente utilizados en laboratorios clinicos son el
agar Salmonella-Shigella (SS), el agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) y el agar
Hektoen entérico (1,2).

La decision respecto de cuél de estos medios usar para la recuperacion
de patégenos entéricos de muestras fecales depende de la preferencia personal
y de las especies que van a ser seleccionadas. En general, estos medios se
emplean en el laboratorio clinico para la recuperacién de especies de
Salmonella y Shigeila de muestras de materia fecal diarreica, o en laboratorios
de salud pubfica para investigar una posible contaminacion fecal de suministros
de agua y de comida. Virtualmente, todas las especies crecen bien en presencia
de sales biliares, lo cual explica por qué la vesicula biliar a menudo sirve como
reservofio en los seres humanos portadores. Se agregan sales biliares al medio
selectivo debido a que otras especies de bacilos entéricos, incluidas algunas de
las cepas de Shigelia mas exigentes, crecen poco o no crecen. El agar SSyel
HE contienen concentraciones relativamente aitas de sales biliares y estan bien
adaptados para la recuperacion de especies de Saimonella de muestras muy
contaminadas con otros bacilos coliformes. Sin embargo, a causa de su efecto
inhibidor sobre la recuperacion de ciertas especies de Shigella, no se
recomienda el uso de rutina de agar SS como Unico medio selectivo para el

aislamiento de patégenos entéricos de muestras de materia fecal (1,4).
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El agar XLD contiene lactosa, sacarosa y xilosa, por lo tanto, los
microorganismos que fermentan estos hidratos de carbono forman colonias
amarillas. Las bacterias incapaces de fermentar estos hidratos de carbono no 1
producen acido y forman colonias sin color. Los microorganismos que producen
sulfuro de hidrégeno forman pigmento negro que comienza desde el centro de la
colonia. E! agar XLD también contiene lisina. Esto es importante porque
muchas especies de Salmonella fermentan la xilosa, y, por lo tanto, inicialmente
producen colonias amarillas en XLD, pero dado que estas especies contienen
lisina descarboxilasa, las colonias revierten a rosado después de que se utiliza -
una pequefia cantidad de xilosa del medio. La lactosa y la sacarosa agregadas
en exceso, previenen que los coliformes lisina positivos reviertan de manera
similar. Dado que la descarboxilacion de la lisina resulta en la formacién de
aminas fuertemente alcalinas, puede aparecer un halo rosado claro alrededor de
las colonias en el agar XLD. Las colonias negras sin halo rosado son mas
sugestivas de cepas productoras de sulfuro de hidrégeno de especies de
Proteus (1).

Los hidratos de carbono del agar HE, son lactosa, sacarosa y salicina.
Los microorganismos capaces de fermentar estos hidratos de carbono también
forman colonias amatrilias; las cepas asacaroliticas producen colonias traslicidas
o verde claro. Las bacterias lactosa y sacarosa negativas que acidifican la
salicina pueden producir colonias anaranjadas. El agar HE también contiene
sales de hierro; por lo tanto, las colonias productoras de sulfuro de hidrogeno

aparecen negras (1).

El agar sulfito de bismuto y el verde brillante son altamente selectivos y
no se emplean con frecuencia en los laboratorios clinicos; son dificiles de
preparar y su vida de almacenamiento es muy corta (48 a 72 horas). Estos

medios han sido disefiados en forma especifica para recuperar Salmonella typhi
de muestras fecales y se usan particularmente cuando se investigan numerosos
pacientes en areas endémicas o durante una epidemia. Las especies de
Sailmonella (S. typhi en particular) pueden sospecharse en estos medios dada la

propension para producir colonias con brillo negro (1).
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Medios de enriquecimiento
Como el nombre lo indica, un medio de enriquecimiento se usa para
resaltar el crecimiento de ciertas especies bacterianas al mismo tiempo que
inhibe el desarrollo de microorganismos no deseados. Los medios de
enriquecimiento son los que mas se emplean en los laboratorios clinicos para la
recuperacién de especies de Salmonelfa y Shigella de muestras fecales. Los
caldos de enriquecimiento son particularmente utiles para la recuperacion de
microorganismos de materia fecal a partir de portadores de Salmonella y de
pacientes con infecciones leves por Shigella, en los cuales el numero de
microorganismos puede estar por debajo de 200/g de heces.(E. cofi y otros
bacilos entéricos pueden liegar a concentraciones masivas tan aftas como 10%g
de heces) (1,6).

El medio de enriquecimiento trabaja sobre el principio de que E. coli y
otros microorganismos Gram negativo, los cuales constituyen ia flora fecal
nomal, se mantienen en una fase de retardo prolongada por los inhibidores
quimicos presentes en el caldo. Las especies de Salmonella y Shigella se
inhiben mucho menos, entran en una fase exponencial de crecimiento, y son
recuperadas mucho mas rapido de muestras de materia fecal. Sin embargo,
después de varias horas, el medio de enriquecimientos deja de suprimir el
crecimiento de E. coli y otros microorganismos entéricos, los cuales, en ultima
instancia, sobrecrecen en el cultivo. Por lo tanto, para la recuperacién de
maxima de especies de Salmonella y Shigella de muestras fecales, se
recomienda que e! caido de enriquecimiento se subcultive dentro de las 8 horas.

Los dos medios de enriquecimiento mas comunes son el caldo selenito
y el caldo Gram negativo (GN). EIl caldo selenito es mas inhibidor para el
crecimiento de E. colfi y otros bacilos entéricos Gram negativos que el caldo GN.
Por lo que, el caldo selenito estd mejor adaptado para fa recuperacion de
Salmonella y Shigella de muestras muy contaminadas como heces y aguas
servidas. Sin embargo, el caldo GN se usa con gran frecuencia en el laboratorio
clinico porque es menos inhibidor para el crecimiento de muchas de las cepas
mas exigentes de especies de Salmonefla. El enriquecimiento de muestras

fecales en caldo GN durante 4 a 6 horas y el subcultivo posterior a agar HE o
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XLD es la técnica 6ptima de recuperacion de especies de Shigefla en casos en
| los que se sospecha disenteria bacilar (1,6).

} ii. Caracteristicas Diferenciales de ldentificacion

Aunque la identificacion preliminar de Enterobacteriaceae se basa
posiblemente en las caracteristicas de las colonias y las reacciones bioquimicas
en medios de aislamiento primarios; otras técnicas de identificacion de especies
requieren la determinacién de caracteristicas fenotipicas adicionales que reflejan
el codigo genético vy la identidad Unica de los microorganismos que se prueban. .
Esta discusién tiene por proposito de revisar los hechos sobresalientes de las
pruebas que miden estas caracteristicas fenotipicas y que son usadas
cominmente en laboratorios clinicos. Esta orientacién es necesaria para que €l
personal del laboratoric pueda comprender los principios que se encuentran
detras de estos procedimientos con el fin de reconocer y corregir cualquier
inconsistencia bioquimica, problemas con cultivos mixtos y fallas en las técnicas.
No es posible comentar la variedad de diferentes pruebas y numerosos
esquemas disponibles para la identificacién final de especies de
Enterobacteriaceae (4).

Produccién de indol

El indol es uno de los productos de degradacion del metabolismo del
amino&cido triptéfano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa pueden
clivar el triptéfano, y de este modo producir indol, acido pirdvico y amonio. Ei
indol puede detectarse en un medio triptéfano de prueba mediante ia

observacién del desarrolio de color rojo después de agregar una solucién que
contiene p-dimetilaminobenzaldehido.

La eleccién entre los reactivos de Ehrich o Kovacs depende de la
preferencia personal. El reactivo de Ehrdich es mas sensible y se prefiere
cuando se prueban bacilos no fermentadores o anaerobios en los cuales la
produccion de indol es minima. Dado que el indol es soluble en compuestos
organicos, deberia agregarse xileno o cloroformo al medio de prueba antes del
reactivo de Ehrlich. Este paso de extraccion es menos critico en el caso de

reactivo de Kovac porque se usa alcohol amilico para diluir (con el reactivo de
Ehirdich se usa alcohol etilico) (1,2, 7).




Prueba del Rojo de Metilo
La prueba del rojo de metilo proporciona caracteristicas valiosas para la

identificacion de especies bacterianas que producen acidos fuertes a partir de la
glucosa. La prueba requiere de 48 a 72 horas de incubacién antes de que
pueda obtenerse un resultado valido, una cantidad de tiempo inaceptable para [a
mayoria de los laboratorios de microbiologia, Barry y col. Describieron una
modificacién que puede leerse entre las 18 a 24 horas. Se emplea una alicuota
de caido de 0.5 ml con un indculo relativamente cargado para probar el
microorganismo. Después de este periodo de incubacion a 35° C se agregan 1
o 2 gotas de reactivo rojo de metilo, el desarrollo de color rojo indica una prueba
positiva. La modificacién de Barry es tan certera como la prueba originaimente
descrita y ahorra una cantidad significativa de tiempo (1,7).

Prueba de Voges-Proskauer

Esta prueba se basa en la conversion de acetil-metil-carbinol (acetoina)
en diacetilo, a través de la accién del hidroxido de potasio y el oxigeno
atmosférico. El diacetilo se convierte en un complejo rojo bajo la accién

catalitica del alfanafto! y la creatinina.

La formacion de acetoina y butilenglicol es un camino afternativo para
el metabolismo del &cido pirvico. Las bacterias que usan este camino, como
ciertas cepas dentro del grupo de Kiebsiella-Enterobacter-Serratia-Hafinia,
producen sélo pequefias cantidad de &cidos mixtos, que pueden ser
insuficientes para disminuir el pH del medio rojo de metilo, lo suficiente para

producir un cambio de color. En consecuencia, la mayoria-de-las-especies de - -

Enterobacteriaceae Voges-Proskauer positivas, con raras excepciones, son rojo
de metilo negativas y viceversa (1).

Utilizacion del Citrato
El principio de utilizacion del citrato es determinar la capacidad de un
microorganismo para usar citrato de sodio como tnica fuente de carbono para el

metabolismo y el crecimiento (1,8).
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E! procedimiento para realizar esta prueba con el agar citrato de ‘
Simmons es el siguiente: Se estria un indculo liviano de una colonia de
crecimiento del microorganismo prueba sobre la superficie oblicua del agar. Si
el inéculo es muy cargado, los compuestos organicos preformados dentro de las
paredes celulares de bacterias moribundas pueden liberar suficiente carbono y
nitrdgeno para producir una prueba con resultado falso positivo. Cuando se

inocuta una serie de tubos de medio de cultivo diferencial con un
microorganismo desconocido, es importante que et medio citrato sea estriado
primero para prevenir el arrastre de proteinas o hidratos de carbono de otro
medio (8,9).

La produccion de color azul en el medio de prueba de 24 horas de
incubacién a 35°C indica la presencia de productos alcalinos y un resultado
positivo de la prueba de utilizacién del citrato. Si se utiliza el carbén a partir del
citrato de sodio, el nitrogeno se extrae del fosfato de amonio contenido en el

medio, con lo cual se libera amonio. En ocasiones se detecta un crecimiento
visible a lo largo de la estria antes de la conversién del medio al color azul. El
crecimiento visible también indica una prueba de resultado positivo. El
malonato, el acetato y el mucato son otros radicales anidnicos cominmente
empleados para determinar la capacidad de las bacterias para usar estos
compuestos simples como Unica fuente de carbono (9).

El acronimo IMVIC (indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato) era
utilizado por los sanitaristas y epidemidlogos para referirse a las pruebas
necesanias para detectar contaminacién fecal! en el agua y la comida.
Escherichia coli se ha usado durante muchos afios como indicador de
contaminacién fecal. Enterobacter aerogenes produce colonias en medio de
aislamiento primario que, a menudo, no pueden ser distinguidas de las de
Escherichia coli. Sin embargo, la recuperacién de E. aerogenes, a partir de |a
comida y el agua potable no necesariamente indica contaminacion fecal, porque
el microorganismo estd ampliamente distribuido en el suelo, los pastos y el
material vegetal. Por lo tanto, se necesita un conjunto de caracteristicas
bioquimicas para diferencias los dos microorganismos. Las pruebas iMVIC
fueron adoptadas para servir a este proposito. La mayoria de las cepas de E.

coli son indol y rojo de metilo positivas y Voges-Proskauer-citrato negativas. E.
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aerogenes tipicamente produce reacciones opuestas. Aunque las

caracteristicas individuales incluidas en ia bateria IMVIC ain se emplean para la
identificacion bacteriana, con poca frecuencia se las utiliza como un conjunto de
pruebas especificas (1,7).

Produccién de ureasa

Los microorganimos que poseen ia enzima ureasa hidrolizan |a urea,
con lo cual se libera amonio y se produce un cambio de color rosado-rojo en el
medio.

Debe descartarse ias diferencias importantes entre el caldo urea de
Stuart y el agar urea de Christensen. El caldo urea de Stuart es fuertemente
tamponado con sales de fosfato a un pH 6.8. El microorganismo prueba debe
formar cantidades importantes de amonio antes de que el sistema tampon sea
vencido y el pH del medio se eleve por encima de 8 para producir un cambio de
color en el indicador. El caldo de Stuart, por lo tanto, es virtualmente selectivo
para especies de Proteus.

El agar urea de Christensen es menos tamponado que el caldo urea de
Stuart y contiene peptonas y glucosa. Este medio enriquecido soporta el
crecimiento de muchas especies de bacterias que no pueden crecer en caldo de
Stuart v la capacidad tampédn disminuida permite la deteccion de pequefas
cantidades de amonio. Los microorganismos que producen menos ureasa,
como ciertas especies de Klebsiella, Enterobacter, Brucella y Bordetella
brochisepsica, pueden probarse con el agar urea de Christensen. Para muchas
de estas especies, una reaccidén de ureasa positiva se detecta primero por un
cambio de color rosado a rojo en la porcion inclinada del agar. Al comienzo, la
superficie inclinada se pone roja porque la reaccién aicalina, que resulta de ia
dispersién de pequeiias cantidades de urea, aumento por las aminas formadas -
provenientes de la descarboxilaciéon oxidativa de los aminoéacidos en la region
del medio expuesta al aire (1,7,8).
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Descarboxilacién de la lisina, omitina y arginina

|
Muchas especies de bacterias poseen enzimas que pueden
Las enzimas i

descarboxilar aminodcidos especificos en el medio de prueba.
descarboxilasas remueven una molécula de CO, de un aminoécido para formar

aminas reactivas alcalinas. Los siguientes son los aminoacidos mas

comlnmente probados y las aminas producto de su degradacion:

Cuadro No. 1

Lisina —* cadaverina
Omitina _, putrescina

Arginina _, citrulina

Se han descrto numerosos sistemas de prueba para medir esta
propiedad, basados en la deteccién de un cambio a pH alcalino en el medio de
prueba o en la medicidn directa de los productos de la reaccion de
descarboxilacién, los que pueden ser detectadas con el reactivo ninhidrina

después de la extraccion del caldo de cultivo con cloroformo (7,9)

La actividad descarboxilasa de Enterobacteriacae se mide mas J

comianmente en los laboratorios de microbiclogia clinica con el caldo J
descarboxilasa de Moeller. El punto final de la reaccidn es fa produccién de un i
|

j

|

!

cambio del pH alcalino en el medio y del desarrollo de color azul parpura
después de ia incubacién con el mecanismo prueba. Este pH bajo es necesario,
porque las enzimas descarboxilasa son éptimamente activas hasta que el pH del
medio cae a 5.5. La disminucién de 6 a 5.5 ocurre porque la bactefia crece y
metaboliza una pequefa cantidad de la glucosa del medio para producir acidos
mixtos. Cuando se lleva a cabo la prueba de la descarboxilasa siempre se debe |

incluir un tubo control sin aminoacidos para asegurarse de que ha ocurrido la

caida de pH inicial. Un cambio de color amarillo en el indicador puarpura de f
i
1

bromocresol! del tubo control muestra la acidificacion. El fosfato de piridoxal se
incluye en el medio y actua como una coenzima para acentuar mas la actividad

de la descarboxilasa (7,9). 1
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Muchos microbidlogos prefieren el caldo lisina de Falkow al de
Moeller porque la prueba Falkow depende sdlo de un cambio alcalino en el
indicador de pH, y no se requiere ni un medio anaercbio ni uno acido. Sin
embargo, este medio no puede ser usado para detectar actividad de lisina
descarboxilasa en ciertos miembros det grupo Kiebsiella-Enterobacter-Serratia-
Hafnia. Estos producen acetii-metil-carbinol, el cual interfiere con el cambio de
pH alcalino final, lo que conduce a interpretaciones falsas negativas. Las
modificaciones en este medio son la base del agar semisdlido movilidad idol
omitina (MIO) usado en los laboratorios de microbiologia clinica. Se han
descrito métodos rapidos para detectar actividad de omitina y lisina
descarboxilasa en miembros de Enterobacteriaceae (1,7).

Produccion de fenialanina desaminasa

La determinacion de fenilalanina desaminasa es Gt para Ia
diferenciacion inicial de especies de Proteus, Morganella y Providencia de otros
bacilos Gram negativo. Sélo los miembros de estos géneros y aigunos
aislamientos relativamente raros del grupo Enterobacter, poseen la enzima
responsable para la desaminacién oxidativa de la fenilalanina. El acido
fenilpirdvico puede detectarse en sdlo 4 horas si se usa un inéculo cargado; sin
embargo, se recomiendan generalmente 18 a 24 horas de incubacién. El medic
empleado utiliza extracto de levadura como fuente de carbono y nitrégeno. Los
extractos de carne o hidrolizados de proteinas contienen cantidades variables de
fenilalanina, que aparecen naturaimente y que pueden conducir a resuitados
contradictorios. E! desarrollo de color verde después del agregado del reactivo
cloruro férrico es inmediato y facil de visuaiizar (1,8 ).

Produccién de Sulfuro de Hidrégeno

Una caracteristica importante para la identificacion de ciertas especies
de bacterias es su capacidad de liberar azufre a partir de aminoacidos que
contienen azufre u otros compuestos, en la forma de H.S. Con los sistemas de
deteccion de H.S el punto final es sulfito, un metal pesado insoluble que produce
un precipitado negro en el medio o en |a tira de papel fitro. Dadeo que debe
haber iones hidrégeno disponibles para la formacién de H,S, el ennegrecimiento
se observa primero en la zona del medio de fa prueba en la cual la formacion de

acido es maxima, esto es, a lo largo de la linea de inoculacion, dentro del agar
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profunde e inclinado o en el centro de las colonias que crecen sobre la superficie
de agar {1).

ili. Sistemas de Identificacién MicroScan

El sistema MicroScan (Dade MicroScan Inc,, West Sacramento CA)
consiste en bandejas de microtitulacién de 96 pocillos de plastico de tamafio
estandar, en las cuales se incluyen hasta 32 sustratos reactivos para la
identificacion de Enterobacteriaceae y otras especies bacterianas. Las bandejas
“‘combo”, también incluyen microdiluciones en caldo de varios antibidticos en
ciertos microtubos para levar a cabo la prueba de susceptibilidad. Los paneles
de MicroScan pueden adquirirse en estado congelado o en la forma de sustratos
deshidratados que hacen el transporte mas conveniente y permiten el
almacenamiento a temperatura ambiente y una larga vida de estante. Los
microtubos se inoculan con una suspension cargada del microorganismo que se
debe identificar y se incuban a 35° C durante 15 a 18 horas. Los paneles
pueden interpretarse visualmente, después de lo cual fos resultados bioquimicos
se convierten en un numero biotipico de siete u ocho digitos que puede ser
traducido en una identificacion con un libro de cddigos provisto por el fabricante.
Como alternativa puede usarse un lector automatico de bandejas para detectar
crecimiento bacteriano o los cambios de color por diferencias en la luz de
transmisién. Las diferencias en los pulsos electrénicos son analizadas
automaticamente en microcomputadoras que comparan los patrones de reaccion
con un programa interno para detemminar la probabilidad de identificaciones (1).

B. Mecanismos de Resistencia
1. Mecanismos Genéticos de la Resistencia Microbiana.
Los cambios genéticos que explican la resistencia pueden producirse por
varios mecanismos que involucran ya sea al DNA cromosomal, como en {a
mutacién, o por la adquisicion de material genético extracromosomal, por

transduccién, transformacién o conjugacién (10).

En fa mutacién, aparecen cambios en el cromosoma que pueden ser
debidos al azar o a la influencia de agentes fisicos o quimicos y, de hecho, no
necesariamente debidos a la exposicién al antimicrobiano, come se demuestra
por ta observacion de que muchos microorganismos aislados antes de la

aparicion de los antibidticos han presentado mutaciones que los han hecho
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insensibles a los mismos. Aunque el antimicrobiano no es el causante de la
mutacion, tiene, sin embargo, un papel importante en la seleccion de las cepas
resistentes, ya que cuando el antimicrobiano se administra a un paciente con un
cultivo bacteriano en el que existen cepas sensibles y otras con mutacion que
les confiere resistencia, el antimicrobiano eliminard a los microorganismos
sensibles dejando solo a los resistentes. La velocidad de aparicién de las cepas
mutantes es muy variable y puede ocurrir muy rapidamente en algunos casos o,
por el contrario, en forma muy lenta y gradual a lo largo de los afios.

Mas cominmente, la alteracion genética que condiciona la resistencia es
producida mediante la adquisicion, por parte del microorganismo, de genes
transportados en plasmidos extracromosomales, mediante transduccion,
transformacion o conjugacién (11).

En la transduccion, un virus bacteriéfago transfiere DNA extracromosomal
bacteriano, incorporado en su cubierta proteica, desde una bacteria insensible a
una sensible, la cual adguiere la resistencia y la capacidad de transferirla a su
descendencia; tal como se ha observado en cepas de Staphylococcus aureus
que adquieren resistencia a las penicilinas {12).

En el proceso de transformacion, las bacterias sensibles pueden incorporar
DNA del medio ambiente y si éste posee genes que codifican para resistencia, la
bacteria se convierte en resistente para unc o mas antimicrobianos. El origen del
DNA del medio ambiente radicaria en el hecho de que algunas bacterias, en
ciertas fases de su crecimiento, son capaces de excretar DNA (11).

La conjugacién es un importante mecanismo de adquisicion de resistencia
microbiana y consiste en el pasaje de genes (determinantes R) desde una
bacteria resistente a una sensible, mediante acoplamiento directc entre las
bacterias por la formacion de un pili sexual. Los factores R pueden contener
informacidn para brindar resistencia a varios antimicrobianos a la vez y esto
ocurre muy rapidamente, en un solo paso. Para que ocurra la conjugacion entre
bacterias y la formacién del pili sexual, es necesaria 1a intervencién de otro
grupo de genes denominado factor de transferencia de la resistencia, sin los
cuales no puede realizarse el proceso. El complejo determinante R mas el factor
de transferencia de la resistencia es conocido como factor R. La aparicion de
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resistencia mediada por factores R es muy importante entre bacterias Gram
negativo, en especial entre Enterobacterias. Entre los microorganismos capaces
de transferir este tipo de resistencia a bacterias sensibies estan Escherichia coli,

Salmonelia, Shiguella, Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa. Por este
mecanismo se produce resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol, suffonamidas,

penicilinas y aminoglucésidos (11,13).

2. Mecanismos Bioquimicos de la Resistencia Microbiana.

Los cambios genéticos producidos dan lugar a diversos tipos de
alteraciones bioquimicas en el metabolismo bacteriano, las cuales pueden ser
de tres tipos generales: cambios en el sitio de accion del antimicrobiano,
produccion de enzimas que modifiquen a la droga o disminucion de la captacion
del antimicrobianc (14). Anexo No. 2.

Cuadro No. 2 |

Se han demostrado cambios en el sitio de accién del antimicrobiano en los

siguientes casos:

a) Para aminoglucésidos, cambios en la proteina receptora de la subunidad 30S.

b) Para beta lactamicos, alteraciones o aparicién de nuevas proteinas fijadoras de

penicilinas.

c) Para eritromicina y clindamicina, metilacion del RNA ribosomal en la subunidad 50S.
d) Para quinolonas, alteraciones en la DNA girasa.

e) Para trimetoprim, cambios en la dihidrofolato reductasa bacteriana.

f) Para sulfonamidas, cambios en la dihidropteroico sintetasa.

@) Para rifamicinas, alteraciones en la RNA polimerasa DNA dependiente.

h) Para vancomicina, cambios en los péptidos de la pared celular bacteriana.




TR

27
En lo relativo a la adquisicion por parte de la bacteria de la capacidad de

formar enzimas que inactiven a antimicrobianos, se conocen los siguientes
casos: a) Para aminoglucésidos, la aparicion de enzimas adenilantes, acetilantes
y fosforilantes. b) Para cloranfenicol, la produccién de acetitransferasa. c) Para
beta lactamicos, la destruccion de los antibidticos por enzimas beta lactamasas
(15,16).

Finalmente, los cambios bioquimicos que reducen la captacién, ya sea
. porque reducen el ingreso o porque aumentan la salida o eflujo del
antimicrobiano, se han encontrado los siguientes casos: a) Aumento del eflujo:
Para tetraciclinas, macrélidos y quinolonas, mediante la adquisicion de nuevos
sistemas de transporte en la membrana citopiasmatica. b) Reduccion del ingreso

por disminucién de la permeabilidad: Para trimetoprim, quinolonas, tetraciclinas,
cioranfenicol y beta lactdmicos, por cambios en la constitucion de la membrana
celular externa (15).

Los mecanismos bioquimicos solo pueden ser adecuadamente
comprendidos si se recuerdan los mecanismos de accion de los antimicrobianos,
asi como los mecanismos mediante los cuales estas drogas acceden al
microorganismo (17).

Dado que en el momento actual los antimicrobianos mas utilizados son los
betalactamicos, los aminogtucosidos y las quinolonas, se enfocara especial
atencion a la resistencia para estos farmacos (17).

a. Resistencia a B-lactamicos

Estos antibiéticos tienen un mecanismo de accién coman. Inhibe la
sintesis de la pared celular bacteriana, en especial, la formacion de puentes
cruzados entre las diversas capas de peptidoglicanos, que normalmente brinda
rigidez a ia pared celular y protege a la membrana celular del ingreso de
cantidades excesivas de agua a la bacteria, lo que ocuriria debido a la elevada
concentraciéon de solutos en estos microorganismos. La formacion de puentes
cruzados es efectuada por proteinas con accién de transpeptidasas, denominadas
proteinas fijadoras de penicilinas (PFP). Debe también recordarse que cuando los

antibiéticos beta lactamicos son e>'5puestos a enzimas del grupo de las

Qi T
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betalactamasas, se convierten en inactivos, debido a destruccion (ruptura) del
anillo betalactamico {18,19,23).

Relacionado a este (ltimo aspecto, se ha logrado sintetizar
antimicrobianos que son resistentes a las betalactamasas. como por ejemplo, la
dicloxaclina utilizada como tratamiento para Staphylococcus aureus. Las bactenas
Gram negativo, como Escherichia coli o Pseudomonas aeruginosa, también han
aprendido a sintetizar beta iactamasas que destruyen a los antimicrobiancs que
clasicamente eran eficaces frente a bacilos Gram negativo, como
aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureido penicilinas, asi como cefalosporinas
de primera y segunda generacién. Ello obligd al desarrolio de cefalosporinas de
tercera generacion, de monobactamos y de carbapenems, con la idea de

contrarrestar la resistencia microbiana (23).

Las bacterias Gram negativo poseen en el cromosoma un gen {(ampC)
que codifica para una beta lactamasa mas activa frente a cefalosporinas que
frente a penicilinas; ademas, muchos bacilos Gram negativo poseen genes
reguladores de la produccion de esta betalactamasa ampC. En algunas
oportunidades y por procesos de mutacion, las bacterias se convierten en
productoras de grandes cantidades de la enzima, que aunque no es muy eficaz
para destruir los betalactamicos, es tan grande la produccién que at final aparece
la resistencia, como se ha observado con Enterobacter cloacae. Existen también
casos, como en Escherichia coli resistente a ampicilina, en los cuales la mayor
producciéon de beta lactamasa ampC es debida a modificaciones en la zona
promotora del ampC que le permiten una expresion genética mas eficaz (20,21).

Aunque los mecanismos anteriores tienen cierta importancia, en la mayor
parte de casos la resistencia a los betalactémicos, se debe a la adquisicion en la
capacidad de sintetizar betalactamasas mediante la intervencién de un plasmido.
En las bacterias Gram negativo las mas importantes de estas betalactamasas
ligadas a plasmidos son la TEM-1 y en menor grado ia SHV-1 (en K. pneumoniae)
y la PSE-1 (en Pseudomonas aeruginosa). Estas enzimas brindan resistencia a las
bacterias Gram negative frente a aminopenicilinas, carboxipenicilinas y
cefalosporinas de primera y segunda generacidén. Se ha descrito ademas la
existencia de betalactamasas de espectro ampliado, ligadas a plasmido,

especialmente en Klebsiefla pneumoniae, que producen la inactivacion de
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cefalosporinas de tercera generacion y monobactamos. Estas enzimas estan
relacionadas a TEM-1 y TEM-2 (16 enzimas ) y a SHV-1 (4 enzimas), y en ellas
s6lo hay variacién de uno a tres aminoacidos en relacion a las beta lactamasas
originales TEM-1, TEM-2 y SHV-1. Las betalactamasas de espectro ampliado no
destruyen a la cefoxitina y su actividad puede ser anulada combinando un beta
lactamico con un inhibidor de las betalactamasas como acido clavulanico o
sulbactam. Existe una tercera clase de betalactamasas de espectro ampliado y
que esta relacionada a la betalactamasa ampC que st brinda resistencia frente a
cefoxitina y que no es inhibida por acido clavuianico ni sulbactam. El imipenem no
es afectado por ningunc de los tres tipos de betalactamasas de espectro ampliado,
pero si por algunas betalactamasas ligadas a genes cromosdmicos, en bacterias
como Bacteroides fragilis, Enterobacter cloacae y Serratia (20,23).

Se conoce también que existen cepas de estafilococos resistentes a la
meticitina. En la mayor parte de estos casos, la resistencia se debe a la
produccidén de una enzima que mantiene la integridad de la pared celular
bacteriana a pesar de que las proteinas fijadoras de penicilinas nomales son
inactivadas por el antibiético. Esta enzima es una proteina fijadora de penicilina
denominada PFP 2a o PFP2'. Esta es codificada por un gen cromosémico
adquirido denominado mecA, el que esta ausente cuando la bacteria es sensible a
meticilina. Este mecanismo explica por qué el 15% de los Staphylococcus aureus
hospitalarios, el 75% de Staphylococcus epidermidis y el 80% de Sfaphylococcus
haemolyticus son resistentes a meticilina (23).

Aunque el mecA estd presente sdloc en estafilococos, otros

- microorganismos también fabrican PFP de baja afinidad por los beta lactamicos,
como es el caso de los enterococos y de los neumococos resistentes a penicilina.
El gen que existe para PFP en estos casos es diferente al de los neumococos
sensibles en varios segmentos, los cuales probablemente han sido insertados en
el gen original provenientes de otros estreptococos. Observaciones similares han
sido efectuadas en cepas de H. influenzae y gonococos resistentes a penicilina G
© a ampicilina (17,23).




30
b. Resistencia a aminogiucésidos

La resistencia a los aminoglucdsidos puede ocurir mediante la
intervencion de tres mecanismos, que son; a) Variaciones en el receptor, a nivel
de la subunidad 30S. b) Modificacidon enzimatica del antibiético. c) Reduccidn del
ingreso del antibiético a la célula bacteriana. De estos mecanismos, es indudable
que el segundo es el mas importante y el que mejor ha sido estudiado. La
modificacién del aminoglucdsido puede efectuarse por fosforilacion, adenilacién o
acetilacion. Algunas enzimas bacterianas tienen doble capacidad funcional y
pueden ser, por ejemplo, fosforilantes y acetilantes a ia vez, como ocurre con ia
enzima 6 acetiante y 2' fosforilante que brinda capacidad defensiva al -
Staphylococcus aureus frente a gentamicina y otros aminoglucésidos; esta enzima
fosforila a la gentamicina en 2° mientras que es capaz de acetilar en 6 a Ia
amikacina y kanamicina. Los genes que codifican para esta enzima en
estafilococos pueden ser adquiridos de otros estafilococos por plasmidos o por
DNA en forma de transposones. Se han descrito también muchas otras enzimas
capaces de modificar aminoglucésidos como la 4’-O-nucleotiditransferasa de
bacilos Gram negativo como E. coli, Klebsiella o P. aeruginosa que puede inactivar
a kanamicina, tobramicina o amikacina. La 4°,47"-0-nucleotidiltransferasa modifica
a los mismos antibiéticos y es producida por Serratia y varios estafilococos. La 3'-
o-fosforiltransferasa inactiva a kanamicina y tobramicina y puede ser producida por ‘
diversos bacilos Gram negativo como E. coli, Serrafia, Proteus y P. aeruginosa.
Los aminoglucdsidos mas importantes pueden ser inactivados por acetilacion ‘
mediante la 3'-N-acetiftransferasa o por la 6'-N-acetiltransferasa producidas |
especialmente por bacilos Gram negativo (19,21).

Dado que los antibidticos aminoglucésidos deben ingresar al interior de
las bacterias para impedir la sintesis proteica y teniendo en cuenta que el ingreso
de estas drogas es un proceso activo gue involucra la intervencién de mecanismos
oxidativos, las bacterias han logrado desarrollar resistencia a los aminoglucdsido
bloqueando su ingreso, es decir haciéndose impermeables al antibiético, tal como
se ha observado en P. aeruginosa. La adicion de antibioticos de pared como las
penicilinas a la terapia con aminoglucdsidos puede incrementar la entrada del

aminoglucésido al interior de la bacteria aumentando asi la eficacia de la accién

antimicrobiana (21).
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Finalmente, los cambios en la composicion de la proteina receptora en el
ribosoma 30S tienen menor importancia clinica. Estos cambios, algunas veces en
un solo aminoacido de la proteina ribosomal pueden ocurrir por mutacion.
Porcentajes importantes de Streptococcus faecalis no son capaces de ligar
aminoglucosidos y ello explica la resistencia que puede ocurrir por parte de estos
microoganismos a la estreptomicina. En estos caos no hay sinergismo entre
penicilinas y aminoglucdsidos (21).

y ¢. Resistencia a la Quinolonas Fluoradas

- Las quinolonas son los quimioterapicos antimicrobianos que han tenido
un mayor desarrollo en los ultimos 10 afios. Actian tanto sobre bacterias
extracelulares como sobre las intracelulares y su actividad antimicrobiana depende
de su capacidad de inhibir a la DNA girasa, complejo enzimatico formado por
subunidades A y B, que interviene en los procesos de repiicacion y de
transcripcion del DNA (12,21).

Se esta observande un incremento en la resistencia a las
fluoroquinolonas. Esta depende en algunos casos de mutaciones que pueden
conferir resistencia a fluoroquinolonas, pero ccurre con menor frecuencia que para

quinolonas no fluoradas como el acido nalidixico (21).

Las mutaciones pueden ocurir ya sea en las subunidades de la DNA
girasa, como se ha observado en Escherichia coli o en las porinas, proteinas de la
membrana celular externa, a través de las cuales ingresan las quinolonas. La
mutacién en estas porinas reduce el ingreso det quimioterapico a la bacteria, lo
que naturaimente disminuye su eficacia. En muchos casos la disminucién de la
acumulacion intrabacteriana de quinolonas depende de un mecanismo activo de
eflujo del quimioterapico, mecanismo localizado en la membrana citoplasmatica de
la bacteria. Las bacterias con alta tasa de resistencia las quinolonas suelen.
combinar mecanismos de mutacion tanto en la DNA girasa como en las porinas.
Recordemos que algunos antibiéticos, como tetraciclinas y cloranfenicol requieren
también de las porinas para ingresar a los microorganismos, por lo que en muchos

de estos casos se observari resistencia cruzada entre quinolonas y oftros

antimicrobianos. Entre nosotros, probablemente debido a la gran frecuencia de
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utilizacién, se estqd observando marcado incremento en la resistencia a las

fluoroquinolonas, especialmente en bacilos Gram negativo (21).

\ La frecuencia de aparicion de resistencia a los antimicrobianos es tan
grande y tan rapida que aparentemente esta ganande a la velocidad con que se !
} obtienen nuevos antimicrobianos. Por otro lado, la resistencia no ocurre para un
solo antimicobiano sino que, en la mayor parte de los casos, tiene un caracter
multtiple, por lo que en un futuro muy cercano, la mayor pare de las infecciones
podrian ser producidas por microorganismos con muttiple resistencia. Ei control en .
el uso de antimicrobianos se hace cada vez mas necesario y evidentemente
contribuira al control en la velocidad de aparicion de resistencia (21). -

Ef uso de antimicrobianos requiere de un adecuado conocimiento de las
caracteristicas y potencialidad de cada droga y de un preciso criterio clinico para
utilizar los antimicrobianos sélo en aquellos casos en que estan indicados y en
caso de tomar la decisién de usarlos, aplicarlos en las dosis adecuadas y por el
tiempo suficiente (21,22).

C. El laboratorio en la orientacién del tratamiento antimicrobiano

Una droga quimioterapéutica es un compuesto quimico que se utiliza en el
tratamiento de una enfermedad. El compuesto puede ser de origen natural o haber
sido sintetizado por los quimicos en e laboratorio. La enfermedad puede ser de
cualquier tipo, incluidos los procesos infecciosos y neoplasicos. Un antibidtico es un
agente antimicrobiano que proviene de un microorganismo; un agente antimicrobiano
es una droga que actia fundamentalmente contra microorganismos infecciosos (1,24).

Los microbidlogos pueden ser de gran ayuda para los médicos. Pueden evaluar
las interacciones in vitro entre un aislamiento bacteriano y los agentes antimicrobianos
que serian adecuados para el tratamiento de la infeccion in vivo. Su trabajo puede
proporcionar datos que ayuden al médico a decidir si las dosis de antibidtico elegidas
son las adecuadas (1,24).

Las pruebas de susceptibilidad antibiética pueden dividirse en dos grupos: 1) las

que predicen la eficacia del tratamiento y 2) las pruebas que controlan la eficacia del
tratamiento (24) (Anexo No. 3).
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Las dos pruebas de referencia son los procedimientos macroscopicos de

dilucién en.caldo y-dilucién-en-agar: Ambos estan disefiados-para cuantificar-la menor- -
concentracidn de un antibiético que inhibe el desarrollo visible det microorganismo in
vitro, la concentracién inhibitoria minima (CIM). La prueba utilizada cop mayor
frecuencia para orientar el tratamiente es ei procedimiento de difusién con discos
(prueba de Bauer-Kirby), en la cual las interpretaciones clinicas se deducen por
correlacién con la prueba de referencia. En los Gltimos afios, una gran cantidad de
jaboratorios ha utilizado una prueba miniaturizada en medio liquido (prueba de
microdilucion en caldo) o un sistema comercial automatizado. La prueba de
microdilucién en caldo se ha hecho tan comdn y est4 tan bien estudiada que se ha
convertido en el estandar de referencia para muchos investigadores (24).

En muchas infecciones la forma mas util para determinar si un tratamiento
antimicrobiano es apropiado es la respuesta clinica del paciente, y si es necesario, la
demostracién por cultivos reiterados de que el microorganismo causante ha sido
eliminado o que persiste (24).

Es importante recalcar que las pruebas de susceptibilidad a antibidticos estan
pensadas para ser una ayuda para el médico, y no una garantia de que un agente
antimicrobiano sera eficaz para el tratamiento (24,25).

1. Prueba de susceptibilidad por difusion con discos

El principio de esta prueba consiste en que tan pronto como el disco
impregnado en el antibiético toma contacto con la superficie humeda de! agar, el
agua se absorbe en el papel fitro y el antibidtico se difunde en el medio que lo
rodea. A medida que aumenta la distancia, hay una reduccion logaritmica de la
concentracion del antibitico. Si las placas ya fueron inoculadas con una
suspension bacteriana, se produce el crecimiento simultaneo de las bacterias sobre
la superficie del agar. Cuando se alcanza una masa celular critica de bacterias, se.
sobrepasa la actividad inhibitoria y aparece el crecimiento bacteriano. EL tiempo
requerido para alcanzar la masa celular critica es caracteristico de cada especie,
pero depende de la composicién del medio y de la temperatura de incubacién. Los
puntos en los que se alcanza la masa celular critica aparecen como circulos de
crecimiento bacteriano, con bordes definidos con claridad con el medio del disco
formando el centro del circulo si la prueba se realiza de manera apropiada (1,24).
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La concentracidn de! antibiético que se difundié en esta interfase de
crecimiento y las bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se
‘ aproxima a la CIM, obtenida en las pruebas de dilucién (1).

a. Progresos iniciales

Con la aparicién de diversos antibidticos nuevos, durante la década de
1840, los métodos de dilucién en tubo no resultaron mas practicos para los
grandes volimenes de trabajo requeridos. En 1943 Foster y Woodruff colocaron
una tira de pape! impregnada con antibiéticos sobre la superficie de una placa de
agar que habia sido sembrada previamente. Muchos antibidticos se pudieron

probar con éste método simple (1,24).

En un comienzo para la interpretacién de los resultados se utiliz6 el

método del halo versus no halo. El desarrollo de un halo de inhibicion, de

| cualquier diametro alrededor de un disco se consideraba evidencia de que et

‘ microorganismo era susceptible a! antibidtico. Las bacterias resistentes se
clasificaban como tales cuando creian exactamente hasta el borde del disco (24).

La imposibilidad de producir resultados cuantitativos en las ‘pruebas
iniciales fue una desventaja. Se desarrollé una prueba semicuantitativa utilizando .
discos con alta y con baja concentracion. Las bacterias eran consideradas
resistentes si crecian hasta los bordes de ambos discos, mientras que los
microorganismos susceptibles mostraban halos de inhibicién alrededor de ambos
discos. Los aislamientos se consideraban de susceptibilidad intermedia si las
bacterias estaban inhibidas sélo por el disco que contenia la concentracion mas
alta de antibiético (24). ‘

‘ b. Desarrollo de un procedimiento estandarizado de difusion con discos

A fines de la década de 1950 el estado de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana en todo el mundo era un caos, debido principalmente a la faita de

un procedimiento estandar. Las concentraciones antibidticas variaban, estaban

empleandose una amplia variedad de medios de cuitivo, el tiempo de incubacion

no era uniforme y los resultados se interpretaban con criterios diferentes. Se
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form6 un comité de la Organizacién Mundial de la Salud, cuya deliberacion
condujo at desarrolio de diversos procedimientos estandarizados (24).

La prueba estandar en los Estados Unidos se basa en el trabajo de
Bauer y Kirby y col. Si ésta prueba se realiza en forma adecuada, los bordes de
los halos de inhibicién deben ser claros y de facil medicion (6,24).

i. Test de Bauer-Kirby

Se realiza mediante la utilizacion de una cantidad constante de
antimicrobianos aplicada sobre la superficie de discos papel. En el ensayo,
dichos discos se colocan sobre la superficie de una placa de medio de Mutler -
Hinton, previamente inoculada con una suspension de la bacteria a estudiar.
Luego de un pericdo de incubacion, se formara, por difusién, un gradiente de
concentracion del agente antimicrobiano y la susceptibilidad o resistencia hacia
el mismo estara indicada por el tamaiio de la zona de inhibicion del crecimiento
alrededor del disco {6).

“ Factores que influyen en el ensayo

La validez de esta prueba depende de varios factores que afectan al
desarrollo de la misma, dentro de los cuales se encuentran: la carga del disco,
el grosor de la capa de agar, su pH, composicion del medio, la capacidad de
difusién de la droga, la temperatura, la velocidad de duplicacion bacteriana, el
tamario y fase de crecimiento del in6culo (6).

« Medio de cultivo

De los medios disponibles, se considera al agar Muller-Hinton como el
mejor para las pruebas rutinarias de susceptibilidad, el cual contiene infusion de
came deshidratada, &cido de caseina y almidén de maiz; ademas, éste medio
posee propiedades inhibitorias minimas para las sulfonamidas, trimetoprim y
tetraciclina. El grosor del medio debe ser de 4 mm (6).

+ pH del Medio

E! pH de cada lote de agar debe ser controlado cuando se prepara el
medio, el cual debe estar entre 7.2 y 7.4 a temperatura ambiente, y debe
medirse después de su solidificacion. Si el pH es demasiado bajo, ciertas

O
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drogas pareceran menos activas, mientras que otras pareceran tener mayor

actividad (6).

\ » Efecto de la Timina o Timidina
Los medios que contienen excesiva cantidad de timina o timidina,
pueden revertir los efectos inhibitorios de las suffonamidas y trimetoprim,
produciendo zonas mas pequefias, menos nitidas o sin halo; io cual puede dar
como resultado un informe de falsa resistencia (6).

« Efectos por variacién en la composicion de los cationes divalentes
{a variacion en cationes divalentes, principalmente Ca++ y Mg++, .
afectaran los resultados con tetraciclina, colistin y aminoglucosidos frente a
Pseudomonas aeruginosa. Un excesivo contenido de cationes reducira la zona
de inhibicién, mientras que bajas concentraciones de cationes resuftardan en
zonas de inhibicion mayores que las esperadas. Un exceso de zinc podria
reducir las zonas de inhibicién de los carbapenems (6,25). .

+ Temperatura \

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son muy susceptibles a [ |
la temperatura, por lo que las placas y los tubos deben ser incubados de rutina a |
35-37°C (6).

Preparacién y aplicacion del indculo
Para estandarizar }a densidad del inéculo, se debe utilizar una
suspension de sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de
Mc Farland) (8). Deberan tomarse colonias de aspecto similar, para minimizar .
las variaciones de la poblacién bacteriana, y el grado de turbidez se compara
con el estandar; ambos se observan contra un fondo blanco (6). Inocular las
placas de agar en tres planos, con un hisopo impregnado con cierta cantidad del
estandar (6).

Aplicacion de los discos de antimicrobianos en las placas inoculadas
Los discos se colocan sobre la superficie del agar inoculada con una
pinza estéril, con una distancia no menor de 24 mm desde un centro al otro,

debido a que las drogas difunden casi instant&éneamente, un disco no debe ser
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removido una vez que tomé contacto con la superficie det agar, no se deben
colocar méas de 12 discos por placa de 150mm y no més de 5 discos por placa
de 100 mm. , las placas se incuban a 35° C y no deberan incubarse en
concentracién elevada de CO,, porque los estandares de interpretacion fueron
desarrollados usando incubacién ambiente y el agregado de CO: alteraria
significativamente el tamafio de las zonas inhibitorias para algunos agentes
antibidticos (6,22).

Interpretacién de la susceptibilidad
o Lectura de las placas de agar

Las placas se leen después de 16 a 18 horas de incubacion y se miden
los didmetros de las zonas de inhibicion, si el inéculo se realiz6 adecuadamente,
stas zonas seran uniformemente circulares y habra desamollo confiuente. Para
leer se compara con tablas especiales de NCCLS, en la cual los halos derivan
de la comrelacion de los tamafios y de las CIM de aquellas especies que se
pueden probar por el método de difusion por disco (24,25).

Dado que una infeccion dada por la cepa en estudio, puede ser tratada
apropiadamente con la dosis de antibidtico recomendada, para el tipo de
infeccién y la especie infectante, a menos que se presentaran contraindicaciones
(26). En la practica esto se interpreta si determinada bacteria presenta un halo
de inhibicién grande medido en mm. en el medio de inoculacion.

Susceptible (S): Esta categoria implica que una infeccidn dada por la cepa en
estudio, puede ser tratada apropiadamente con la dosis de antibidtico
recomendada, para el tipo de infeccion y la especie infectante, a menos que se
presentaran contraindicaciones (25). En la practica esto se interpreta si
deteminada bacteria presenta un halo de irhibicién grande medido en mm. en el
medio de inoculacion.

Intermedio (l): indica que el agente causal puede ser inhibido por
concentraciones de antibitico mas elevada, siempre que las dosis utilizadas
puedan ser aumentadas (25). Debido a que cada bacteria presenta un halo de
inhibicion diferente para cada antibidtico, el patrén de intermedio se le da a las

bacterias que no presentan un halo de inhibicion definido.




38

Resistente (R): El agente causal no es inhibido por las concentraciones
séricas de antibidtico normalmente alcanzadas a dosis habituales, lo cual es
observado por la formacién de un halo de inhibicién pequefio, yfo caen en el
rango donde son comunes Mmecanismos especificos de resistencia
antimicrobiana (por ejemplo B-lactamasas) y la eficiencia clinica no ha sido
comprobada (24,25).

ii. Prueba de susceptibilidad por Microdilucién en caldo

Esta prueba fue una de las primeras en desarrollarse y aun sirve como
método de referencia. Se realizan diluciones seriadas del agente animicrobiano
en caldo o en agar, después de lo cual, se agrega una suspension bacteriana
estandarizada. Se colocan 10 tubos, los cuales contienen caldo de Muller-
Hinton suplementado con cationes; las cantidades de antibidticos son diluidas en
forma seriada, el tubo con el nimero 10 no contiene antibidtico y sirve como
control del crecimiento. Cada uno de los 10 tubos se inocula con una
suspension calibrada del microorganismo a ser probado y se incuba a 35° C
durante 18 horas; al término del periodo de incubacitn los tubos se examinan a
simple vista, para observar la presencia de turbidez, la que es indicativo de que
el erecimiento bacteriano no ha sido inhibido por la concentracién de antibiotico
contenida en el medio. Existe un punto limite, el cual representa la CIM, definida
como la concentracién de antibiético en microorganismos por mililitro que impide .
el crecimiento in vitro de tas bacterias (1,24).

iii. Prueba de E-test

Este procedimiento consiste en tiras impregnadas del antibiético que se
colocan en la superficie de! agar. El principio es una aplicacién dei método de
difusion en discos y el protocolo para la preparacion del inéculo es el mismo.
Después de la incubacién se lee la CiM por el punto de [a tira donde comienza la
inhibicién del crecimiento. La difusion de los antibidticos comienza
inmediatamente después de la colocacion de ia tira, por lo que no debe retirarse

la tira luego de haber sido colocada (1,2).
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c. Limitaciones
La prueba de Bauer y Kirby, modificada por el NCCLS, ha sido aceptada
como la técnica estandar para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad por
difusion con discos: en la mayoria de los casos brinda informacion atil. Hay, sin
embargo, algunas limitaciones: 1) La prueba solo debiera aplicarse a especies
bacterianas que han sido cuidadosamente evaluadas, 2) Las bacterias que crecen
con lentitud, las que necesitan nutrientes especiales, o las que requieren CO, o
condiciones anaerobias para su desarrollo no deben probarse, a menos que la
validez del procedimiento haya sido comprobada (1).

D. Susceptibilidad a los patégenos nosocomiales

Las infecciones nosocomiales tipicamente afectan a los pacientes
inmunocomprometidos debidc a su edad, a enfermedades subyacentes o a
tratamientos meédicos o quirdrgicos. El “envejecimiento’ de nuestra poblacion (mas en
paises desarrollados que en otros como el nuestro) y ias intervenciones médicas y
terapéuticas cada vez mas agresivas, como o son los implantes de cuerpos extrafios,
los transplantes de érganos y ios xenotransplantes, han creado un grupo de pacientes
especialmente vulnerables a infecciones nosocomiales. Como resultado de lo anterior,
los mas altos indices de infeccién recaen en los pacientes de cuidados intensivos: los
indices de infecciones nosocomiales en las unidades de cuidados intensivos de
adultos y en las pediatricas se triplican en comparacién a las infecciones en el resto
de las unidades hospitalarias. Es importante recalcar que la localizacion de la
infeccién y el tipo de patégenos involucrados se relacionan directamente con los
procedimientos terapéuticos que se realizan en cuidados intensivos. En estas areas,
los pacientes con catéteres vasculares y con equipos de monitoreoc invasivos
presentan mas infecciones hematégenas por estafilococos coagulasa negativo. De
hecho, la mayoria de los casos de bacteremia oculta en cuidados intensivos se debe a
las infecciones relacionadas al “acceso vascular’. Las infecciones urinarias flngicas
también se presentan frecuentemente en los pacientes de cuidados intensivos,
probablemente debido a la larga exposicion a antibitticos de amplfo espectro. Segun
el National Nosocomial Infections Surveillance System, la Candida spp. es la causa
mas comin de infeccién urinaria nosocomial en la unidad de cuidados intensivos
(25,27). ]

‘--.
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1. Emergencia de las infecciones nosocomiales

Existen tres fuerzas importantes que involucran a las infecciones
nosocomiales. La primera es el uso de antimicrobianos relacionado a una larga
estancia intrahospitalaria. El creciente interés en las infecciones por bacilos Gram
negativos durante 1970 y 1980 conllevé al exagerado uso de cefalosporinas. Al
volverse éstos resistentes a las primeras generaciones de cafalosporinas, nuevas
generaciones de cefalosporinas fueron creadas. El uso indiscriminado de
cefalosporina se considera una de las causas del surgimiento de enterococos como -
patégenos nosocomiales. El uso prolongado de antimicrobianos y la transferencia de
pacientes de manera intra y extrahospitalaria, han creado un reservorio importante de -

cepas resistentes en acilos para ancianos (27).

|

|

En segundo lugar, el personal hospitalario no sigue al pie de la letra los
métodos de control de infecciones, como lo es el lavarse las manos entre paciente y
paciente. En las unidades de cuidados intensivos, la emergencia muchas veces se

antepone a la asepsia (27).

En tercer lugar, cada vez mas pacientes hospitalarios se hallan

inmunocomprometidos. La nueva medicina ambutatoria hace que los pacientes mas

vulnerables sean los que pemmanecen intemados en el hospital. Este cambio ha
provocado el dominio de infecciones hematégenas asociadas al “acceso vascular'y a

neumonias relacionadas a los ventiladores (27).

Muchos otros factores precipitantes se deben al “manejo” intrahospitalario. Los
transplantes son un arma de doble filo debido a los efectos combinados de la .
inmunosupresion en los pacientes transplantados y a las enfermedades infecciosas
que conlleva el transplante de 6rganos. La transfusién sanguinea seguira siendo una ‘.8
fuente importante de enfermedades infecciosas. De igual manera, la necesidad de
remodelaciones en las infraestructuras hospitalarias creard mas diseminacion aérea

de hongos u otros patégenos (como la Legioneffa) por polvos y esporas liberadas

]
1
durante la demolicion y construccion (27). ]
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2. Prevencién y control de las infecciones nosocomiales
Como siempre, el control de las infecciones puede ser muy costoso.
Aproximadamente una tercera parte de las infecciones nosocomiales se pueden
prevenir, y sobrepasar, para lo cual se deben realizar una serie de estrategias
simultaneas (22). Antes que nada, debe buscarse la mejora de la vigilancia nacional
de infecciones nosocomiales para que, de esta manera, se obtengan datos mas
representativos. Debemos estudiar la sensibilidad y especificidad de nuestro sistema
de vigilancia y establecer parametros para hacer diagndsticos dificiles de infecciones
como neumonias asociadas ai ventilador. De igual modo, deben desarroliarse
sistemas de vigilancia de aquellas infecciones “nosocomiales” que ocurren fuera del
hospital, donde gran parte dei cuidado de ia salud se realiza, hoy en dia (28).

En segundo lugar, debemos aseguramos que nuestros sistemas de vigilancia
sean vdlidos. La iniciativa del ORYX del Joint Commission on Accreditation of
Healthcare Organization para monitorizar, tanto jos procedimientos de! cuidado de la
salud como sus resuttados, producirdn indicadores mundiales importantes.
Sucesivamente, la vigilancia extrahospitalaria se incrementara, lo cual provocara un
sistema mundial de vigilancia eficiente (25,28).

En tercer lugar, el éxito del control de las infecciones nosocomiales recae en la
mejora del disefio del equipo invasivo. Esto es particularmente importante debido al
incremento significativo de las infecciones hematogenas asociadas a los metodos de
“acceso vascular’, especificamente en los pacientes de cuidados intensivos. Dada la
opcion de cambiar el comportamiento humano {(como el mejorar las técnicas de
asepsia) o el disefiar un mejor equipo, la gltima opcién siempre seré la mas exitosa.
Es de suma importancia el desarrollo de métodos no invasivos de monitoreo y de
técnicas quirirgicas de invasion minima que eviten el alto riesgo asociado al traspaso
de las barreras de defensa naturales del huésped (como lo son la piel y la mucosa)
(28).

En cuarto lugar, el resistir la era postantibidtica requerira de programas
agresivos de control de antibicticos (12). Elriesgo de cepas resistentes a antibioticos
también puede reducirse en el futuro al controlar su colonizacion mediante la

adecuada inmunizacién asi como flora competente (28).

/ St {4
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En quinto lugar, los problemas de resistencia antimicrobiana y el advenimiento

de los xenotransplantes enfatizan la importancia de nuevos métodos microbiolégicos.
La electroforesis por gel se ha convertido en una herramienta epidemiologica de rutina
para la investigacion de patégenos resistentes a la politerapia. Asimismo, el anélisis
epidemiolégico molecular puede ayudamos a comprender mejor ciertos factores que

conflevan al surgimiento de nuevas cepas resistentes (28).

En sexto lugar, el control de la tuberculosis en los hospitales estadounidenses,
es un excelente ejemplo de la colaboracién exitosa del control extrahospitalario,
mediante la participacion del CDC y de ciertas agencias que regulan el cuidado de la
salud (28).

Por tiltimo, el control de la infeccién es una parte integral de cualquier servicio
de asistencia del personal hospitalario. Un programa eficaz protegera al personal
frente a la adquisicién de infecciones laborales, asi como a los pacientes y a otros
miembros del personal hospitalario frente 2 un empleado infectado. La organizacion y
las operaciones de un servicio de asistencia la personal variaran de acuerdo al
tamafio de la institucién, al nimero de empleado y a las diversas necesidades de las
agencias reguladoras. Sin embargo, se requieren determinados elementos para todos
los programas, como los son los siguientes: la adecuada deteccion de la enfermedad,
con una vigilancia rutinaria del estado inmunoldgico del personal; la inmunizacion,
para proteger a los empleados de las infecciones laborales y a los pacientes del
personal infectado; e! control de las exposiciones, como lo serian normas donde se
efectie el seguimiento de los pinchazos de aguja y otras lesiones,; y el tratamiento de
la enfermedad aguda en el personal hospitalario. Al trabajar en asociacién, el equipo
para el control de las infecciones y el servicio de asistencia la personal pueden
proporcionar un entormo sin riesgos y seguro tanto para trabajadores de asistencia
sanitaria como para los pacientes.
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V. JUSTIFICACION
La resistencia antimicrobiana es un fenémeno biolégico natural, pero se ve

amplificado muchas veces debido al mal uso que hace el hombre de los antimicrobianos
y a la indiferencia demostrada a las consecuencias de ese hecho. Es posible modificar
la velocidad con que se desarrolia la resistencia, por medio de diversas medidas tales
como el uso racional de los medicamentos y ia educacion de los pacientes. Otra
estrategia importante es la seleccion adecuada del régimen antibidtico, para lo cual es
importante conocer la microbiota predominante y la prevalencia de cepas resistentes a
un determinado famaco, en la comunidad o en la institucion de salud correspondiente.

. En nuestro pais no se conocen con exactitud las dimensiones de la resistencia
bacteriana, por lo que la terapia antibittica empirica ha tomado auge ante la ausencia
de estudios de susceptibilidad antibitica que ha sido condicionado por la falta de
recursos y el poco valor que el clinico le atribuye a las pruebas de laboratorio, por lo
que se hace necesario establecer sistemas de vigilancia locales que permitan
cuantificar el hecho, almacenar y analizar la informacion, con el objeto de escoger una
terapia empirica inicial apropiada para el lugar en particular. Es en este sentido en que
la vigilancia activa de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana constituye una de
nuestras principales armas de defensa contra la diseminacién de resistencia en un

Hospital, en una comunidad y en una region.

Anteriormente en el laboratorio de microbiologia del Hospital Regional de
Occidente se contaba unicamente con procedimientos manuales basicos para la
identificacién de especies y determinacién de la susceptibilidad antibiética de éstas, a
parir de muestras clinicas lo que no permitia caracterizar correctamente a un
microorganismo y se tenian muchos errores en el procedimiento de susceptibilidad
antimicrobiana por la técnica de Bauer-Kirby que innegablemente cuestionan la validez
del procedimiento y la confiabilidad de los resultados cbtenidos.

Con el presente estudio se pretende identificar correctamente a ias
Enterobacterias que con mayor frecuencia son causantes de infecciones, - que podrian
estar involucrados en complicaciones nosocomiales- y establecer sus patrones de
susceptibilidad antibidtica, mediante la utilizacién de un sistema automatizado que
permite la exclusion del factor humano como fuente de error; de ésta forma, pueden
obtenerse datos mas cercanos a la realidad epidemioldgica del Hospital Regional de
Occcidente a fin de que sean utilizados con propdsitos de vigilancia.

o
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

pas de Enterobacterias aisladas en el Hospital Regional de

identificar las ce
patrones de

Occidente San Juan de Dios -HROSJD- y determinar sus

susceptibilidad antimicrobiana.

5> OBJETIVO ESPECIFICO

nar la frecuencia de los géneros de Enterobacterias aisladas de muestras

Detemi
ente San Juan de

clinicas en el laboratorio clinico del Hospital Regional de Occid

Dios—HROSJD-.
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vi. HIPOTESIS

Debido a que e! estudio es de tipo descriptivo ¥ transversal no se formuia

hipotesis para esta investigacion.
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Vil. MATERIALES Y METODOS ‘

A. Universo l

£1 universo de estudio comprendid a todos los pacientes internados en el
Hospital Regional de Occidente —HRO- “San Juan de Dios”, Quetzaltenango.

B. Muestra

Se tomaron 211 cultivos positivos para cepas de Enterobactenas.

C. Recursos l
1. Humanos |

Pc. Velvet Anabella Pérez Juarez (tesista)

Licenciado José Manuel Arriaga {asesor)

Licenciado Jorge Luis de Ledn (asesor estadistico}

Personal técnico del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional de

Occidente San Juan de Dios —HROSJD-.

2. Institucionales

Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios, 'ij
Quetzattenango.

3. Fisicos .

Equipo

Incubadora a 35° C

Microscopio

Mechero Bunsen

Lector MICROSCAN ®

Placas para el equipo de MICROSCAN @



D. Metodologia

Las muestras que se analizaron fueron todos los cultivos positivos para

Enterobacterias, segun las pruebas basicas como caracteristicas de la colonias, tincion

de Gram, efc., aislados en el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regiona! de
Occidente San Juan de Dios ~-HROSJD- a partir de muestras clinicas de pacientes

internos en este centro hospitalario. Los cultivos que cumplieron con el requisito

anterior, fueron sometidos pruebas de identificacion y determinacién de su patrén de

susceptibilidad por el sistema semiautomatizado Microscan®.

E. Procedimiento

1

. Preparacién de la suspensién bacterial

Remover la tapadera de las botelias de preparacion del indculo.
Seleccionar 3 colonias representativas y tomarlas, en forma perpendicular, con
el capilar provisto para elio. Tener cuidado de inicamente tocar la superficie de

...cada colonia, no atravesarias ni perforar el medio.

Introducir el capilar dentro de la botelia, cerrarla y agitaria vigorosamente de 8 a
10 veces. La suspensién obtenida puede utilizarse dentro de un lapso de horas.
Colocar la suspension en la placa de inoculacion.

Instalar el pipeteador (RENOK) en una charola de inoculaciéon (sistema de
transferencia), colocarios sobre la placa de inoculacion y aspirar ia suspension,
presionando el boton de aspiracion / liberacién.

Colocar el sistema de transferencia sobre un panel para Gram negativo de
MICROSCAN y expeler (inocular) la suspension, presionando, otra vez, el boton
de aspiracién / liberaciéon.

Agregar aceite a los pozos en los que se necesita una atmoésfera aerébica

Cubrir el panel con la tapadera e incubar a 35 ° C por 16 a 42 hrs.

Sacarlo de la incubadora y afiadir los reactivos de peptidasa, Kovacs, cloruro
férrico, N-N-dimetil-N-acetilamina, acido sulfhidrico, hidréxido de potasio y alfa
naftol a los respectivos pozos.

Introducir los datos del paciente a la computadora, colocar la placa y esperar
los resultados.
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2. Interpretacién de los resultados

Ei resultado de la identificacion se obtuvo en una hoja de papel impresa por la
maquina, la cual contiene el nombre de la bacteria identificada, y los patrones de
susceptibilidad hacia cada antibiético, comparado con los parémetros de fa NCCLS.

A. Analisis Estadistico

1. Anilisis de Datos

. Tipo de estudio: Descriptivo, transversal.

. Poblacién: Pacientes internados en el Hospital Regional de Occidente San Juan
de Dios —HROSJD -.

. Tamafo de la muestra: 211 cultivos positivos para diferentes cepas de
Enterobacterias, el tamaiioc de la muestra fue determinado por conveniencia, debido &

los recursos disponibles en la institucion.

2. Analisis Estadistico

Se llevé a cabo por medio del programa Whonet versiéon 5.1 que realiza un
anslisis de frecuencia para la descripcion de la pobiacién, los resultados se
presentaron por medio de graficas con porcentajes para determinar la frecuencia de

cada especie y sus patrones de resistencia.
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Vill. RESULTADOS

Grafica No. 1 Frecuencia de cada tipo de Enterobacteria aislada en ef Hospital Regional de Occidente
San Juan de Dios, Quetzaltenango

Tatumella plyseos (CDC EF-9) E314
Shigellasp. E-318
Sermatia marcescens =24
Satmonella typhi £31.8
Salmonella sp. E=zZ 38
Providencia stuartii 0.5
Providencia rustigianii §0.5
Proteus vulgaris f:i 08
Proteus mirabilis =23 3.3
Pasteurellasp. [10.5
Panfoea agglomerans 0.5
Morganelia morgani ss. morgani 3 2.8
Leminorella sp. @
Kiebsiefla pneumoniae $s. peumoniae
Klebsiella pneumoniae $s. ozaenae (0.
Klebsiella oxytoca 19
Kiebsiella omithinofytica £1.4
Eschenichia vulneris ED.Q
Escherichia fergusonii D 0.5
Escherichia coli RS
Enterobactersp. Q0.5
Enferobacler intermedius 305
Enterobacter cloacae e i 12.3
Enterobacter aerogenes [E2324
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Chrobacter freundii B 3.3
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Fuente: Datos experimentales

Esta grafica demuestra que en todas las muestras de este estudio la Enterobacteria mas

frecuentemente aislada fue E. coli, seguida de E. cloacae y K. pneumoniae ss. pneumoniae.

500
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Grafica No. 2 Frecuencia de Enterobacterias aisladas en heridas en el Hospital Regional de Occidente San Juan
de Dios, Quetzaltenango

Serratia marcescens £.5

Shigeflasp. £313

Proteus vulgans £
Providencia stuartii £.41.3

Providencia rusfigiani €23 1.

Proteus mirabills B .
Morganefia morgani BB e e

Leminorella sp.

Klebsiella pneumoniae i
Klebsiella omithinolytica .2 2.

Escherichia fergusonii £,

Escherichia coli 18

Enterobacter cloacae g
Pantoea agglomerans £.41.3

Enterobacter aerogenes B

Cirobacter freundi a3

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Porcentaje de aislamientos

Fuente: Datos experimentales

Se puede observar en esta grafica que en las muestras provenientes de heridas la bactena

mas aislada también fue E. coli, seguida de E. cloacae y K. pneumoniae.
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| Grafica No. 3 Porcentaje de aislamientos de Enterobacterias segn el tipo de muestra
| aisladas en el Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios, Quetzaitenango
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Fuente: Datos Expetimentales

En esta grafica se observan todas las muestras en donde se aislaron Enterobacterias
siendo las heridas en donde se aislaron en un mayor porcentaje seguidas de las

muestras provenientes de orina y catéter.




Grafica No. 4 Frecuencia de Enterobacterias aisladas en orina en el Hospital Regional de
Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango |

Shigellasp. §.424
Proteus mirabilis [ 2|48
Morganelta morganii ss. morganii F_52.4 '
Kiehsielia pneumoniae ss. pneumoniae [ 4. .
Klebsiella oxytoca & Zat4.
Escherichia vulnens 424
Enterobacter sp. F.42.4

Enterobacter intermedius .4 2.

Escherichia coll | 64.3 ‘

Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes [.42.4

Citrobacter freundii 424

0 10 20 30 40 50 €0 70
Porcentaje de aislamientos .

Fuente: Datos Experimentales n?

En esta grafica que se puede observar que en las muesiras provenientes de orina la
bacteria mas frecuentemente aislada fue £E. coli en un ako porcentaje comparado con

las demas Enterobacterias aisladas.
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Grifica No. 5 Frecuencia de Enterobacterias aisladas en sangre en el Hospital Regional de
Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango
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. Fuente: Datos Experimentaies

Se observa en esta grafica que ia E. coli fue la bacteria mas aislada en sangre, seguida

por S. fyphi y K. pneumoniae




|

54

Grafica No. 6 Frecuencia de Enterobacterias aisladas en catéteres en el Hospital Regional de
Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango
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Fuente: Datos Experimentales

En catéteres se puede observar que también E. cofi fue la Enterobacteria mas
frecuentemente aislada sequida de E. cloacae, C. freundii y K. pneumoniae ss.

pneumonjae.
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Gréfica No. 7 Porcentaje de aislamiento de Enterobacterias en el Hospital Regional de
Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango segun el tipo de paciente
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Fuente: Datos Experimentales

Se puede observar en esta grafica que en las muestras provenientes de pacientes
adultos fue en donde se aisiaron Enterobacterias comparado con pacientes pediatricos

y neonatos.
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Grafica No. 8 Porcentaje de aistamientos de Enterobacterias segiin los servicios en el
Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango
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Fuente: Datos Experimentaies

Se observa en esta grafica que en el servicio del Hospital donde mas se obtuvieron
aislamientos de Enterobacterias fue el servicio de Medicina Interna, seguido de la

Unidad de Cuidados Intensivos, Cirugia y Pediatria.
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GrificaNo, ¢ Porcentaje de Resistencia de Enterobacterias aisladas en e! Hospital Regional de Occidents San
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Fuente: Datos Experimentales

En esta gréafica se observa que el antibidtico al que se tiene mas resistencia en las
Enterobacterias.aisladas fue la ampicilina, seguido de cefalotina, ampicilina/sulbactam,

piperacilina, cefazolina y trimet‘oprim sulfametoxazol.
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Gréfica No. 10 Porcentaje de Resistencia antibidtica de Enterobacterias aisladas en el
servicio de medicina interna en el Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios,
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Fuente: Datos Experimentales
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En el Servicio de Medicina Intema se observa una tendencia similar de resistencia de

las Enterobacterias a los antibioticos, siendo la Ampicilina el antibidtico con un

porcentaje mayor de resistencia, seguido de cefalotina y ampicilina/sutbactam.
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Grafica No. 11 Porcentaje de Resistencia Antibiética de Enterobacterias aisladas en unidad
de cuidados intensivos en el Hospital Regional de Occidente San Juan Dios, Quetzaltenango
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Fuente: Datos Experimentales

En esta grafica se observa que en la Unidad de Cuidados Intensivos los antibidticos
cefalotina y ampicilina fueron a los que las Enterobacterias presentaron una mayor

resistencia seguido de cefazolina y cefuroxima sodica.
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Gréfica No. 12 Porcentaje de Resistencia antibidtica de Enterobacterias aisladas en el
servicio de Cirugia del Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios, Quetzaitenango
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Fuente: Datos Experimentales

En el servicio de Cirugia se observé la misma tendencia de los demas servicios, las

Enterobacterias presentaron una alta resistencia a ampicilina, cefalotina y cefazolina.
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Tabla No.1 Porcentaje de Resistencia de Enterobacterias aisladas en el HROSJD', Quetzaltenango

Microorganismo #Ais AMK SAM AMP CEP CZO FEP CTX CTT CPD CAZ CRO CXM CIP GEN IPM OFX TZP PIP TCC TOB SXT
%R %R %R %R %R %R %R %R %R _ %R %R %R %R %R %R_%R %R %R %R %R %R

Escharichia coli 93 8 57 75 50 30 5 3 10 15 10 1 18 23 14 2 22 5 82 15 17 B85
Citrobacter freundii 7 29 86 86 100 71 14 29 57 71 57 43 71 43 43 14 43 57 71 57 43 T
Enterobacter agrogenes 5 0 80 100 100 100 20 0 20 60 60 20 60 0 0 Q 0 20 80 20 0 0
Pantosa (Enterobacter)

agglomerans 1 0 0 0 0 0 0 0 0 t] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Empedobacter brevis 1 0 100 100 ¢ 100 100 100 0 100 100 0 100 0 0 0 100 0 100 100
Enterobactsr cloacae 26 8 81 88 96 88 19 62 48 62 54 46 76 15 52 8 15 31 54 50 56 46
Escherichia fergusonii 1 0 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Enterobacter intermedius 1 0 100 100 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 100 0 0 100 100 0 100 0
Escherichia vulnars 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50
Enterobacter sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kiebsiella ornithinolytica 3 0 0O 100 33 33 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 67
Kiebsiella oxytoca 4 0 0 50 50 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0
Kiebsiella pneumoniag

ss.0zasnag 2 0 50 60 50 0 0 Q 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 100
Klabsiella pneumoniae

55.pNeUmoniae 22 27 486 100 46 41 23 41 0 41 41 41 4 18 32 0 18 38 59 32 41 50
Leminorelia sp. 1 0 0 O 100 100 0 0 0 100 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 100 0
Morganelia morganii

ss. morganii 6 G 100 100 100 100 17 0 0 83 17 0 100 0 50 0 o 17 17 0 0 50
Pasteureila sp. 1 0 0 0 100 100 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 8] 0
Froteus mirabilis 7 0 0 29 14 14 14 14 0 14 14 14 0 0 0 0 0 14 0 0 0 14
Providencia rustigianii 1 ¢ 100 100 100 100 0 0 100 100 0 D 100 0 0 0 0 0 Q 0 0 0
Providencia stuartii 1 0 0 ¢ 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Proteus vulgaris 2 0 0 100 100 100 0] 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmansiia sp. 8 0 0 0 0 ¥ 0 0 0 0 0 4] 0] 0] 0
Salmonelia typhi 4 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigslia sp. 4 50 75 25 50 50 50 580 50 25 650 50 256 25 50
Serrgtia marcescens 5 0 80 80 100 100 0 0 0 40 0 0 100 20 0 0 20 40 0 0 0 0
Tatumelia ptyseos 3 0 33 33 0 g 33 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0 0 0

AIOmn:m_ Regional de Occidente San Juan de Dios

AMK=Amikacina, SAM=Ampicilina-Sulbactam, AMP=Ampicilina, CEP=Cefalotina, CZO=Cefazolina, FEP=Cefepima, CTX=Cefotaxima, CTT=Cefotetan,
CPD=Cefpodoxima, CAZ=Ceftazidima, CRO=Ceftriaxona, CXM=Cefuroxima, CIP=Ciprofloxacina, GEN=Gentamicina, IPM=Imipenem, OFX=0floxacina,
TZP=Piperacilina-Tazobactam, PIP=Piperacilina, TCC=Ticarcilina-acido clavulanico, TOB=Tobramicina, SXT=Trimetroprim.
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Tabla No.2 Porcentaje de Susceptiblidad de Enterobacterias aisiadas en el HROSJD ', Quetzaltenango

_sﬂn_.oo_‘um:mm_do #Ais AMK SAM AMP CEP CZO FEP CTX CTT CPD CAZ CRO CXM ClP GEN IPM OFX TZP PIP TCC TOB SXT
%S %S %S %S %S %S %S %S %S %S %8 %S %S %S %S %S %S %S %S %S %S
Escherichia coli 93 89 26 22 37 61 94 9N 88 78 90 88 78 75 B84 88 77 81 29 80 74 45
Citrobacter freundii 7 71 14 14 O 14 8 57 43 14 43 43 29 57 57 8 57 43 29 14 57 29
Enterobactar aerogenes 5 80 0 0 0 0 80 40 40 20 40 40 40 80 100 100 80 40 20 20 100 100
Pantosa (Enterobacter)
aggiomerans 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
Empedobacter brevis 1 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 100 100 8] 0 #] 0 0
Enterobacter cloacas 26 68 12 12 0 12 73 38 3B 27 46 42 20 85 48 85 85 38 31 31 40 54
Escherichia fergusonii 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0
Entercbacter intermedius 1 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 8] 0 100 0 100 100 0 0 0 0 100
Escharichia vuineris 1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1060 100 100 100
Enterobacter sp. 2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 50
Klebsialla ornithinolytica 3 100 67 0 67 67 100 100 100 100 1 00 100 67 100 100 100 100 100 67 100 100 33
Klebsiella oxytoca 4 100 100 0 50 50 100 100 100 100 1 00 100 100 100 100 100 100 100 50 100 100 100
Kiebsislla pnaumoniae
$5.02aenae 2 100 50 50 50 100 100 1 00 100 100 100 100 100 100 100 1 00 100 100 0 50 100 0
Klebsiella pneumoniae
§§.pneumoniae 22 58 50 0 50 59 68 54 96 59 59 54 59 82 68 1 00 82 54 23 54 589 50
Lemincrella sp. 1 0 100 0 0 0 100 0 0 0 160 100 0 100 100 100 100 0 100 100 0 100
Morganelia morganii
ss. moarganii 6 100 0 0 0 0 83 100 100 0 83 100 0 67 50 100 67 83 50 100 67 50
Pasteursiia sp. 1 100 100 100 0 0 100 100 100 0 100 100 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Proteus mirabilis 7 100 100 71 8 71 8 71 100 86 71 86 100 86 100 100 100 86 86 100 86 86
Providencia rustigianii 1 100 0 0 0 0 100 100 0 0 100 0 0 400 100 100 100 100 100 100 100 100
Providancia stuartii 1 100 100 100 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0
Proteus vulgaris 2 100 100 0 0 0 100 100 100 100 100 100 0 400 100 100 100 100 50 100 100 100
Salmonelia sp. 8 100 100 100 100 88 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Saimonella typhi 4 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Shigella sp. 4 25 25 50 50 50 50 50 50 75 50 50 50 50 50
Serratia marcescens 5 100 20 20 0 0 100 400 100 20 100 100 0 80 100 100 80 60 60 100 100 100
Tatumslla ptysecs 3 100 67 67 100 100 67 100 100 67 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

THospital Regional de Occidente San Juan de Dios

AMK=Amikacina, SAM=Ampicilina-Sulbactam, AMP=Ampicilina, CEP=Cefalotina, CZO=Cefazolina, FEP=Cefepima, CTX=Cefotaxima, CTT=Cefotetan,
CPD=Cefpodoxima, CAZ=Ceflazidima, CRO=Ceftriaxona, CXM=Cefuroxima, CIP=Ciprofloxacina, GEN=Gentamicina, IPM=Imipenem, OF X=Ofloxacina,
TZP=Piperacilina-Tazobactam, PiP=Piperacilina, TCC=Ticarcilina-acido clavulanico, TOB=Tobramicina, SXT=Trimetroprim,




Tabla No.3 Porcentaje de No Susceptiblidad (%R+%!) de Enterobacterias aisladas en el HROSJD ' Quetzaltenango

Microorganismo #Ais AMK SAM AMP CEP CZO FEP CTX CTT CPD CAZ CRO CXM CIP GEN IPM OFX TZP PIP TCC TOB SXT ..Ju.ul..ll
& %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS %NS . mu.._h m
Escherichia coli 93 11 74 78 63 39 6 9 12 22 10 12 22 256 16 2 23 19 71 40 26 55 =
Citrobacter freundii 7 29 8 86 100 8 14 43 57 86 57 57 71 43 43 14 43 57 71 B 43 71 nra& %
Enterobacter agrogenes 5 20 100 100 100 100 20 60 60 g0 60 60 60 20 0 0 20 80 80 80 0 0 = .m.;
Pantoea (Enterchacter) mn.wm h...mw
agglomerans 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100{Z¢t.3
Empedobacter brevis 1 0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100 0 0 100 100 100 100 100 mnm a
Enterobacter cloacae %6 32 B8 88 100 88 27 62 64 73 54 58 80 15 52 15 15 62 60 B9 60 4635 n ™
Escherichia fargusonii 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8] 0 0 0 0 0 0
Enterobacter intermedius 1 100 100 100 100 100 100 100 0 100 100 100 100 0 100 0 0 100 100 100 100
Escherichia vuineris 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterobacter sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0
Klebsialla ornithinolytica 3 0 33 100 33 33 0 0 0 0 0 0 33 0 0 0 0 0 33 0 0
Klabsiafla oxytoca 4 0 0 100 680 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 0
Klebsiella pnetimoniae
ss.ozasnae 2 0 50 50 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 50 0
Klebsiella pneumonise
s§.pneumoniae 22 41 50 100 S0 41 32 46 4 41 41 486 41 18 32 0 18 4 77 46 41 50
Leminorelia sp. 1 100 0 100 100 100 0 100 100 100 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 100 0
Morganelta morganii
8. morganii 6 0 100 100 100 100 17 0 0 100 17 0 100 33 50 0 33 17 50 0 33 &0
Pasteurelia sp. 1 0 0 0 100 100 0 0 0 100 0 0 100 0 0 0 0 Q 0 0 0] 0
Proteus mirabilis 7 0 0O 29 14 29 14 29 0 14 29 14 0 14 0 0 D 14 14 0o 14 14
Providsncia rustigianii 1 0 100 100 100 100 0 0 100 100 0 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Providencia stuartii 1 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0 0 0 0 100
Proteus vulgaris 2 0 0 100 100 100 0 0 0 0 0 o 100 0 0 0 4] 0 50 0 0 0
Salmonella sp. 8 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonelia typhi 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shigefla sp. 4 75 75 80 50 50 50 50 50 25 &0 50 50 &0 50
Serratia marcescens 5 0 80 80 100 100 0 0 0 80 0 O 100 20 0] 0 20 40 40 0 0 0
Tatumella ptyseos 3 0 33 33 0 0 33 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

"Hospital Regional de Occidente San Juan de Dios

AMK=Amikacina, SAM=Ampicilina-Sulbactam, AMP=Ampicilina, CEP=Cefalotina, CZO=Cefazolina, FEP=Cefepima, CTX=Cefotaxima, CTT=Cefotetan,
O_uUuo..w«uoaox__sm. CAZ=Ceftazidima, CRO=Ceftriaxona, CXM=Cefuroxima, CIP=Ciprofloxacina, GEN=Gentamicina, IPM=Imipenem, OFX=0floxacina,
TZP=Piperacilina-Tazobactam, PIP=Piperacilina, TCC=Ticarcilina-acido clavuldnico, TOB=Taobramicina, SXT=Trimetroprim.
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En la Tabla No. 1 se observa que de todas ias Enterobacterias, E. coli fue la que
mas frecuentemente se aisldé ya que de 211 cultivos positivos para Enterobacterias en
93 cultivos se aisld E. coli, también se puede cbservar que esta Enterobacteria sigue la
tendencia de las demas, ya que presenta una alta resistencia a los antibidticos

ampicilina, piperacilina y ampicilina/sulbactam.

Se observa también que E. cloacae fue la segunda Enterobacteria mas aislada
con 26 cultivos positivos para la misma, presentando una aita resistencia a cefaiotina,

ampicilina y cefazolina.

K. pneumoniae ss. prneumoniae presentd una resistencia del 100% a ia

ampicilina, resistencia que es de tipo constitutiva, seguida de piperacilina y cefalotina.

En la Tabla No. 2 se observan los porcentajes de susceptibilidad de las
Enterobacterias aisladas, siendo para E. cofli el imipenem, cefepima, cefotaxima y
amikacina los antibiéticos a ios que la misma presenta una mayor susceptibilidad. Para
E. cloacae el imipenen, ofloxacina y amikacina fueron los antibiéticos en donde se
obtuvo un mayor porcentaje de susceptibilidad, y para K. pneumoniae ss. pneumoniae

el imipenem, cefotetan y ciprofloxacina.

En la tabla No. 3 se presenta el porcentaje de no susceptibilidad de las
Enterobacterias siendo para E. coli el mas atto para la ampicilina, seguido de ampicilina-
sulbactam y pipracilina, similar al porcentaje de resistencia observado anteriormente. E.
cloacae presentdé un alto porcentaje de no susceptibilidad a cefalotina, ampicilina,
ampicilina/sulbactam y cefazolina. Para K. pneumoniae ss. pneumoniae el porcentaje

mas alto fue para la ampicilina, piperacilina, ampicilina/sulbactam y cefalotina.




iX. DISCUSION DE RESULTADOS

La vigilancia en el comportamiento de los microorganismos y su susceptibilidad
antimicrobiana es una de las principales amas de defensa contra la diseminacion de

resistencia en los hospitales y en la comunidad.

En el presente estudio se analizé un total de 211 cuitivos positivos para
Enterobacterias de diversos origenes, aisladas de pacientes intemos del Hospital
regional de occidente San Juan de Dios, Quetzaltenango con el fin de identificarlas y
determinar sus patrones de susceptibilidad antibittica.

Como se puede observar en la Gréfica No. 1, del total de Enterobacterias
aisladas el 67% corresponden a Escherichia coli (44.1%), seguida de Enterobacter
cloacae (12.3%) y Kiebsiella pneumoniae  ss .pneumoniae (1 0.4%), por lo que se
determiné que estas Enterobacterias son frecuentes en la mayoria de procesos
infecciosos. Sin embargo, no se debe descartar a las demas Enterobacterias aisladas
en menor proporcion, que también pueden ser importantes como agentes infecciosos.

En la Grafica No. 2 se puede observar el aislamiento de Enterobacter
intermedius proveniente de una herida, este aislamiento es bastante raro ya que, segin
la literatura, este microorganismo sélo se aisla de muestras provenientes de agua y
tierra, y no se reportan aislamientos en humanos, por lo que se puede inferir que este
aislamiento es producto de contaminacién en ia toma de muestra (1).

En la Gréfica No. 3 se observa que con respecto al origen de la muestra, se
encontrd el 38% de aislamientos comesponden a heridas, seguido por cultivos de orina
(20%), sangre (10%) y cultivos de catéter (9%). En las Gréficas No. 2, 4, 5y 6 se puede
observar que en estas muestras la bacteria que predominé fue Escherichia coli, .
resultados que concuerdan con la literatura, ya que Escherichia coli esta presente en el
tracto gastrointestinal y es la Enterobacteria que con mas frecuencia causa sepsis
bacteriana, meningitis neonatal, infeccién del tracto urinario y enfermedades de tipo

oportunista y por lo tanto es frecuente aislarla de dichas muestras (4).
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Con respecto a los aislamientos obtenidos en catéteres, en fa Gréfica No. 3 se
observa que constituyen un 9% de los aislamientos en el Hospital, resultados que
permiten inferir que existe un alto grado de contaminacidn dei personal hospitalario
hacia el paciente debido al incumplimiento de las normas basicas de higiene y
bioseguridad, al momento de realizar curaciones y procesos invasivos al paciente como
cambio y retiro del catéter, lo que provoca que se desamollen infecciones
intrahospitalarias que afectan la salud ya deteriorada del paciente.

En los aislamientos provenientes de orina la Enterobacteria mas frecuentemente
aislada es Escherichia coli, en un 64%, como se puede observar en la gréfica No. 4, io
cual concuerda con estudios anteriores reaiizados en el hospital y en otros hospitales
{atinoamericanos en donde reportan a este microorganismo como el maés
frecuentemente aislado en los urocultivos en similar porcentaje (10,29)

En la grafica No. 7 se observa que en este estudio el tipo de paciente en el que
més frecuentemente se aislaron Enterobacterias fue en adultos con un 70%, seguido de
ninos 22 % y neonatos con un 8 %.

De los servicios que se analizaron, en la grafica No. 8 se evidencia que en los
servicios de Medicina Interna, Intensivo de Adullos y Cirugia fue en los que se
obtuvieron los porcentajes mas altos de aislamiento, 43%, 16% y 14%,
respectivamente, lo que evidencia que, ademas de los procesos infeccicsos provocados
por las Enterobacterias, existe un grado alto de contaminacién de paciente a paciente o
del personal hacia el paciente, 10 que se puede atribuir a diversos factores, entre €lios la
falta de supervision del personal por los jefes de servicio, falta de capacitacion y
educacion del mismo en las precauciones que se deben tomar al momento de realizar
procesos y al tratar al paciente y otras causas como e! hacinamiento en las salas debido
a la falta de recursos, lo que hace que ios pacientes compartan et mismo ambiente y los
mismos materniales.

La resistencia de las Enterobacterias y de otras bacterias Gram negativo, esta
fundamentaimente asociada con la produccién de enzimas hidrolizantes a nivel de!
puente B-lactamico del anillo 7 aminocefalosporinico, particularmente de la clase 1 de
las B-lactamasas cromosomales y plasmido dependiente, asi como las consideradas B-
lactamasas de espectro ampliado. Muchas de estas bacterias poseen otros
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mecanismos de resistencia, como puede ser, una membrana celular impermeable
(30,31)

Con respecto a los patrones de susceptibilidad encontrados hacia ios distintos
antibioticos, en la grafica No. 9 se observd que, independientemente del origen de la
muestra, se encontré un porcentaje alto de resistencia de tas Enterobacterias hacia la
ampicilina (71.9%), cefalotina (59.8%) y cefazolina (46.9%}, lo que no concuerda con la
literatura ya que estos antibidticos se consideran tratamientos de eleccion para las
Enterobacterias y, en este caso, el tratamiento con los mismos, resultaria ineficaz. Esto
es refiejo del uso irracional que tienen estos medicamentos, fos que son recetados
muchas veces de manera empirica en la comunidades, ya que en la mayoria de
farmacias son vendidos sin receta e incluso también en hospitales. Aunado a ello se
encuentra la falta de politicas definidas, acordes a la realidad epidemioiogica de la
institucién, referentes a la utilizacién de antibiéticos en el Hospital y la ausencia de
estudios de vigilancia de los patrones de susceptibilidad antibiotica, lo que trae como
consecuencia que se utilicen, como primera eleccion, antibiéticos a los que las bacterias
en un alto porcentaje ya no son susceptibles.

Los antibiéticos a los que las Enterobacterias presentaron menor resistencia son
imipenen, amikacina, cefepime y piperacilina-tazobactam, por lo que deben ser tomados
en cuenta para el tratamiento de las mismas.

Con respecto al porcentaje de resistencia encontrado en la bacteria mas
frecuentemente aisltada Escherichia coli, en la Tabla No. 1 se observa que un alto
porcentaje de resistencia se obtuvo frente a ampicilina (75%), piperacilina (62%),
ampicilina-sulbactam (57%) y cefalotina (50%), en la Tabla No. 2 se puede observar que
se encontrd alto porcentaje de susceptibilidad a imipenem (98%), cefepima (94%),
ceftazidima (90%) y amikacina (89%), datos similares a los obtenidos en estudios
realizados anterfiormente en el Hospital (10).

El Enterobacter cloacae presentd un alto porcentaje de resistencia a ampiciling,
ampicilina sulbactam, cefazolina y a la mayoria de cefalosporinas de tercera
generacién, lo que concuerda con estudios en donde se documenta que este
microorganismo es usualmente resistente a ampicilina y pueden ser resistente a

cefalosporinas por la produccion constitutiva de cefalosporinasas activas sobre
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antibioticos de amplio espectro. En base a ello, es de esperarse una asociacién entre
la exposicion intensiva a B-lactamicos y el desarrolio de infecciones de importancia
clinica con este microorganismo. Este microorganismo present6 un menor porcentaje de
resistencia a cefepima, esto se explica debido a que este antibiético es uno de los mas
recientes en nuestro pais; cabe mencionar que esta cefalosporina de cuarta generacion
posee bondades en su estructura que la posicionan con ventajas sobre las
cefalosporinas de tercera generacion como io son entre otras, la capacidad de penetrar
a través de los canales polinicos de Escherichia coli, y Enterobacter cloacae con mayor
rapidez que la ceftazidima y cefotaxima, ademas que es mas estable a ios efectos de
las B-lactamasas (32,33).

De particular interés es el resultado que se observa en la Tabla No. 1 con
respecto a la resistencia antibidtica de E. coli y Klebsiella sp. a ceftazidima y
ceftriaxona, ta que va de un 15 a un 41%, lo que refleja, segun estudios realizados, la
produccién de B-lactamasas de espectro ampliado, indicacion de resistencia a todas ias
cefalosporinas de tercera generacién. Este hallazgo debe alertar hacia e! uso mas
restringido y controlado de las cefalosporinas de tercera generacion para limitar la
diseminacion de resistencia de las mismas (34).

Cabe resaltar que en la mayoria de aislamientos el porcentaje de no
susceptibilidad (Porcentaje de resistencia + Porcentaje de susceptibilidad intermedia),
fue evidentemente mas alto que el porcentaje de resistencia, como se observa en la
Tabla No. 3, lo que nos debe alertar sobre un aumento progresivo de la resistencia
antibiética, ya que este porcentaje involucra el porcentaje de susceptibilidad intermedia,
en donde es necesario altas dosis de antibidtico para que sea eficaz el tratamiento.

También se llevd a cabo una comparacion entre los servicios que con mayor
frecuencia presentan multiresistencia, encontrandose, como se puede observar en las
Gréficas No. 10 y 11, que en los servicios de Medicina Interna y Cuidados Intensivos de
adultos, la ampicilina, cefazolina y ampicilina-sulbactam presentan el mayor porcentaje
de resistencia y la menor resistencia fue hacia imipenem y cefepima. Dado que en el
servicio de Medicina Interna es donde existe mayor contacto con el paciente, por
consiguiente es mayor el riesgo de infectar a los otros pacientes. Por otro lado, en el
servicio de cuidados intensivos existen otros factores de riesgo como: pacientes

ventitados, utilizacion de procesos invasivos en los pacientes como catéteres vasculares
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y soluciones endovenosas; lo que aumenta el riesgo de contaminacion con

microorganismo que ya son resistentes a estos antibidticos.

Como se puede observar en la Gréfica No. 12, en el servicio de Cirugia se
encontré un patrén similar en los antibidticos con mayor porcentaje de resistencia,
siendo estos ampicilina, cefazolina, cefalotina y ampicilina-sulbactam y encontrandose
una menor resistencia a impipenem, cefotetan, ciprofloxacina, y amikacina. Esto se
atribuye a la manipulacién de material quirlrgico contaminado, alto consumo de
antibiéticos, alio contacto del paciente con el personal del Hospital en procesos de
curaciones, intervenciones quirurgicas, etc.

El patron de resistencia en las diferentes salas, es comparable a los obtenidos
en Hospitales de Referencia en Guatemala como los son el Hospital Roosevelt y el
Hospital San Juan de Dios (34).

Los estudios de susceptibilidad antibidtica como el presente resultan muy
importantes desde el punto de vista epidemiolégico. Ellos permiten la elaboracion de
politicas de antibiGticos para el uso adecuado y racional de los mismos, aumentar la
calidad de atencién al paciente, proteger la vida util de estas drogas, observar la
tendencia de la etiologia de las bacteremias y de la resistencia de las cepas aisladas en
pacientes con diferentes patologias para definir estrategias de prevencion ante la
emergencia de cepas resistentes. El uso racional y limitado de los nuevos antibiéticos
debe ser la tendencia actual para tratar de disminuir la seleccion de cepas resistentes y
multirresistentes, por lo tanto hay que estructurar equipos muitidisciplinarios enfocados
en prevenir la aparicién de cepas intratables a través de la utilizacion con equidad de los

antibidticos.
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X. CONCLUSIONES

Del total de Enterobacterias aisladas, del 67% corresponden a Escherichia coli
(44.1%), seguida de Enterobacter cloacae (12.3%) y Klebsiella pneumoniae
ss .pneumoniae (10.4%).

. Con respecto al origen de la muestra, los aislamientos mas frecuentes fueron en
heridas (38%), seguido por cultivos de orina (20%), sangre (10%) y catéter
(9%).

En todas las muestras la Enterobacteria aislada en mayor porcentaje fue

Escherichia col.

L os tipos de pacientes en los que se aislo Enterobacterias con mayor frecuencia
fueron, en su orden adultos (70%), seguidos de nifios (22) y neonatos (8%).

. En los servicios de Medicina Interna, Cuidados Intensivos y Cirugia fueron en
los que se obtuvo los porcentajes mas altos de aislamiento de Enterobacterias
43%, 16% y 14% respectivamente.

Independientemente del origen de la muestra, se encontré un porcentaje alto de
resistencia de las Enterobacterias hacia ta ampicilina cefalotina y cefazolina y
menor resistencia a imipenen, amikacina, cefepime y piperacilina-tazobactam.

En la bacteria mas frecuentemente aislada, Escherichia coli, se observé que un
alto porcentaje de resistencia frente a ampicilina, piperacilina, ampicilina-
sulbactam y cefalotina,

. Enterobacter cloacae presentd un alto porcentaje de resistencia a ampicilina,

ampicilina sulbactam, cefazolina y a la mayoria de cefalosporinas de tercera

generacion.
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Se observé una resistencia considerable, tanto de Escherichia coli y Klebsiella
sp. a ceftazidima y ceftdaxona, lo que refleja la posible produccion de B-
lactamasas de espectro ampliado.

En la mayoria de aislamientos, el porcentaje de no susceptibilidad fue
evidentemente mas alto que el porcentaje de resistencia, lo que debe alertar
sobre un aumento progresivo de la resistencia antibiética,

En e! serwvicio de Medicina Intema y Cuidados Intensivos, la ampicilina,
cefazolina y ampicitina-sulbactam presentan el mayor porcentaje de resistencia
y la menor resistencia observada fue hacia imipenem y cefepima.

El patron de resistencia antimicrobiana en los servicios de Cirugia fue similar al
observado en los otros servicios, observandose mayor porcentaje de resistencia
hacia ampicilina, cefazolina, cefalotina y ampicilina-sulbactam; mientras que la
menor resistencia observada fue ahacia impipenem, cefotetan, ciprofloxacina y

amikacina.

La utilizacién de antibitticos de forma irracional, hace que el tratamiento del
paciente se vuelva ineficaz, aumenten los costos de hospitalizacion y que la
enfermedad se compligue y se prolongue.

La fata de politicas definidas, acuerdo a la realidad epidemiologica de la
institucion, referentes a la utilizacion de antibiGticos en el Hospital y la ausencia
de estudios de vigilancia de los patrones de susceptibilidad antibiética, incide en
el uso, como primera eleccién, de antibiéticos a los que las bacterias, en un atto
porcentaje, ya no son susceptibies.

Los estudios de susceptibilidad antibiética como el presente, permiten la
elaboracion de politicas para el uso adecuado y racional de los antibidticos, cuyo
objetivo primordial seria disminuir la seleccién de cepas resistentes y
multirresistentes, para, consecuentemente, evitar que aumente la resistencia

antibacteriana.
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Xi. RECOMENDACIONES

. Reaslizar toma de muestras adecuadas para obtener resultados confiables y
evitar contaminacion de las muestras.

. Evitar el uso indiscriminado de antibiGticos dentro de los servicios det Hospital.

Proporcionar al paciente las indicaciones correctas sobre dosis y duracion del
tratamiento con antibidticos, con el objeto de evitar el aumento de la resistencia
por uso inadecuado de {os mismos.

Realizar programas de educacion continua para el personal sobre fas normas de
higiene y bioseguridad que se tienen que seguir, con el fin de evitar el aumento
de infecciones nosocomiales.

Efectuar estudios similares frecuentemente, con el fin de monitorear
constantemente los cambios en los patrones de susceptibilidad antimicrobiana
que se observan en los microorganismos con ef tiempo.

Establecer protocolos de tratamiento, segun el tipo de servicio, en base a
estudios como el presente.

. Estructurar equipos multidisciplinarios enfocados en prevenir la aparicidén de

microorganismos multirresistentes.
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Xili. ANEXOS

Anexo No. 1

Clasificacion de las Enterobacterias de acuerdo a sus Propiedades Bioquimicas

Familia Metabolismo Oxidasa
Fermentativo Negativa
Enterobacteriaceae
Femnentativo Positiva
Vibrionaceae
Oxidativo Positiva

Pseudomonadaceae
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Anexo No. 2

Mecanismos de resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos

Mecanismo Grupo antibiético
Ejemplos
Inactivacion Betalactamicos -lactamasas: penicilinasas, cefalosporinasa,
enzimatica carbapenemasas
Aminoglicdsidos Enzimas modificadoras de aminoglucésidos de
bacterias Gram negativo y Gram positivo.
Receptores Betalactamicos Proteinas fijadoras de penicilina alteradas en
aitterados bactenas gramnegativa y grampositiva.
Alteraciones Tetraciclinas, eritromicina, aminoglucésidos.
ribosémicas
Alteraciones de la Quinoclonas
ADN girasa
Enzimas bacterianas Sulfametoxazol, trimetopnm
alteradas
Transporte Alteraciones en las Bacterias gramnegativa; flujo hacia el interior
alterado del proteinas de ia disminuido.
antibiotico membrana extema
(porinas)

Fuerza motora
proténica disminuida
Transporte activo
desde fa célula

bacteriana

Aminoglucosidos y bacterias gramnegativa;
flujo hacia el interior disminuido

Tetraciclinas; eritromicina, flujo hacia el exterior
activo.
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Pruebas de susceptibilidad antibiética

Procedimiento Definicién Muestras Indicaciones
Concentracién  Minima Aislamiento Susceptibilidad de los
inhibitoria concentracidn del  microbiano aislamientos a los
minima (CIM, antibiético que antimicrobianos, si se ha
caldo o agar) inhibe el desarrollo establecido el papel etiolégico
visible. y la susceptibilidad no es
pronosticable.
Difusion con Aislamiento Método simplificado para
discos microbiano estimar la CIM, con correlatos
interpretativos.
Concentraciéon  Concentracion Aislamiento Endocarditis estreptococcica;
bactericida minima de microbiano potencialmente para
minima antibidtico que osteomielitis; aislamientos
extermina el 99% posiblemente tolerantes si no
del inéculo responde al tratamiento.
Niveles de Concentracion del  Suero de nivel Niveles maximos
antimicrobianos antibidtico en maximo impredecibles o peligro de
suero (ug/mif) Suero de nivel toxicidad.
terminal
Titulos Dilucion de suerc  Suero de nivel Endocarditis bacteriana,

bactericidas dei

suero

Pruebas de

sinergia

que mata e} 99.9%

del inoculo

Actividad sinérgica
de varios

antibidticos

maximo
Suero de nivel
terminal
Aislamiento
microbiano
Aislamiento
microbiano

osteomielitis, sepsis por Gram
negativos en pacientes
inmunosuprimidos.

Procedimiento de
investigacion para el desarrollo
de regimenes terapéuticos;
raramente, confirmacion de

sinergia contra aisiamientos

individuales.
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