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. RESUMEN

La resistencia a multiples antimicrobianos es habitual en Pseudomonas
aeruginosa. Este hecho lleva consigo dificultades para realizar un tratamiento
adecuado, lo cual contribuye a aumentar la gravedad de las infecciones. Dicha
resistencia es generada por la aparicion de genes de origen cromosomico y
extracromosomico cuya diseminacion a casi todas las especies bacterianas es

debida entre otras causas, al uso inadecuado de antibioticos.

Las metaloenzimas son una clase de B-lactamasas cuya caracteristica
quimica es poseer metales en su estructura, proveyendole a la bacteria una via
eficiente y efectiva de resistencia a agentes antibacterianos p-lactamicos. Mas

especificamente le confieren resistencia a carbapenemes.

Debido a que actualmente se han incrementado los mecanismos de
resistencia bacteriana a nivel hospitalario, se realizd este estudio observacional
descriptivo con el proposito de determinar la presencia de metaloenzimas en 78
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa provenientes de distintas salas del
Hospital General San Juan de Dios, obtenidas en un periodo de cuatro meses y

referidas de la unidad de Bacteriologia del laboratorio de dicha institucion.

Para evidenciar la presencia de este mecanismo de resistencia de observo

el sinergismo entre el disco de Imipenem y el de EDTA.

Los resultados se analizaron con el programa Whonet version 5.0, el cual
es un software para el manejo de resultados de rutina del laboratorio, enfocado
en el analisis de datos, particularmente en los resultados de susceptibilidad
antimicrobiana. No se encontrd metaloenzimas en los aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa estudiados. De los 78 aislamientos resistentes a
Imipenem, 21 corresponden a muestras de secrecion orotraqueal. Con respecto
al tipo de sala, 10 corresponden a las muestras obtenidas de la unidad de

cuidados progresivos intensivos (UCPI). Algunos de los aislamientos resistentes a



Imipenem presentan susceptibilidad a Meropenem, que es otro carbapenem,
por lo cual puede inferirse que la resistencia a Imipenem no implica
necesariamente la resistencia a Meropenem, por las diferencias de estabilidad

frente a los mecanismos de resistencia.

Con la realizacion de este estudio, se observo que todos los aislamientos
incluidos en esta investigacion fueron resistentes a por lo menos un antibiotico,
esto debido a que Pseudomonas aeruginosa posee patrones idénticos de
susceptibilidad antibiotica que se han constituido en cepas nosocomiales como

producto de la forma de utilizacion de los antibioticos disponibles.

Es necesario este tipo de estudios para que el personal de salud
comprenda la necesidad del control sobre el uso adecuado y racional de los
antibioticos que aun disponen de vida util ante los agentes microbianos

importantes a nivel hospitalario.



II. INTRODUCCION

El incremento de Ilas infecciones nosocomiales causadas por
Pseudomonas aeruginosa es responsable de infecciones graves como sepsis,
neumonia, meningitis, entre otras. De esta manera las unidades mas afectadas
son las de cuidados intensivos y quemados, en donde el uso masivo de

antibioticos ha provocado la aparicion de cepas multirresistentes (1,2).

La resistencia a multiples antibioticos es habitual en este microorganismo,
provocando dificultades para realizar un tratamiento adecuado, lo cual

contribuye a aumentar la gravedad de la infeccion.

Dicha resistencia es generada por la aparicion de genes de origen
cromosomico y extracromosomico cuya diseminacion a casi todas las especies
bacterianas es debida entre otras causas, al uso indiscriminado e inadecuado de
todo tipo de antibioticos. Esta modificacion en el genoma es debida a cambios
en los procesos evolutivos bacterianos que llevan a mutaciones en los
nucleotidos del ADN asi como a fendmenos de mutacion, duplicacion, delecion

o transposicion (3).

Las metaloenzimas son una clase de B-lactamasa cuya caracteristica
quimica es poseer metales en su estructura, proveyendole a la bacteria una via
eficiente y efectiva de resistencia a agentes antibacterianos p-lactamicos. Mas
especificamente le confieren resistencia a carbapenemes. Si aumenta la
prevalencia de las metaloenzimas se compromete la eficacia de este grupo de
antibioticos (carbapenemes) y acorta su uso en el tratamiento de infecciones
nosocomiales (3). Es importante el estudio y control de cepas multirresistentes,
ya que los carbapenemes son utilizados como ultimo recurso en el tratamiento
de infecciones graves, por lo tanto es de suma importancia determinar la
presencia de este mecanismo de resistencia en los aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa provenientes del Hospital General San Juan de Dios y
de esta manera informar a las autoridades hospitalarias para que tomen

medidas contra posibles brotes (3).



lll. ANTECEDENTES

A Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo, movil por flagelo
polar unico, aerobio, no esporulador, oxidasa positivo, catalasa positivo, que
produce pigmentos fluorescentes verde— amarillentos, indol negativo y rojo de

metilo negativo (4).

Pertenece a la familia Pseudomonadaceae, es relativamente ubicua y
comunmente se le encuentra en polvo, agua, plantas, verduras, animales y

ambientes marinos.

Puede crecer bien en diferentes medios y soporta gran variedad de

condiciones fisicas, sin embargo prefiere los ambientes humedos (5).

Pseudomonas aeruginosa esta asociada a infecciones de los tractos
respiratorio y urinario; infecciones en quemados u otros traumatismos severos
que afecten a amplias zonas de la piel o bien en pacientes con fibrosis quistica;
sin embargo, no es un parasito estricto, sino un oportunista tipico,
especialmente en medios hospitalarios, iniciando una infeccion cuando el
individuo se encuentra inmunocomprometido; también puede causar
infecciones sistéemicas, infecciones nosocomiales derivadas de cateterismos,
traqueotomias, punciones lumbares y transfusiones; infecciones en pacientes
con tratamientos inmunosupresores, corticosteroides, antibioticos o radiaciones;
puede contaminar heridas quirurgicas, abscesos, quemaduras e infecciones de

oido (1,2).

Se propaga debido a su presencia en verduras frescas, crema para
manos, unas artificiales y acrilicas del personal hospitalario, nebulizadores,
analizadores de oxigeno, monitoreo urodinamico, maquinas de dialisis,

endoscopios entre otros (5).



Los factores que contribuyen a la patogénesis y virulencia incluyen la
capacidad de adherencia, produccion de toxinas y produccion de glicocalix. La
adherencia al epitelio celular es favorecida en procesos tales como la
intubacion, cateterizacion urinaria y trauma. Las toxinas pueden causar necrosis;
y la produccion de glicocalix puede favorecer la formacion de un biofilm
mucoso alrededor de las colonias de Pseudomonas aeruginosa, formando una
barrera contra las defensas del huésped, los antibioticos y los desinfectantes (5,
6).

B. Mecanismos de accion de los Antimicrobianos

Los antibioticos destruyen o inhiben el crecimiento de las bacterias, para
producir este efecto deben danar o alterar una o varias estructuras del
microorganismo. El mecanismo de accion de algunos antibioticos es el mismo
ya sea que actuen sobre bacterias gram positivo o gram negativo; este
mecanismo esta condicionado por la anatomia bacteriana y sus constituyentes
quimicos. Los antibioticos para poder actuar deben penetrar a su sitio de accion
y por lo tanto ser capaces de llegar a la pared, a la membrana o a otras
estructuras de la bacteria, todos los antibidticos aunque poseen un modo de
accion primario, actuan de manera secundaria en otras partes de la anatomia o

fisiologia del microorganismo (7).

Los principales mecanismos de accion de los antibidticos son:

—_—

Inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana
2. Alteracion de la membrana celular

3. Inhibicién de la sintesis proteica
4

Alteracion de la sintesis de acidos nucleicos
1. Inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana

La resistencia de la pared celular esta dada por mucopéptidos, estos
tienen una forma de bloque y son la unidad mas importante de la pared celular
de la bacteria. Tiene una cadena horizontal formada por aminoazucares, de la

cual se desprenden unas cadenas peptidicas cortas y cerrando el bloque un
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pentapéptido. Cuando una bacteria se va a dividir aumenta el volumen de su
citoplasma y en proporcion la pared celular se adelgaza. En el crecimiento
normal de la célula hay un equilibrio entre la sintesis y la lisis de la pared celular
sin llegar a producirse la destruccion de la célula. La lisis es efectuada por
enzimas autoliticas de la pared, entre las cuales se encuentra la acetil
muramidasa. Cuando se agrega un antibiotico del grupo activo a nivel de la
pared celular (anexo 1), se detiene rapidamente su sintesis, mientras continua
el ritmo de produccion en sus otros sistemas (proteinas, productos metabadlicos,
material genéticos, etc.) incrementando el volumen celular. Las enzimas
autoliticas continuan desgastando la pared y por ello esta deja de ser una
proteccion adecuada ante la gran presion osmaotica en el interior de la célula,
esta combinacion de factores hace estallar la célula en sus puntos defectuosos
(7).

2. Alteracion de la membrana celular

La membrana impide la entrada o salida de sustancias del citoplasma y
por ello la alteracion de ésta, lesiona procesos vitales de manera irreversible para
el microorganismo (anexo 2). Algunas moléculas de antibioticos poseen un
extremo liposoluble y otro hidrosoluble, cuando esta molécula llega a la
membrana se inserta entre la capa lipidica y la de proteinas, produciendo una
abertura entre estas capas conduciendo a la ruptura de la membrana. Otras
sustancias desacoplan la fosforilacion oxidativa con un estimulo transitorio del

consumo de oxigeno (7).

3. Inhibicion de la sintesis proteica

La sintesis proteica tanto en eucariotas como en procariotas, es el
mecanismo mediante el cual se expresa la informacion genética contenida en el
ADN. Este mecanismo reviste importancia fundamental puesto que es asi como
la celula produce las sustancias indispensables para el mantenimiento de sus
funciones vitales y para garantizar su reproduccion. Cuando uno o ambos

procesos son interferidos, el resultado es la muerte de la célula o la detencion de
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su crecimiento, este resultado es el que se busca con el empleo de los

antibioticos (anexo 3) en las infecciones bacterianas (7).

4, Alteracion de la sintesis de acidos nucleicos

El genoma bacteriano consiste en un solo cromosoma circular de ADN
de doble cadena, dentro del nucleoide. La mayoria de los inhibidores (anexo 4)
de la replicacion del ADN se unen con éste de forma irreversible y son muy
toxicos para su utilizacion clinica. Entre éstos se encuentran inhibidores de

enzimas y productores de mutagenesis (7).

C. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es la capacidad adquirida de un organismo para
resistir los efectos de un agente quimioterapeutico al que es susceptible
habitualmente. La mayor parte de la resistencia a antibioticos es debida a genes

de resistencia que se transfieren por intercambio genético (8, 9).

Dicha resistencia es generada por la aparicion de genes de origen
cromosomico y extracromosomico cuya diseminacion a casi todas las especies
bacterianas es debida entre otras causas al uso indiscriminado e inadecuado de

todo tipo de antibioticos.

Esta modificacion en el genoma es debida a cambios en los procesos
evolutivos bacterianos que llevan a mutaciones en los nucleotidos del ADN asi
como a fendmenos de mutacion, duplicacion, delecion o transposicion, siendo

estos la causa de la dispersion de las cepas resistentes (3).
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D. Mecanismos de resistencia bacteriana

Los mecanismos generales de resistencia bacteriana son los siguientes:
1. Salida incrementada del antibidtico gracias a bombas de
expulsion activa, también llamadas bombas de flujo.
2. Disminucion de la permeabilidad de la membrana.
3. Cambios estructurales de PBP’s (Proteinas fijadoras de penicilina)
4. Inactivacion de la droga (reversible o irreversible) debido a la

presencia de Beta-lactamasas (3).

1. Bombas de expulsion activa

Las bombas de expulsion activa son proteinas capaces de eliminar
antibioticos, algunas solo eliminan un tipo de compuestos, pero otras expulsan
una amplia variedad de sustratos, con escasa relacion quimica entre si, por lo

que se denominan bombas de expulsion multidroga (10).

2. Disminucién de la permeabilidad de la membrana

La penetracion de los antibioticos a traveés de la membrana externa de las
bacterias ocurre por medio de porinas, que son proteinas transportadoras
especificas para compuestos con caracteristicas fisicoquimicas determinadas. Por
lo que la permeabilidad de la membrana bacteriana a los antibioticos esta
determinada por la presencia y cantidad de porinas. La resistencia bacteriana
por este mecanismo se da cuando la bacteria deja de sintetizar las porinas que

permiten el ingreso de los antibioticos o cambia su estructura (9,10).
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3. Cambios estructurales de PBP’s (Proteinas fijadoras de Penicilina)

Este mecanismo de resistencia consiste en que los microorganismos
cambian la estructura de las PBP’s presentes en su membrana de tal manera que
no permite la union del antibidtico a éstas. Es efectivo para antibioticos que
tienen como objetivo inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana y cuyo sitio
blanco son las PBP’s (9,10).

4. Produccion de Beta-lactamasas

Las Beta-lactamasas son proteinas enzimaticas que catalizan la hidrolisis
del anillo Beta-lactamico, separando el enlace amida, impidiéndole al antibiodtico

inhibir la sintesis de la pared celular (3, 9,11).

Las Beta-lactamasas en las bacterias gram negativo se encuentran en el
espacio periplasmico entre la pared celular y la membrana externa. Aunque
todas las Peta-lactamasas catalizan la misma reaccion, se han aislado y
caracterizado numerosos tipos de enzimas que se clasifican en forma diversa de
acuerdo, por ejemplo, a su secuencia de aminoacidos, peso molecular o
especificidad del sustrato. La localizacion del gen que codifica la Beta-lactamasa
es variable, pudiendo localizarse en el cromosoma o estar codificada por
plasmidos. Las Beta-lactamasas cromosomicas son universales en una bacteria
especifica mientras que la presencia de ellas codificadas por plasmidos es

variable y transferible entre las diversas especies bacterianas (1, 12).

Las Beta-lactamasas se clasifican de diversas maneras segun la secuencia
de aminoacidos y por sus caracteristicas funcionales definidas en sus perfiles de

sustrato y de inhibidores (13).

Basados en estudios moleculares, se han descrito 2 tipos de enzimas

hidrolizadoras de carbapenemes (Beta-lactamasas): enzimas serina, que poseen
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una serina en el sitio activo; y metaloenzimas (clase B), que requieren de
cationes divalentes como cofactores para la actividad enzimatica. En contraste
con las enzimas serina, las metaloenzimas pueden experimentar inhibicion con

agentes metalicos quelantes como EDTA y compuestos con base tiol (14).

a. B- lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Los organismos productores de Peta-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) han aparecido en clinicas y hospitales en los ultimos anos constituyendo
un problema de salud publica grave. Las BLEE se derivan de enzimas TEM
(subdivision de las BLEE) y sulfhidrilo por sustitucion de uno o mas aminoacidos
(denominada SHV). La frecuencia de BLEE difiere segun el area geografica e
institucion de salud. Se reportan con un 45% de frecuencia en Latinoameérica y
solo 7% en los Estados Unidos de Norteamérica. En Latinoamérica no se habian
reportado BLEE hasta 1985 (3).

Estas enzimas son producidas mas comunmente por Klebsiella y
Escherichia coli pero se presentan también en otras bacterias gram negativo
como Enterobacter, Salmonella, Froteus, Citrobacter, Serratia marcescens

Pseudomonas aeruginosa, etc (3).

Los organismos que producen BLEE tienen importantes implicaciones por
su resistencia a antibioticos que incluyen cefalosporinas de 3ra generacion,
penicilinas de espectro extendido y monobactamicos. Las tasas de
susceptibilidad sonvariables para fluoroquinonas, aminoglucosidos vy
cefalosporinas de cuarta generacion. Los carbapenemes y los Beta-lactamicos

con inhibidores de las Beta-lactamasas como la piperacilina-tazobactam son los
unicos antibioticos en la actualidad activos contra las BLEE.
Desafortunadamente Ia utilizacion de los carbapenemes ha aumentado en un

67% la aparicion de Pseudomonas aeruginosaresistente a Imipenem (3, 14).
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b. Resistencia por medio del gen AmpC

Es un mecanismo de resistencia que se activa a partir de Ila

hipersaturacion intracelular de monomeros de la pared celular.

Los antibioticos sujetos a este mecanismo de resistencia se dividen en tres

grupos:

Grupo 1: El antibidtico es un buen inductor, activa la produccion de Peta-
lactamasas pero es sensible a ésta. En este grupo estan las aminopenicilinas,
cefalosporinas de 1ra y 2da generacion e inhibidores de eta-lactamasas

(amoxicilina acido clavulanico, ampicilina).

Grupo 2: El antibiotico es un buen inductor y es resistente a la enzima. La
bacteria produce Beta-lactamasas pero no destruye al antibiotico. En este grupo

estan los carbapenemes.

Grupo 3: El antibidtico es mal inductor y es sensible a la enzima. El antibiotico
Nno activa la produccion de Beta-lactamasa pero es destruido por ésta. Para que
este evento ocurra es necesaria la presencia de un antibiotico que sea buen

inductor de Beta-lactamasa 6 que la cepa sea derreprimida.

Una cepa mutante derreprimida es aquella que mantiene siempre activa
la produccion de Peta-lactamasa debido a la ausencia de un regulador

enzimatico denominado AmpR.

C. Metaloenzimas

Las metaloenzimas son una clase de peta-lactamasas cuya
caracteristica quimica es poseer metales en su estructura. Actualmente se
relacionan con la resistencia a los carbapenemes (4). Las metaloenzimas

proveen a la bacteria de una via eficiente y efectiva de resistencia a agentes
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antibacterianos Peta-lactamicos. Mas especificamente le confieren resistencia a
carbapenemes. Si aumenta la prevalencia de las metaloenzimas se compromete
la eficacia de este grupo de antibioticos y acorta su uso en el tratamiento de

infecciones nosocomiales.

Las metaloenzimas han sido identificadas en un amplio espectro de
patogenos importantes clinicamente, tales como: Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens 'y Acinetobacter baumaniii.
Estas enzimas también tienen la capacidad de diseminarse a traveés de otras
poblaciones bacterianas, lo cual es demostrado por el surgimiento de la
metaloenzima IMP-1 en Japon. El surgimiento de esta enzima ha sido facilitado
por estar codificado en un integron, recientemente se han encontrado

aislamientos clinicos en Europa (15).

Una forma de combatir este problema clinico potencial es el uso de
inhibidores especificos de metaloenzimas en combinacion con un antibidtico
Beta-lactamico. Para esto se han identificado diferentes moléculas no Peta-
lactamicas como inhibidores especificos de estas enzimas. Una serie de
compuestos tio eéster del acido mercaptoacético fueron identificados como
inhibidores de metaloenzimas. También fueron descritos otros inhibidores como
la acetona, alcohol trifluorometilo y compuestos tetrazoildifenilo, sin embargo
estos se han identificado como inhibidores especificos de metaloenzimas tipo
CfiA de Bacteroides fragilis. Ninguno de éstos ultimos muestran sinergia con
antibioticos Peta-lactamicos, pero se ha encontrado cierta actividad con
meropenem. Es necesario identificar la actividad antibacterial de espectro
extendido combinados con carbapenemes. La pérdida de interacciones
potenciales con IMP-1 es probablemente la causa del bajo potencial inhibitorio
que éstos presentan. El bajo potencial de inhibicion que éstos presentan en
Pseudomonas aeruginosa se debe a la poca penetracion de €stos compuestos a

traves de la membrana pseudomonal (15).
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i. Funciones de la proteina en una metaloenzima

Las proteinas proveen un entorno de coordinacion relativamente estable
para el metal o bien se unen a coenzimas, que a su vez contienen metales. Estas
favorecen la ionizacion de los sustratos, lo que mejora la catalisis y estabilizan
temporalmente los sustratos en la posicion adecuada. La proteina proporciona
la selectividad por los sustratos colocando barreras contra sustratos
inadecuados y favoreciendo la entrada de los adecuados. En ocasiones, la
apoproteina es capaz de concentrar y/o activar localmente los sustratos. Provee

un entorno dieléctrico adecuado al ibn metalico y a los sustratos (16).

ii. Funciones de un metal en una metaloenzima

Actuan como punto de recoleccion de reactivos (antibiotico)
modificando la acidez del ligando coordinado al metal. Ademas desarrollan
funciones estructurales (16). Las actividades de las metaloenzimas dependen
principalmente del zinc y son inhibidas por agentes quelantes tales como el
EDTA (concentracion inhibitoria 50%, 50 mg), acido mercaptopropionico y

acido mercaptoaceético (17).

jii. Clasificacion de las metaloenzimas

Todas las metaloenzimas hidrolizan imipemen, pero esta habilidad varia
considerablemente, ya que puede o no ser relacionada con el nivel de
resistencia a los carbapenemes. (18) Por consiguiente esta clasificacion es
llamada del grupo 3y se realiza de acuerdo a como actuan con el imipenem o

con otro Beta-lactamico (19).

Esencialmente las enzimas del grupo 3a poseen un amplio espectro o
actividad. Las metaloenzimas del grupo 3b poseen una avidez preferencial por
los carbapenemes; y las metaloenzimas del grupo 3c hidrolizan pobremente a
los carbapenemes comparado con otros sustratos Beta-lactamicos. No obstante

estas enzimas poseen la caracteristica de ser inhibidas universalmente por el
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EDTA por ser este un agente quelante de cationes divalentes, debido a esto

inhibe el mecanismo de accion de las metaloenzimas (19).

A nivel molecular, las metaloenzimas son un grupo desigual de proteinas,
que hace la clasificacion y estandarizacion de sus estructuras virtualmente
imposible. Se ha hecho una subdivision llamada metaloenzimas clase “B” basada
en secuencias que las identifican y otros aspectos estructurales (19). El arbol
filogenetico indica que la relacion entre una metaloenzima y otra esta dada por
sus secuencias nucleotidicas. Las metaloenzimas de la clase B1 poseen una llave
de zinc coordinada por residuos de tres histidinas y una cistina, entre ellas se
encuentran: IMP, VIM, GIM y SPM-1. Las metaloenzimas de la clase B2 incluyen
las que poseen una asparagina en lugar de hisitidina, la cual ha sido derivada
de Aeromonas spp. Y de Serratia fonticola. Las metaloenzimas SFH- 1 y L1
ocupan la clase B3, que es la unica entre todas las Beta-lactamasas en ser

funcionalmente representada como un tetramero (20).

La estandarizacion de metaloenzimas ha sido propuesta, segun los
proyectos usados para estandarizar las Peta-lactamasas de la clase A. Sin
embargo las metaloenzimas de la clase B estan mas lejos de la problematica,
debido a su naturaleza desigual y a su variabilidad en el numero de

aminoacidos (21).

iv. Codigo cromosomal en las metaloenzimas

Algunas bacterias de habitats ubicuos, poseen metaloenzimas, por lo que
en la actualidad, existe un debate del por qué de esta situacion. Un argumento
es que durante muchos periodos de tiempo, las bacterias han sido expuestas a
Beta-lactamicos, por lo que estas han ido adquiriendo genes de resistencia. Otro
argumento es que estas enzimas realizan una funcion celular normal. A pesar
de estos puntos de vista, la mayor parte de los genes que codifican para
metaloenzimas son inducibles, y la mayoria de bacterias las poseen, por lo que
estas pueden llegar a ser altamente resistentes a los Peta-lactamicos.

Afortunadamente estos microorganismos son patdogenos oportunistas, y
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raramente S. maltophiliay Bacillus anthracis, pueden causar una infeccion seria.
El cédigo cromosomal de las metaloenzimas incluye, Bacillus cereus (BC 1l) (22)
Bacillus anthracis (23) S. maltophilia (L1) (24), Aeromonas hydrophilia (CphA)
(18),  Chryseobacterium  meningosepticum (BlaB  or  GOB-1) (25),
Chryseobacterium indologenes (IND-1) (26), Legionella gormannii (FEZ-1) (27),
Caulobacter crescentus (Mbl1B) (28), Myroides spp. (TUS-1, MUS-1) (29)
Janthinobacterium lividium (THIN-B) (30), Flavobacterium johnsorniae (JOHN-1)
(31)y S. fonticola (SFH-1) (32).

Generalmente, el cédigo cromosomal de las metaloenzimas, varia poco
de una especie a otra. La excepcion mas notable puede observarse en la
metaloenzima de Chryseobacterium meningosepticum , en donde las enzimas
BlaB y GOB- varian considerablemente( 11% de similitud) por lo que han sido
divididas en dos subclases. Estas enzimas han sido co-reguladas con peta-
lactamasas serina. A. hydrophila y Aeromonas veronii producen tres Peta-
lactamasas; una penicilinasa, una cefalosporinasa y una metaloenzima, las
cuales son expresadas en un nivel alto. Los mutantes de resistencia a los peta-
lactamicos estan seleccionados. Un fendmeno similar puede observarse en .
maltophilia, en donde el alto nivel de resistencia a los Peta-lactamiacos, es
debido a la expresion de las metaloenzimas tipo L1 y L2. Esta derrepresion
usualmente ocurre con una frecuencia de 1 en 10° o 10’ y puede ocurrir en vivo

en pacientes que tengan terapia Peta-lactamica (33).

El grupo de genes de metaloenzimas de Bacteroides spp. es a menudo
descrito como faciimente transferible, comparado con otras bacterias
anaerobicas. Bacteroides fragilis es relativamente resistente a Peta-lactamicos,
debido a la produccion potencial de la metaloenzima CfiA o también llamada
algunas veces CcrA. El gen de esta metaloenzima fue caracterizado por primera
vez en 1990 y es uno de los mas intensamente estudiados con respecto a estos
mecanismos de catalisis. CfiA requiere de una secuencia alquilada, que le
provea un promotor adecuado, por esa razon requiere de una expresion

potencial de un gen estructural.
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v. Aparato genético de metaloenzimas transferibles

La diseminaciéon de genes de metaloenzimas es debida al consumo
inadecuado de antimicrobianos, tales como Peta-lactamicos de espectro
extendido, cefalosporinas y carbapenemes (35). La mayoria de genes codifican
metaloenzimas tipo /MPy VIM, los cuales se encuentran en la clase 3 de
integrones asi como G/M-7 los cuales estan localizados en la clase 1(36) de
integrones. Los integrones son capaces de producir genes, en un sitio especifico
de recombinacion entre dos sitios de ADN, uno en el integron y el otro en el
cassette del gen. Los integrones poseen 3 regiones. Region 5°, region 3" y una
region variable. La region 5° contiene el gen integrasa (/nt), el cual esta
adyacente al sitio de recombinacion (att) y a un promotor, lo cual facilita la
expresion de los genes en la region variable. La region 3 a menudo consiste en
una supresion parcial del gen gac (gacEAal) el cual se funde con el gen sul

provocando resistencia hacia los antisepticos y a las sulfonamidas (37).

Los cassettes son pequenas piezas de ADN circular, de aproximadamente
1Kb, que comprimen al gen junto con el sitio de recombinacion (38) en un
elemento de la base 59. Los genes b/a,y provenientes de algunos paises
Europeos han sido truncados con el elemento de la base 59 y los cassette han
sido fundidos. Esto ha provocado que los genes de las metaloenzimas, y los
genes aacA4 hagan resistente a la bacteria hacia kanamicina, neomicina,
amikacina y estreptomicina, por lo tanto, ambos aminoglucoésidos y Peta-

lactamicos protegen a la bacteria de la fusion del cassette (39).

Los cassettes que poseen genes de resistencia hacia los aminoglucosidos
y Peta-lactamicos, pueden moverse libremente de un integron a otro, sin
embargo estos no pueden moverse por si mismos de un organismo a otro, por
lo que requieren la asistencia de otros elementos genéticos, tales como
plasmidos y transposones (genes moviles). La mayoria de genes de

metaloenzimas son encontrados en plasmidos (37).
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El contexto genético de las metaloenzimas no solo representa una
medicion de la plasticidad de estas, sino permite razonar la transferencia de
estas a nivel internacional. En el 2003 fue reportado el gen blayu.;zy su
integron fue encontrado en el transposon tipo Tn505/7, proveniente de un
aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en ltalia (Verona). La insercion de los
elementos conteniendo los genes blayw.;z Yy blauw, de Pseudormonas
aeruginosa en Polonia se encuentran en un sitio idéntico, en el cual los genes
también son idénticos, por lo cual puede decirse que el transposon es el

responsable de la diseminacion de la clase 1 de integrones (40).

No todos los genes de metaloenzimas estan asociados con integrones y
transposones. El contexto genético de blase, €s Unico por ser adyacente a los
genes de Salmonella enterica serovar Typhimurium y no asociado con

integrones o transposones (41).

vi. Metaloenzimas transferibles.

1. Metaloenzimas tipo IMP (| Imipenemasa)

El origen de los genes blauprse ha dado en diferentes areas geograficas
del mundo, asi como en diferentes tipos bacterianos, (anexo 5). La primera
indicacion de metaloenzimas moviles fue con el descubrimiento de la cepa
GN17203 de Pseudomonas aeruginosa, en 1988 en Japon, (42). El aislamiento
poseia una CMI de 50 ug/ml, asi como resistencia a las cefalosporinas de
espectro extendido; a ceftazidina CMI > 400ug/ml. El alelo de resistencia fue
encontrado en un plasmido de conjugacion transferible, el cual podia ser
movilizado entre diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa. Tres anos
despueés un gen idéntico fue encontrado en la cepa Tn9106 de Serraria
marcescens, aislada de una infeccion del tracto urinario en el hospital Aichi en
Okazaki, Japon (43). Dos anos después el mismo gen fue caracterizado por
Serratia marcescens, de un hospital en la ciudad de Anjyo, situada cerca de la

ciudad de Okazaki. Esta IMP-1 alelo b/aur; fue encontrado dentro de la clase
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tres de integrones adyacentes a aac/é6 'J/b cuyo gen fue hospedado en un

plasmido largo (37).

Un estudio posterior de siete hospitales generales de Japon en 1993
identifico cuatro cepas de Serratia marcescens que contenian el gen bla jp.;-
(28). Una siguiente investigacion en 17 hospitales generales de Japon examino
3700 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa colectadas entre 1992 y 1994
con genes bla wr; (44). Ademas se encontraron 15 cepas en 5 hospitales de
diferentes areas geograficas que dieron positivo para b/a jp.;, cuando las CMls
de Imipenem de los aislamientos con metaloenzimas fueron examinados, ellos
variaban de 2 mg/l, a 128 mg/|, lo cual sugiere que la adquisicion de una
metaloenzima no ubicua confiere resistencia. En otro estudio de 54 aislamientos
con una resistencia a ceftazidima (CMI > 128mg/I) de 18 hospitales en Japon, 22
aislamientos fueron positivos para el gen bla ., detectados por PCR. Estos
aislamientos positivos incluian 9 aislamientos de Serratia marcescens, 2 de
Achromobacter xylosoxidans, 1 de Pseudomonas putida y 1 de klebsiella
pneumoniae. El PCR detecto el gen /nt/3 en 33 de 42 cepas positivas para bla
mir-1 (18). Reportes japoneses denotan el aumento en la dispersion de genes de
metaloenzimas principalmente acarreadas en integrotes clase 3 en 16 especies
diferentes de bacterias gram negativo (45). Algunos estudios han mostrado que
cepas de Pseudomonas putida con metaloenzimas y genotipos idénticos han

permanecido en ambientes hospitalarios por largos periodos de tiempo (9,46).

Durante un estudio de peritaje de aislamientos clinicos de Shigella
flexneri, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa y Alcaligenes spp. para
detectar la presencia de metaloenzimas, se identificaron tres variantes de IMP-1
en Japon, IMP-3 , IMP-6 e IMP-10 ( 16). IMP-3 tiene dos cambios aminoacidicos
en relacion a IMP-1 el cual fue identificado en shigella flexneri. Estudios
genéticos y cinéticos determinaron la sustitucion de una glicina por una serina,
en la posicion 196 causando una reduccion de la actividad con las penicilinas.
Este cambio aminoacidico es observado en IMP-6, el cual muestra no solo una

actividad reducida contra penicilina G y piperacilina sino también un mayor
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nivel de hidrolisis de meropenem comparado con imipenem; lo opuesto a IMP-1
(37-47).

IMP-10 fue descubierto como resultado de un estudio de aislamientos de
pseudomonas aeruginosa 'y Alcaligenes spp. productores de IMP colectados
desde 1995 al 2001 (48). La posicion de un cambio aminoacidico encontrado
tanto en IMP-3 e IMP-6 corresponde al mismo aminoacido (glicina) en otra
metaloenzima innata como BCII, dejando la hipotesis que IMP-3 podria ser el
progenitor de IMP-1 y no solo una variante de IMP-1. Se encontro que el gen bla
mir-10 €sta mediado por plasmidos en Pseudomonas aeruginosa y mediado
cromosomicamente en un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa y uno de
Achromobacter xylosoxidans. EI gen bila jp.;o difiere del bla ., por un simple
cambio de bases, lo cual es responsable del cambio de fenilalanina por valina en
la posicion 49. Este cambio aminoacidico causa una reduccion marcada de
hidrolisis de penicilinas pero a diferencia de los cambios en IMP-3 e [IMP-6, no

altera el perfil de hidrolisis a carbapenem (37).

La creencia de que los genes moviles de metaloenzimas eran un
problema distante de Japon, fue denegada con el aparecimiento de b/a .- en
1997 vy bla mrs en 1998 en lItalia y Portugal respectivamente (18). Reportes
posteriores describieron en detalle los genes bla mp su localizacion
cromosomica y detalles de su ambiente genético. IMP-2 tiene 36 cambios
aminoacidicos en relacion a IMP-1, e IMP-5 tiene 17 cambios aminoacidicos en
relacion a IMP-1, ambos con diferentes contextos genéticos, bla ez fue
encontrado junto a dos alelos aminoglicosidicos que confieren resistencia (b
laaacA4 seguido por aadA)y el gen bla p.s pertenenciendo a un unico cassette

genéetico (49,50).

IMP-12 fue producida por Pseudomonas putida proveniente de un
aislamiento clinico en Verona en el ano 2000 y su alelo bla yp.12 fue localizado
en un plasmido no transferible de 50KB. IMP-12 es altamente divergente de IMP-
1, posee 36 diferencias aminoacidicas y tiene poca actividad contra penicilina

(51). ElI gen bla wp.13 fue clonado de un espécimen clinico de Pseudomonas
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aeruginosa aislado en Roma, el cual tenia 19 aminoacidos diferentes a IMP-1 y
estaba codificado cromosdmicamente. El alelo b/a e -13 fue encontrado mas
tarde en un plasmido y ha sido asociado con una epidemia de poca importancia

en un hospital en el sur de Italia (37).

La diferencia entre los IMPs de Europa y los del sureste de Asia no
pueden ser asociados con la diseminacion global de los alelos de IMP
provenientes de Japon. Parece ser que estos alelos representan una emergencia
local. Sin embargo, IMP-1 ha sido encontrado recientemente en Inglaterra en
aislamientos de Acinetobacter junii y Acinetobacter baumannit El aislamiento
de Acinetobacter junii con bla e, presentd una secuencia aminoacidica
idéntica, sin embargo la secuencia nucleotidica mostré multiples cambios
silentes. La cepa de Acinetobacter baumannii fue aislada de una mujer que
recientemente habia estado hospitalizada por 4 semanas en Espana, siendo
trasladada a Gran Bretana, el origen de este aislamiento resistente y sus detalles

genéticos aun no han sido descritos totalmente (37).

Estudios retrospectivos acerca de aislamientos que presentaban
resistencia, colectados en 1994 en Hong Kong y en 1995 en Canada,
determinaron que la resistencia a carbapenem se debia a IMP7 (Pseudomonas
aeruginosa) en Canada e IMP-4 (Acinetobacter spp) en Hong Kong (37,52). El
gen bla 4 S€ encontro en 66% de las cepas resistentes a Imipenem colectadas
entre 1994 y 1998 en el Hospital Prine of wales en Hong Kong. IMP-4 presento
10 aminoacidos diferentes a IMP-1 y 37 aminoacidos diferentes a IMP-2. bia jyp.4
estaba albergado en un plasmido y codificado en un integron con otros genes
de resistencia (gacGZ2, aacAS, catB3). En 1997 y 1998 se encontraron cepas de
Acinetobacter con IMP-4 con una prevalencia del 14% de todos los aislamientos.
bla mprs se encontro6 mas tarde (1998-2000 ) en dCitrobacter youngae y
Pseudomonas aeruginosa en Guangzhou, China. Guangzhou es una region
cercana a Hong Kong, esto sugiere una diseminacion local del alelo IMP. IMP-4
se ha encontrado ademas en Australia en Escherichia coli Klebsiella
pneumoniae 'y Pseudomonas aeruginosa, posiblemente importada del sureste
de Asia (37).
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La metaloenzima IMP-7 fue responsable de un brote de Pseudomonas
aeruginosa en dos hospitales de Canada. El integron fue clonado y se encontro
bla p.7 €n la tercera posicion de un cassette genético con otros cassettes que
codificaban resistencia a aminoglucosidos (orgl, aacC4 y aacCl)(37). Se
encontro en 1999 un gen de bla e, idéntico a un aislamiento de

Pseudomonas aeruginosaresistente en Malasia (53).

Otras investigaciones sobre aislamientos positivos para metaloenzimas en
Japon, revelaron que hay poca evidencia de propagacion de estos alelos. En
Taiwan, se encontro IMP-8 en un integron clase 1 junto a aacA4 en un
especimen de Klebsiella aislada en 1998 (11). IMP-8 es mas similar a IMP-2 (dos
aminoacidos diferentes) que a IMP-1. Ademas, estudios de hibridacion de una
sonda con IMP-8 en un 28.5% de cepas resistentes a ceftazidima de Klebsiella
pneumoniae aisladas de 1999 al 2000, fueron resistentes a carbapemen. El gen
bla pp.s se uso también para examinar 9082 aislamientos entéricos. 36 de 1261
aislamientos de Enterobacter cloacae fueron positivos. Recientemente IMP-1 y

otras metaloenzimas fueron repostadas en Singapur en el 2001 (37).

La unica informacion en la literatura de metaloenzimas tipo IMP en
Ameérica ha venido principalmente de Brasil, en donde es un serio problema con
los aislamientos de Acinetobacter spp. Por ser estos multidroga resistentes. La
secuenciacion de productos amplificados por PCR con primers especificos para
IMP ha dado una identidad del 100% con b/a jup.s. Sin embargo, los productos
de PCR presentan solo una secuencia parcial del gen. Estudios recientes de
aislamientos colectados a través del programa de vigilancia antimicrobiana a
nivel mundial (SENTRY) han identificado 5 aislamientos en Brasil conteniendo
IMP-1 'y un nuevo alelo divergente de IMP, bla mris La mas reciente
metaloenzima tipo IMP (IMP-18) ha sido encontrada en Pseudomonas

aeruginosa proveniente de las Cruces, Nuevo México (37).
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2. Metaloenzimas tipo VIM (Verona Imipenemasa)

El segundo grupo predominante de las metaloenzimas adquiridas son las
tipo VIM (anexo 6) VIM-1 fue descrita primero en Verona, Italia la cual procedia
de un asilamiento de Pseudomonas aeruginosa. Este aislamiento clinico,
obtenido en 1997, presento resistencia a varios Beta-lactamicos, incluyendo
piperacilina, ceftazidima, Imipenem y aztreonam. En particular, la CMI de
Imipenem fue > 128ug/ml. El analisis bioquimico realizado de un extracto crudo
de un cultivo de esta cepa reveld una actividad hidrolizadora de carbapenem
que fue exhibida por EDTA y la utilizacion de Zn*% Estas observaciones
sugirieron la produccion de una metaloenzima. Los genes de la Beta-lactamasa
fueron clonados, y la secuencia aminoacidica reveld una proteina de 266
aminoacidos con un Pl de 5.3. La VIM-1 (Imipenemasa Verona) esta relacionada
de manera distante a las otras metaloenzimas. Esta relacionada mas
cercanamente a BC/ de Bacillus cereus, compartiendo solo 39% de
aminoacidos. El perfil de hidrodlisis de VIM-1 analizada de una cepa de
Escherichia coli recombinante es tipico de las enzimas clase B, hidrolizando a la
mayoria de Beta-lactamicos excepto aztreonam. La resistencia a monobactam
aztreonam, en el aislamiento original de Pseudomonas aeruginosa, se cree que
se debe a sus mecanismos de resistencia como bombas de expulsion o
hiperproduccion de cefalosporinasas, al igual que los genes b/a yr; l0s genes
bla v €stan integrados en un cassette genético dentro de integrones clase 1.
Este integron contiene un gen integrasa tipico de los integrones clase 1 y
adicionalmente al cassette genético, se encuentra un cassette genético aacA4
que codifica resistencia a aminoglucosidos. En este aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa, el integron que contenia a blayy., estaba

probablemente localizado en un cromosoma (54).

Mas tarde, b/a ., fue encontrado en Achromobacter xylosoxidans en el
mismo hospital en Verona. Este aislamiento exhibio resistencia a todos los Peta-
lactamicos, incluyendo carbapenemasas y contenia un plasmido de 30Kb no

conjugado dentro de un integron clase 1.
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Adicionalmente, VIM-1 fue detectado en tres aislamientos clonados de
Pseudomonas putida en ltalia, como fuente de infecciones nosocomiales. Estos
aislamientos, fueron recopilados en el mismo hospital de Verona, Italia. La CMIs
de Imipenem y meropenem fueron >32ug/ml, mientras que para aztreonam
fueron de 32ug/ml. Estos aislamientos contenian un plasmido de 52 kb que
codificaba a VIM (12).

VIM-1 fue detectada también en Escherichia coli y en muchos
aislamientos de Klebsiella pneumoniae en Grecia. También se encontro
recientemente una cepa de Klebsiella pneumoniae positiva para VIM-1 en

Francia que fue asociado con la Beta-lactamasa de espectro extendido SHV-5.

En un estudio realizado por Scoulica et a/ las CMI de Imipenem y
meropenem para los aislamientos clinicos de Escherichia coli estuvieron bajo los

puntos de corte propuestos por la definicion de resistencia (37).

El gen bla > fue identificado primero en el sur de Francia de un
aislamiento proveniente de Pseudomonas aeruginosa en un hemocultivo de un
paciente neutropénico en 1996. Este aislamiento mostrd resistencia para la
mayoria de Beta-lactamicos, incluyendo cefazidima, cefepime, e Imipenem y
susceptible a aztreonam. VIM-2 esta relacionado estrechamente a VIM-1 (90%
de identidad aminoacidica) y se encuentra codificado por un cassette genético,
en un integron clase 1. El gen blayu., fue localizado en un plasmido no
conjugativo de 45kb.VIM-1 y VIM-2 tienen idénticos residuos aminoacidos que
pueden estar cerca en el sitio activo de estas enzimas. La heterogenicidad de las
secuencias esta observada mayormente en las regiones amino y carboxilo

terminal de VIM-1y VIM-2 (37).

En un estudio epidemioldgico de tipo retrospectivo, realizado en un
hospital en Marsella, Francia, se encontro la primera Pseudormonas aeruginosa
productora de VIM-2, el estudio reveld que de 1995 a 1999, se aislaron 10
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa positivos para VIM-2. Estos
aislamientos fueron identificados en pacientes hospitalizados en diferentes

unidades. Estos presentaron patrones genotipicos indistinguibles, pero el
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integron clase 1 que contenia el gen bla vyup variaba en tamano y estructura
(37).

Similarmente, se encontraron aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
productora de VIM-2 como fuente de brotes epidemioldgicos en dos hospitales
universitarios de Italia y Grecia durante el mismo periodo. Se reportaron
también cepas de Pseudomonas aeruginosa productoras de VIM-2 en otros
paises como Japon, Corea del Sur, Portugal, Espana, Polonia, Croacia, Chile,
Venezuela, Argentina, Bélgica y mas recientemente en Estados Unidos. El brote
en Estados Unidos involucré a cuatro pacientes en una unidad de cuidados
intensivos, la cepa encontrada de FPseudomonas aeruginosa productora de VIM-
2 fue sensible a aztreonam. Estos aislamientos fueron responsables de serias
infecciones, tales como septicemia y heumonia en diferentes pacientes, ademas
presentaban un alto nivel de resistencia a Imipenem. Adicionalmente VIM-2 ha
sido detectado en Citrobacter freundii en Taiwan, en Serratia marcescens en
Corea del Sur y en Enterobacter cloacae en Corea del Sur. En algunas cepas, la

CMis del Imipenem y Meropenem fueron de 4ug/mil (37).

VIM-3, ha sido identificada en aislamientos de FPseudomonas aeruginosa
en Taiwan. La secuencia aminoacidica de eésta difiere de VIM-2 por dos
sustituciones de aminoacidos. El ambiente genético preciso de b/a vz aun se

desconoce, no se sabe si su localizacion es cromosomica (55).

VIM-4 fue reportada en aislamientos de Pseudomonas aeruginosa en
Larissa, Grecia. Esta cepa fue recuperada en el 2001 de un paciente que recibia
Imipenem. Esta cepa presento resistencia a todos los Beta-lactamamicos pero
aztreonam presento actividad antibacteriana (CMI de 16ug/ml). VIM-4 difiere de
VIM-1 por un simple cambio de un aminoacido (Serina por Arginina) que
tambien difiere entre VIM2 y VIM-3. Asimismo se identifico en Suecia un
aislamiento de Pseudomonas aeruginosa productor de VIM-4 el cual es
resistente a carbapenem. Este aislamiento proviene de un paciente transferido
de Grecia (37).
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Recientemente se identifico el mismo gen en Klebsiella pneumoniae y
Enterobacter cloacae, de un paciente hospitalizado en mayo del 2002 en
Verona, Italia. Este paciente habia recibido una terapia con carbapenem la cual
contribuy6 a la seleccion de productores de VIM. Las CMIs de Imipenem y
meropenem en Klebsiella pneurmoniae fueron de 2 y 0.5ug/ml respectivamente,
mientras que para Enterobacter cloacae las CMls fueron de 0.25 y 0.12ug/ml
respectivamente. Se demostréo que bla 4 estaba localizado en el mismo
plasmido en ambos aislamientos, haciendo interesante ver que los niveles (CMI)
varian significativamente entre dos enterobacterias, aun cuando presentan el

mismo mecanismo de resistencia (37).

VIM-5 difiere de VIM-1 en 5 aminoacidos. Este fue identificado en
Klebsiella pneumoniae y en Pseudomonas aeruginosa en Ankara, Turquia. El
aislamiento de Pseudomonas aeruginosa en el cual se identifico bla VIM-5
presento resistencia a todos los PBeta-lactamamicos, incluyendo aztreonam. La
Beta-lactamasa VIM-6 fue identificada en dos aislamientos de Pseudomonas
putida en Singapur. Estos fueron altamente resistentes a Beta-lactamamicos, con
CMils >32ug/ml para Imipenem y Meropenem, >256ug/ml para ceftazidima y
128ug/ml para aztreonam. VIM-6 difiere de VIM-2 en dos aminoacidos
(glutamina/arginina en la posicion 59 y asparagina/serina en la posicion 165) y

de VIM-3 por un solo aminoacido (37).

El ultimo tipo de Peta-lactamasa de tipo VIM que fue totalmente
caracterizado es VIM-7, la cual se obtuvo de un aislamiento de Pseudormonas
aeruginosa resistente a carbapenem procedente de Houston, Texas. Este
comparte solo un 77% de identidad con VIM-1 y 74% con VIM-2, ademas
constituye un tercer subgrupo entre las Peta-lactamasa tipo VIM. El gen blayu.,
fue localizado en un plasmido de 24 Kb fue identificado de un aislamiento
clinico que fue resistente a todos los Beta-lactamamicos, incluyendo aztreonam

y a todos los antibiodticos disponibles, excepto polimixina B (37).

Muchos reportes indican que las Peta-lactamasas tipo VIM, pueden

identificarse en distintas areas geograficas, y varios estudios han evaluado la
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proliferacion de esta enzima en ciertas areas. Aunque VIM-1 y VIM-2 han sido
identificadas en muchas enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa permanece

como el reservorio mas importante de estas enzimas (37).

Se evalué la presencia de metaloenzimas localizadas en genes de
Pseudomonas aeruginosa en el hospital de la universidad de Trieste, Italia y
encontro que el20% de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosay el 70%
de dichos asilamientos resistentes a carbapemen producian las enzimas VIM-1 y
VIM-2. Ellos demostraron una diversidad entre los aislamientos positivos para

VIM y mostraron heterogenicidad en la transmision de la resistencia (37).

De manera similar, se realizé un estudio retrospectivo en un hospital de
Corea desde 1995. La resistencia a Imipenem alcanzé un 16% de todos los
aislamientos de Pseudomas aeruginosay un 9% de los aislamientos resistentes
produjeron Peta-lactamasa tipo VIM-2. Estos aislamientos estaban mayormente

relacionados y su resistencia a carbapenem se transmitia por conjugacion (37).

En otro estudio realizado en Grecia en el cual los aislamientos
recuperados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenem de
pacientes durante un ano en el hospital de Universidad de Thessaly, Larissa, se
estudio la produccion de metaloenzimas. Los genes b/ay,, fueron detectados en
47 de 53 (88%) de los aislamientos resistentes a carbapenem de Pseudormonas
aeruginosa que correspondian a 7 genotipos. Cuatro genotipos poseian b/ayu.»
y 3 poseian blaym.4.. Ellos estaban dentro de cassette genéticos simples o junto
con un gen de reasistencia a aminoglucosidos aacA29a en integrones clase 1.
En Francia, se han reportado recientemente cepas productoras de VIM en
Pseudomonas aeruginosa. Se realizd un estudio en Norte América en el
periodo de 1999 al 2002, utilizando 1,111 cepas de Pseudomonas acruginosay
236 de Acinetobacter baumannii de 23 centros médicos y se encontro
unicamente un aislamiento positivo para VIM. Este fue VIM- 7, sin embargo su
secuencia es muy diferente al de los otros VIMs y probablemente este proviene

de un diferente origen ancestral (37).
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Se han encontrado, varias secuencias de nuevos genes b/a yu que han
sido ingresados en la base de datos del EMBL pero no han sido formalmente
publicados. El primero de estos blayu.s el cual fue aislado de Pseudormonas
aeruginosa en Colombia, adicionandose al creciente numero de genes blayu
descubiertos en Sur Ameérica. Otros dos blaym.ey bla .0 provenientes del
Reino Unido los cuales difieren en dos aminoacidos. Actualmente se encontro
bla v.;; aislado de Pseudomonas aeruginosa en Argentina e Italia. Esta es la

segunda metaloenzima encontrada hasta la fecha en Argentina (37).

3. Metaloenzimas tipo SPM-1

Un aislamiento clinico de Pseudomonas aeruginosa proveniente de Sao
Paulo, Brasil, fue analizado en el anio de 1997, el cual mostro la presencia de un
gen al cual se designé como blaspy1 (Sao Paulo, metaloenzima). La cepa, 48-
1997A fue obtenida de un aislamiento proveniente de una muestra de sangre,
de una niha de 4 anos quien padecia leucemia. El aislamiento mostro ser
altamente resistente a todo el estandar anti-gram-negativo, excepto colistina
(37).

La secuencia de SPM-1 difiere significativamente de la de IMP y VIM,
debido a la presencia de una insercion de 24 aminoacidos, después del sitio
activo. Esta insercion ha mostrado ser muy flexible y actua como un bucle,
aumentando probablemente la hidrolisis de los Peta-lactamicos. El contexto
genético de blaspm- €S €l unico, en ser inmediatamente asociado con una region
de elementos y no con trasposones o integrones. Estos elementos comunes
difieren significativamente en las cepas de FPseudormonas aeruginosa, colectadas

en areas diferentes de Brasil, aunque los genes biaspy son idénticos (37).
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4. Metaloenzimas tipo GIM-1

En el 2002, cinco aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, fueron
recolectados de diferentes pacientes en un sito medico en Dusseldorf, Alemania
los cuales mostraron que poseian la clase B de Beta-lactamicos , designada
como GIM-1 (German imipenemase). Los cinco aislamientos fueron susceptibles
unicamente a polimixina B, estas cepas fueron comparadas con seis aislamientos
susceptibles a carbapenemes los cuales fueron recolectados al mismo tiempo en

Alemania en el mismo sitio medico (37).

La secuencia de aminoacidos de GIM-1, mostré mas identidad con IMP-6,
IMP-1 e IMP-4 (43.5, 43.1 y 43.1% respectivamente). La identidad con VIM-7
fue de 31.2% con VIM-1, VIM-4 y VIM-5 fue de 28.8% y unicamente en un
28.0% a SPM-1. GIM-1 contiene dos iones Zn** en el sitio activo sin embargo su
mecanismo de hidrolizar los antibacterianos es similar al de IMP-1, pero su valor

de K,es mas alto (37).

Similarmente a la mayoria de metaloenzimas, los genes bldgm fueron
encontrados en la clase 1 de integrones, los cuales se encuentran en pequenos
plasmidos (45KDb). Este integron también posee otros tres genes de resistencia,
dos hacia los aminoglucoécidos (aacA4y aadAl)y un gen de resistencia hacia

los Beta-lactamicos (blaoxa-2) (37)-

D. Determinacion de metaloenzimas

Para la determinacion de metaloenzimas en Pseudomonas sp pueden
utilizarse muestras de orina, sangre, esputo, fluido espinal, fluido pleural y en los
catéteres venosos. A pesar de que la NCCLS no ha publicado ningun
documento en el que se defina un método para la determinacion de
metaloenzimas se utilizan los siguientes meétodos, el de Hodge, el de ceftazidima
mas acido 2-mercaptopropionico, el doble disco sinérgico de imipenem con

EDTA y el de ceftazidima sodico con acido mercaptopropionico (el uso de este



33

meétodo es poco frecuente debido a que el quimico es volatil y la MIC de
imipenem tiende a ser mayor que 8 mg/ml), todos estos métodos utilizan un

agente quelante que inhibe la accion de las metaloenzimas (56).

El método de EDTA es de tipo sinérgico, tiene la capacidad de diferenciar
todas las metaloenzimas producidas por Pseudormonas sp, su sensibilidad y
especificidad es de 95.7% y 91% respectivamente. Esta metodologia se basa en
el aumento o disminucion de zonas de inhibicion con los discos de EDTA. Las
zonas de inhibicion de imipenem con EDTA menor a 14mm son metaloenzimas
negativo, mientras que las mayores a 17mm son metaloenzimas positivo (57,
58, 59). Se ha encontrado que el EDTA es el mejor inhibidor de metaloenzimas,
especialmente para anaerobios; con respecto al agar Mueller-Hinton es el
preferido particularmente cuando es comparado con agar isosensitest, el cual
produce frecuentemente falsas CMIs bajas para imipenem. El test imipenem mas
EDTA con agar Mueller-Hinton tienen una sensibilidad de 94% y una
especificidad de 95% (14).

Los alelos blamer y blavimz son detectados por las reacciones en cadena
de polimerasa (PCR). EI PCR amplifica la region variable del integron utilizando
primers designados 5'y 3'conservando segmentos del integron. Esta
secuencias muestran la presencia del alelo bla > localizado en el gen
insertado en el integrén. Sin embargo el uso de esta técnica es mas dificil debido

al incremento de los distintos tipos de las metaloenzimas (58).

En Guatemala no se han realizado estudios sobre la presencia de

metaloenzimas en microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.
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IV. JUSTIFICACION

Las metaloenzimas han incrementado gradualmente el aparecimiento de
nuevas cepas multirresistentes a carbapenemes, las cuales causan infecciones
nosocomiales en todo el mundo. Por lo tanto, fue importante la realizacion de

este estudio en Pseudomonas aeruginosa (60, 61, 62).

En Guatemala no se ha realizado ningun estudio relacionado con cepas
resistentes a carbapenemes. Por esta razon se realizo este estudio de resistencia
por metaloenzimas en aislamientos provenientes del Hospital General San Juan
de Dios, para dar a conocer las salas y tipos de muestras en donde hay
Pseudomonas aeruginosa y de esta manera tomar medidas de prevencion y

control.
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V. OBIJETIVOS

A Objetivo General:

Establecer la presencia de metaloenzimas en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras de pacientes del Hospital

General San Juan de Dios.

B. Objetivos especificos:

1. Detectar la produccion de metaloenzimas en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa por medio del meétodo de doble disco

sinérgico Imipenem-EDTA.

2. Determinar la frecuencia de metaloenzimas en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa en los distintos tipos de muestra analizados en

el Hospital General San Juan de Dios.

3. Determinar la frecuencia de metaloenzimas en aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa en los distintos tipos de sala analizados en el

Hospital General San Juan de Dios.
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VL.  MATERIALES Y METODOS

A Universo de trabajo

Aislamientos de Pseudomonas aeruginosa reportados como resistentes a

Imipenem, provenientes del Hospital General San Juan de Dios

B. Muestra

Durante 4 meses se recolectaron 78 aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa resistentes a Imipenem, obtenidos de pacientes del Hospital General

San Juan de Dios

C. Recursos

1. Humanos
Elisa Maria Felipe Galindo (tesista)
Lic. Jorge Matheu (asesor)

Lic. Carlos C. Perez De Leon (co-asesor)

2. Institucionales
Laboratorio de Microbiologia del Hospital General San Juan de Dios

Unidad de Bacteriologia del Laboratorio Nacional de Salud

3. Fisicos

a. Equipo para antibiograma

» Autoclave

* Incinerador

= Mechero Bunsen

* Incubadora a 35°C

= Campana de flujo laminar

»  Mezclador Vortex



Fotometro
Potenciometro

Balanza analitica

b. Materiales

Beaker de 25 ml

Regla

Asas bacteriolégicas

Espatulas de metal

Balon aforado de 100 ml

200 cajas de petri plasticas estériles
Tubos Ependorf estériles

Tips para micropipeteador estériles
Hisopos estériles

Rejilla de alambre

Marcador permanente

Guantes

Gradillas

Mayordomo

Alcohol al 70%

Cloro

Pinzas de metal

Frascos estériles

Pipetas estériles con algodon de 10 mly bulbo para pipetas

Parafilm

calculadora

Erlenmeyer de 250ml

Probetas de 100ml,250ml, y 1000ml

C. Reactivos

Agua destilada
Caldo Tripticasa Soya
Agar Chocolate

37
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= Agar Sangre de Carnero

» Agar Mueller-Hinton

» Estandar 0.5 de McFarland

= discos de imipenem

= discos de papel filtro estériles

* Soluciones de EDTA 0.1M

= Hidroxido de Sodio (NaOH) al 32% p/v
» Solucion salina esteril

» Aislamientos de pseudomas aeruginosa

* Agua destilada estéril

d. Control de calidad

»  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

D. Metodologia

Se llevd a cabo la recoleccion de aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa en un periodo de 4 meses de muestreo comprendido de Febrero a
Mayo de 2008. Dichos aislamientos provenian de distintas salas del Hospital
General San Juan de Dios y que fueron ingresados al laboratorio de
microbiologia, a los cuales se les realizd el analisis respectivo para detectar la
presencia de metaloenzimas, por el método de doble disco sinérgico, utilizando
para ello imipenem y EDTA. Los aislamientos incluidos en este estudio,
anteriormente habian sido reportados como resistentes a Imipenem por el

equipo automatizado Walk away (microscan) (64,65).
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E. Procedimiento

1. Preparacion de la solucion de EDTA
* Solucion de EDTA 0.1M
Disolver 0.372 g de EDTA disodico dihidratado en 10 ml de agua

destilada esteéril, ajustando el pH a 8 con hidroxido de sodio al 32%

p/v.

2. Impregnado de discos con solucion de EDTA

Agregar 5 pl de la solucion de EDTA 0.1M a cada disco de papel filtro.
Agregar 5 ul de la solucion de EDTA 0.1M a discos de imipenem. Dejar secar y

refrigerar a —4°C.

3. Revitalizacion de aislamientos

Tomar una asada del aislamiento almacenado en el tubo ependorf el cual
se encuentra a -8°C e inocularla en cajas de agar sangre de carnero o agar
chocolate. Incubar a 35°C por 24 horas. De ser posible realizar una resiembra

mas para captar a la bacteria en optimas condiciones.

4. Antibiograma

* Preparar estandar de McFarland 0.5 (anexo 7).

= |nocular con hisopo estéril y en forma de tapete las cajas con agar
Mueller Hinton

= Colocar los taxos o discos de imipenem, EDTA 0.1M e Imipenem mas
EDTA en la forma establecida para detectar metaloenzimas (anexo 8).

= Incubar a 35°C por 24 horas
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5. Interpretacién de placas

La interpretacion de las placas se hace en base a dos parametros:
= Comparacion de zonas de inhibicion de imipenem e imipenem +
EDTA

=  Observacion de presencia de sinergismo de imipenem y EDTA (0.1).

F. Diseno de la investigacion

Estudio observacional descriptivo, de tipo transversal en una muestra no
probabilistica por conveniencia, de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
que se recolectaron en un periodo de 4 meses (febrero-mayo 2008) los cuales

fueron reportados como resistentes a Imipenem.

G. Analisis estadistico

Se realiz6é con el programa Whonet version 5.0 el cual lleva a cabo un
analisis de frecuencia para descripcion de la poblacion, los resultados se
graficaron con porcentajes para determinar la frecuencia de metaloenzimas en
los aislamientos de cada microorganismo y sus patrones de resistencia. Ademas
se utilizo tablas de 2 X 2 para obtener el OR y el RR y de esta manera asociar la

exposicion con el efecto esperado.

H. Recoleccidon de datos

La informacion de los aislamientos se obtuvo de la base de datos

proporcionada por el Hospital General San Juan de Dios
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VIl.  RESULTADOS

De los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa analizados, ninguno

presentd metaloenzimas.

Durante el tiempo de muestreo se obtuvieron 362 aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa de los cuales 78 fueron resistentes a Imipenem lo cual
corresponde al 22% de todos los aislamientos que se recolectaron durante el

tiempo de muestreo (Tabla 1).

Tabla 1. Aislamientos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos de febrero a mayo de 2008

Mes Aislamientos/mes Aislamientos resistentes a Porcentaje de aislamientos
Imipenem resistentes a Imipenem

Febrero 93 23 29

Marzo 74 18 24

Abril 107 25 32

Mayo 88 12 15

Total 362 78 100

Los 78 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem
fueron obtenidos especialmente de los servicios de unidad de cuidados
progresivos intensivos (UCPI), unidad de cuidados intensivos neonatos (UCIN) y

unidad de cuidados coronarios (UCC) ( Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem en

relacion a los servicios del HGSJD.

Servicio Aislamientos Porcentaje

Resistentes a Imipenem

UCPI 10 12
UCIN 8 10
ucc 8 10
Otros 53 68
Total 78 100

* UCPI (unidad de cuidados progresivos intensivos) UCIN (Unidad de cuidados intensivos neonatos) UCC (unidad de

cuidados coronarios ), Otros (UCIP unidad de cuidados intensivos pediatricos; CP cirugia pediatrica; salas de cirugias de

adultos )

Los dos servicios del Hospital General San Juan de Dios con mayor
numero de aislamientos resistentes a Imipenem, como anteriormente se

menciona, fueron UCPI y UCIN (OR = 0.41;RR = 0.65) (Tabla 3).

Tabla 3. Asociacién de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem con

relacion al Servicio del HGSJD.

Imipenem
Resistente Susceptible Total OR RR
UCPI 10 15 25
UCIN 8 5 13 0.41 0.65
Total 18 20 38

UCPI (unidad cuidados progresivos intensivos) UCIN (Unidad de cuidados intensivos neonatos)
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Se observo que del total de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
que presentaban resistencia a Imipenem, la mayoria corresponde a secrecion

orotraqueal, seguido de urocultivos y hemocultivos (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem, con
relacion al tipo de muestra.

Tipo de muestra Aisalmaientos Porcentaje
Secrecion Orotraqueal 21 27
Urocultivos 15 19
Hemocultivos 12 15
Secrecion de herida operatoria 10 13
Cultivo de catéter 05 7
Ulcera de pie diabético 07 9
Otros 08 10
total 78 100

Otros (LCR, liquido articular, aspirado bronquial)

Secrecion orotraqueal y urocultivos fueron los dos tipos de muestra de
donde se obtuvo mayor numero de aislamientos resistentes a Imipenem, (OR =
1.90; RR = 1.52) (Tabla 5).

Tabla 5. Asociacién del tipo de muestra con la resistencia que presentan los aislamientos de

Pseudomonas aeruginosa obtenidas del HGSJD.

Tipo de Imipenem

muestra Resistente Susceptible Total OR RR
SOT 21 33 54
URO 15 45 60 1.90 1.52
Total 36 78 114

SOT (secrecion orotraqueal); URO (urocultivo).

De los 21 aislamientos se Pseudomonas aeruginosa resistentes a
Imipenem obtenidos de las secreciones orotraqueales 13 corresponden a

pacientes que se encontraban en el intensivo del HGSJD (Tabla 6).
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Tabla 6.Asociacién de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem entre el

tipo muestra de donde se obtuvieron y el servicio del HGSJD.

Servicio
No
Intensivo Intensivo Total OR RR
SOT 13 8 21
URO 1 14 15 22.75 10.16
Total 14 22 36

SOT ( secrecion orotraqueal); URO ( urocultivo).

Todos los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa no productores de

metaloenzimas fueron

Nitrofurantoina (Tabla 7;

resistentes

Grafica 1).

a amoxicilina/acido

cluvulanico vy

Tabla 7. Porcentaje de resistencia de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa a diferentes

ATB
Antibiético Aislamientos Porcentaje de
Resistencia
Gatifloxacina 0 0
Ceftazidima 16 21
Cefepime 25 32
Aztreonam 33 42
Tobramicina 37 48
Amikacina 39 50
Levofloxacina 40 52
Ciprofloxacina 41 53
Gentamicina 47 60
Ceftriaxona 53 68
Cefotaxima 55 70
Meropenem 59 76
Ampicilina/sulbactam 77 99
Amoxicilina/acido clavulanico 78 100
Nitrofurantoina 78 100
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Grafica 1. Porcentaje de resistencia de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa a
diferentes ATB

Resistente

AMC SAM CEP FEP CTC CAZ CXM GEM IPM MEM NIT TZP TCC THP
AME AMP ATM CZ0 CTX FOX CRO CIP GEN LVX MFX PIP TCY TOB SXT

Antibidtico

Todos los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa no productores de
metaloenzimas fueron susceptibles a Moxifloxacina, la cual es una

fluoroquinolona utilizada para combatir infecciones nosocomiales (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de susceptibilidad de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa

Antibidtico % de susceptibilidad
Moxifloxacina 100
Piperaciliana/Tazobctam 77
Ceztazidima 67
Piperacilina 50
Tobramicina 51
Tiarcilina/ac.clavulanico 47
Cefepime 45
Amicacina 45
Levofloxacina 45
Ciprofloxacina 42
Aztreonam 31

Gentamicina 26
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VIIl. DISCUSION

En los ultimos anos se ha observado un incremento progresivo en la
incidencia de cepas resistentes a diversos antibioticos de ultima generacion,
tales como Imipenem, asi como de cepas que presentan una sensibilidad
disminuida simultaneamente a diversos grupos de antibidticos como penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas y aminoglicosidos. Esta situacion ha agravado
notablemente la dificultad terapéutica, como en el caso de Pseudomonas
aeruginosa, cuyos patrones de resistencia han aumentado de forma alarmante
en la actualidad (1,2). Reportes provenientes de estudios de América Latina
evidencian esta situacion (67, 68,69). En Guatemala, los resultados obtenidos
con este estudio mostraron que esta situacion también se esta dando en el
Hospital General San Juan de Dios, ya que se observo que de 362 aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa recolectados de febrero a mayo de 2008, 78

(22%) fueron resistentes a Imipenem (1).

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que utiliza varios
mecanismos de resistencia para poder adaptarse y sobrevivir (1). En este estudio
la resistencia a Imipenem no se debid a metaloenzimas (ya que no se
encontraron). Sin embargo, esto puede indicar que la resistencia a
carbapenemes de dichos aislamientos, puede ser debida a expulsion activa, o
bien la modificacion de PBPs o por alteraciones de la permeabilidad. Estos
mecanismos provocan una disminucion de la porina oprD (66) la cual es

utilizada por los carbapenemes para ingresar a la célula bacteriana (2).

El hecho que los servicios UCPI, UCIN y UCC del Hospital General San
Juan de Dios fueran los mas afectados por Pseudomonas aerugirnosa, se debio a
que los pacientes manejados en estos servicios, tuvieron mayor susceptibilidad
de infeccion, considerando su necesidad de procedimientos invasivos (sonda
gastrica, intubacion orotraqueal, catéteres intravasculares, sonda vesical), uso de
multiples antibioticos, estancias prolongadas y enfermedades cronicas (72),

factores facilitan la colonizacion de esta bacteria (70).



47

Por otro lado, hay otras situaciones especificas del paciente que
comprometen los mecanismos de defensa especificos, tales como la
neutropenia, la inmunosupresion y las patologias que cursan con deterioro del
sistema inmunologico como el cancer, la desnutricion y la diabetes, que
también son factores de riesgo para la infeccion. Definitivamente, la estancia
hospitalaria prolongada, especialmente en unidades de cuidado intensivo
(UCPI, UCIN UCC) y la presion de seleccion de los antibioticos son los factores
que favorecen la aparicion de cepas multirresistentes. Este hecho convierte a la
infeccion por Pseudomonas aeruginosa en un verdadero problema de salud
publica, que afecta no solo el curso de la evolucion del paciente, sino que
aumenta la estancia hospitalaria, el uso de antibioticos y por ende los costos de

los servicios de salud (1,2).

Los pacientes que no se encontraron hospitalizados en los servicios UCPI
y UCIN, tuvieron menor riesgo de adquirir una infeccion nosocomial por
Pseudomonas aeruginosa resistente a Imipenem, comparado con los pacientes
que se encontraban en ellos (OR= 0.1; RR = 0.65). Esto probablemente se debid
a que varios de los pacientes que al momento del estudio estaban ingresados
en la UCPI provenian de la UCI. Esto no significa que el estado de salud del
paciente fuera mejor, sino que el traslado se debio a que el numero de camas
de la UCI no es suficiente. Desafortunadamente, la sobrepoblacion de pacientes
en la UCPI conlleva un recargo de trabajo en el personal de salud, que
favorecen la contaminacion y que no se tengan las medidas higiénicas

apropiadas.

Por otro parte, UCIN es el segundo servicio de donde se aislo6 mayor
cantidad de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a Imipenem. Esta
una de las areas mas criticas dentro del Hospital, ya que alberga ninos con
muchos factores de riesgo tales como bajo peso al nacer, inmunosupresion y
exposicion a procedimientos invasivos, asi como una larga estancia hospitalaria,
lo que provoca la adquisicion de infecciones nosocomiales. La frecuencia de
Pseudomonas aeruginosa ha aumentado en estos ultimos anos, entre otras

cosas como resultado de la supervivencia de ninos con bajo peso al nacer (75).
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Otras causas de contaminacion puede ser el numero de pacientes, que
supera la capacidad de la unidad, la no disponibilidad de areas separadas y
aisladas, asi como la falta de personal de apoyo especifico para cada unidad
(terapistas, enfermeras, auxiliares), lo que provoca que se ponga en aprietos la
atencion en estas unidades, ya que el mismo personal de enfermeria tiene que
migrar permanentemente por todas las areas del hospital, diseminando y

rescatando microorganismos entre paciente y paciente.

La asociacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
Imipenem entre el tipo de muestra de donde fueron aisladas y el servicio de
donde se obtuvieron dichos aislamientos, indicd que los pacientes que no estan
en la UCPI 'Y UCIN tienen menor riesgo de contraer Pseudomonas aeruginosa
resistente a Imipenem, que los pacientes que se encuentran en area de
intensivo (OR= 22.75; RR = 10.16).

El tener conocimiento de la muestras que poseen la mayor cantidad de
resistencia a Imipenem, permite saber que las infecciones a nivel sanguineo y
urinario deben ser tratadas cautelosamente cuando se utilicen carbapenemes,
para evitar la induccion de metaloenzimas, llevando un monitoreo constante en
el tratamiento de estos pacientes y principalmente si la causa de la infeccion es

Pseudomonas aeruginosa (74).

El hecho que los aislamientos resistentes a Imipenem obtenidos de
secrecion orotraqueal, urocultivos y hemocultivos tuvieron mas riesgo de que
se les detectara Pseudomonas aeruginosa (OR = 1.90; RR = 1.52), puede
asociarse a que las secreciones orotraqueales provenian de pacientes
entubados, lo cual implica un proceso invasivo que quiza aumente el riesgo de
adquirir Pseudomonas aeruginosa. En el caso de los urocultivos quiza
provengan de pacientes con catéteres o sondas, los cuales tambien favorecen el
crecimiento de esta bacteria por ser muy humedos y por el largo tiempo que los
pacientes los usan, formandose dentro de estos una especie de biofiim que

aprovecha la Pseudomona aeruginosa para adaptarse y sobrevivir (7).
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En sintesis, se puede decir que el factor que tuvo mayor asociacion con
la infeccion nosocomial por cepas de FPseudomonas aeruginosa resistentes a
Imipenem, fue el tubo orotraqueal, el cual se coloco a todos los pacientes al
ingresar al area de cuidados intensivos. La falta de personal de enfermeria en la
sala para atender la demanda, acompanada del hacinamiento que se maneja
diariamente, se convierten en factores de riesgo para cualquier tipo de infeccion
que se presente en una sala de cuidado intensivo. El tubo orotraqueal, provee
un habitat en el cual se desarrolla Pseudomonas aeruginosa, principalmente
cuando se reutilizan las sondas, para aspirar las secreciones de los pacientes
entubados, ya que muchas veces solo se desinfectan pero no se esterilizan.
También puede deberse a que la sonda se pase de un paciente a otro,
propagando de esta manera un brote en la sala de cuidados progresivos
intensivos. Lastimosamente no se sabe con certeza cual es el principal elemento

que contribuye directamente con la aparicion de cepas multirresistentes (74).

Los perfiles de resistencia indicaron que Pseudomonas aeruginosa es
resistente a 12 antimicrobianos administrados en el Hospital General San Juan
de Dios, tal es el caso de las aminopenicilinas (amoxicilina, ampicilina) cuya
resistencia es intrinseca en bacilos gram negativo, tales como Klebsiella spp,
Acinetobacter spp, Serratia spp, Froteus wvulgaris'y Pseudomonas aeruginosa.
Debido a esto ha disminuido su actividad clinica, por lo que deben asociarse a
inhibidores de betalactamasas (acido clavulanico o sulbactam). La cefoxitina
(cefamicina) también presenta elevada resistencia. Dicho antimicrobiano no es
muy recomendable en procesos graves y en cuadros de adquisicion nosocomial.
Con respecto a los carbapenemes, la resistencia a Imipenem en este estudio, no

implica necesariamente la resistencia a Meropenem (72).

Algunos de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa evaluados
fueron sensibles a varios antibioticos, tal es el caso de la ceftazidima que tiene
una excelente actividad antipseudomonica, por su poca afinidad a las
betalactamasas y su baja capacidad de induccion. Sin embargo su uso
inadecuado esta favoreciendo la proliferacion de importantes mecanismos de

resistencia (66).
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Por otro lado, todos los aislamientos en estudio, fueron sensibles a
Moxifloxacina (fluoroquinolona). Las fluoroquinolonas de 1lra, 2da y 3ra
generacion actuan uniéndose a enzimas involucradas en la replicacion del
ADN, incluyendo la girasa y la topoisomerasa. Sin embargo la moxifloxacina es
una fluoroquinolona de cuarta generacion que se une a sitios moleculares
distintos a las enzimas anteriormente mencionadas, disminuyendo asi la
resistencia cruzada. Asimismo esta quinolona tiene una absorcion rapida y
completa en el tracto gastrointestinal, sin embargo la distribucion es mas alta
en muchos tejidos que en el suero, particularmente en mucosa bronquial,
parénquima pulmonar, mucosa sinusal, por lo que se asocia su eficacia en los

pacientes entubados o con algun tipo de sonda (75).

Debido a la severidad de las infecciones provocadas por esta bacteria,
resulta necesario instaurar un tratamiento con antimicrobianos que posean alto
nivel de eficacia, dentro de los cuales aparece como alternativa la combinacion
de un betalactamico con un inhibidor de betalactamasas como es el caso de
Piperacilina/Tazobactam. En el presente estudio, se ha encontrado un alto nivel
de sucesptibilidad de Pseudomonas aeruginosa (77%) frente a la droga
ensayada en coincidencia con lo informado por otros autores. Por ejemplo, en
un estudio realizado en Espana, se encontro un 7% de resistencia mientras que
para antimicrobianos de uso frecuente se hallaron porcentajes de resistencia
mas elevados: ciprofloxacina (23%), gentamicina (31%) y ceftazidima (15%). La
resistencia de P aeruginosa frente a Piperacilina/tazobactam, puede surgir
como consecuencia de la exposicion previa a multiples antimicrobianos. (76). En
otros estudios se hallé que se obtenian mejores resultados clinicos cuando se
realizaban tratamientos con Pioperacilina/tazobactam en combinacion con un

aminoglucoésido como gentamicina o amikacina. (77)

El porcentaje de sensibilidad del Aztreonam fue de 35%. Este antibiotico
es poco inductor de betalactamasas y tiene una actividad semejante o superior
a la de los aminoglucosidos y cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion. El
Aztreonam puede tener una actividad sinérgica con cefepime, mejorando Ia

actividad de esta cefalosporina frente a FPseudomonas aeruginosa (Aztreonam
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es el tratamiento de eleccion cuando una cepa de FPseudomonas aeruginosa es
productora de metaloenzimas) (37). El aztreonan actua inhibiendo a las
cefalosporinasas extracelulares, por lo que no se recomienda asociarlo con
cefoxitina, ni carbapeneémicos debido a la capacidad de estos para inducir

betalactamasas cromosomicas en FPseudomonas acruginosa (66).

Existen otros antibidticos a los cuales Pseudomonas aeruginosa es
sensible, pero en un porcentaje menor, por lo que no se utilizan con mucha
frecuencia, algunas veces porque en los servicios de salud se carece de ellos,
pero que podrian ser una alternativa de tratamiento, tal es el caso de la
tobramicina, que posee un esprecto de actividad similar al de la gentamicina y

son especialmente activas en enfermedades pulmonares.

A pesar de que estas cepas de FPseudomonas aeruginosa son resistentes a
Imipenem, este antibiotico puede asociarse con un aminoglucosido y presentar
diversos grados de sinergismo. En Pseudomonas aeruginosa se ha observado

sinergismo entre Imipenem y Ciprofloxacina (66).

Como aporte de esta investigacion se puede resaltar que el Hospital
General San Juan de Dios es un lugar propicio para que se seleccionen cepas de
Pseudomonas aeruginosa que pueden ser consideradas como multirresistentes,
ya que los aislamientos obtenidos corresponden a un periodo de 3 meses. Los
antibioticos probados en el estudio incluyeron a aquellos como las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, tanto como carbapenemes,
encontrando un buen numero de cepas que resultaron resistentes a dichos
antibioticos que son considerados como de eleccion, para los procesos
infecciosos de mayor riesgo. Por lo tanto se indica la necesidad de mejorar las
politicas de uso de los antibioticos en los hospitales y asi coadyuvar en las

medidas de control aplicables a las infecciones intrahospitalarias.
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Dentro de las limitaciones del estudio se pueden mencionar que no hay
estudios anteriores de este tipo en el pais, por o que se recomienda continuar
haciendo estudios de deteccion de metaloenzimas en el Hospital General San
Juan de Dios para tener una vigilancia epidemioldgica y asi evitar que en un
futuro este mecanismo predomine en las cepas que se aislen del hospital, y de
esta manera no comprometer la eficacia de los carbapenemes y acortar su uso

en el tratamiento de infecciones nosocomiales.

Finalmente, la prevalencia y la deteccion de metaloenzimas responsables
de la resistencia a carbapenemes en FPseudomonas aeruginosa es diferente en
cada region del mundo (37,45,72). El monitoreo de cepas productoras de
metaloenzimas en el Hospital General San Juan de Dios, ayudara a la prediccion
de fenotipos de resistencia, relacionados con este mecanismo y contribuira al
conocimiento sobre la evolucion de las metaloenzimas. Asi, si en el futuro
llegaran a aparecer metaloenzimas en Guatemala seria interesante identificar el

gen y el mecanismo que las esta haciendo resistentes a los carbapenemes.
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IX. CONCLUSIONES

En los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
Imipenem aislados en el Hospital General San Juan de Dios, no se

encontraron metaloenzimas.

Los tipos de muestra con mayor numero de aislamientos resistentes a
Imipenem fueron secrecion orotraqueal, seguida de urocultivos y

hemocultivos.

La Unidad de cuidados progresivos intensivos (UCPI), fue el servicio del
Hospital General San Juan de Dios de donde se obtuvo mayor numero

de aislamientos de Pseudomonas aeruginosaresistentes a Imipenem.
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X.  RECOMENDACIONES

Determinar la presencia de metaloenzimas utilizando como agente
quelante el acido 2-mercaptopropionico y comparar resultados con el
meétodo de EDTA.

. Ajustar la distancia entre los discos en el método de doble disco

sinérgico para optimizar los resultados y asi mejorar su interpretacion.

Recolectar las muestras en un periodo de tiempo mas largo, para
obtener mayor cantidad de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a Imipenem y de esta manera aumentar la probabilidad de

detectar cepas productoras de metaloenzimas.

Preparar la solucién de EDTA a una concentracion 0.5 M y comparar
con la solucion EDTA 0.1M, para poder observar la diferencia en la

medida de los halos.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Antimicrobianos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana (7,18).

Clases de antibiotico Subclases de antibidtico Nombre genérico
Penicilinas Penicilinas Penicilina
Aminopenicilinas Amoxicilina
Ampicilina
Ureidopenicilinas Azlocilina
Mezlocilina
Piperacilina
Carboxipenicilinas Carbenicilina
Ticarcilina
Penicilinas estables frente a penicilinasas Cloxacilina

Dicloxacilina
Meticilina
Nafcilina
Oxacilina

Amidinopenicilinas Mecilinam

Cefalosporinas (Parenteral) Cefalosporinas de 1ra. Generacion Cefazolina
Cefalotina
Cefapirina
Cefradina
Cefalosporinas de 2da. Generacion Cefamandol
Cefonicida
Cefuroxime (sédico)
Cefalosporinas de 3ra. Generacion Cefoperazona
Cefotaxime
Ceftazidima
Ceftizoxime
Ceftriaxona
Cefalosporinas de 4ta. Generacion Cefepime
Cefamicinas Cefmetazol
Cefotetan
Cefoxitin

Oxacefalosporinas Moxalactam

Cefalosporinas (Oral) Cefalosporinas Cefaclor
Cefadroxil
Cefdinir
Cefditoren
Cefetamet
Cefixime
Cefpodoxime
Cefprozil
Ceftibuten
Cefuroxime (axetilico)
Cefalexina
Cefradina

Carbacefalosporinas Loracarbef

Carbapenemes Ertapenem
Imipenem
Meropenem

Monobactames Aztreonam




Anexo 2. Antimicrobianos que alteran la membrana celular (7,18).

Clases de antibidtico Subclases de antibidtico Nombre genérico

Polimixinas Polimixina B

Anexo 3. Antimicrobianos que inhiben la sintesis proteica (7,18).

Clases de antibidtico Subclases de antibidtico Nombre genérico
Nitroaromaticos Fenicoles Cloranfenicol
Aminoglucésidos Amikacina

Gentamicina
Kanamicina
Netilmicina
Estreptomicina
Tobramicina
Tetraciclinas Tetraciclina
Minociclina
Doxiciclina
Clortetraciclina
Macrolidos Eritromicina
Azitromicina
Claritromicina
Diritrominicina
Lincomicinas Lincomicina

Clindamicina
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Anexo 4. Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos (7,18).

Clases de antibidtico

Subclases de antibiotico

Nombre genérico

Quinolonas

Rifamicinas

Sulfonamidas

Quinolonas

Fluoroquinolonas

Cinoxacina
Garenoxacina
Acido nalidixico
Ciprofloxacina
Clinafloxacina
Enoxacina
Fleroxacina
Gatifloxacina
Gemifloxacina
Grepafloxacina
Levofloxacina
Lomefloxacina
Moxifloxacina
Norfloxacina
Ofloxacina
Esparfloxacina
Trovafloxacina
Rifampicina

Sulfanilamida




Anexo 5. Origen de los genes blaup (37).

Tipo de Bacteria Origen Integrén
metaloenzima
IMP-1 Pseudomonas aeruginosa Japén Clase 1
Pseudomonas putida Japon Clase 3
Serratia marcescens Japon Clase 3
Acinetobacter baumannii Corea ?
Pseudomonas fluorescens Singapur ?
Pseudomonas stutzeri Japon Clase 1
Klebsiella pneumoniae Japon Clase 3
Klebsiella oxytoca Japon Clase 3
Achromobacter xylosoxidans Japon Clase 1
Alcaligenes xylosoxidans Japon Clase 1
Alcaligenes faecalis Japon ?
Citrobacter freundiif Japon Clase 1
Enterobacter acrogenes Japon Clase 1
Enterobactercloacae Japon ?
Escherichia coli Japon Clase 1
Proteus vulgaris Japon Clase 1
Providencia rettgeri Japon Clase 1
Acinetobacter spp. Japon ?
Acinetobacter baumarnnif Inglaterra Clase 1
Acinetobacter Iwoffii Japon Clase 1
Pseudomonas aeruginosa Japon Clase 1
Shigella flexneri Japon Clase 1
IMP-3 Acinetobacter baumannif Japon Clase 1
IMP-4 Citrobacter freundii Hong Kong Clase 1
Pseudomonas aeruginosa China Clase 1
IMP-5 Acinetobacter baumarnnif Brasil ?
IMP-6 Serratia marcescens Japon Clase 1
IMP-7 Pseudomonas aeruginosa Malasia Clase 1
IMP-8 Enterobacter cloacae Taiwan Clase 1
IMP-9 Pseudomonas aeruginosa Japon Clase 1
IMP-10 Pseudomonas aeruginosa Japon Clase 1
IMP-11 Pseudomonas aeruginosa Japon ?
IMP-12 Pseudomonas putida Italia Clase 1
IMP-13 Pseudomonas aeruginosa Brasil ?
IMP-16 Pseudomonas aeruginosa USA Clase 1
IMP-18 Pseudomonas aeruginosa ?
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Anexo 6. Origen de los genes blayy, (37).

Tipo de Bacteria Origen Presencia de
metaloenzima Integréon
VIM-1 Pseudomonas aeruginosa Italia +
Achromobacter xylosoxidans  Italia +
Pseudomonas putida Italia +
Escherichia coli Grecia +
Klebsiella pneumoniae Grecia +
VIM-2 Pseudomonas aeruginosa Francia +
Acinetobacter baumannii Corea +
Enterobacter cloacae Corea +
Serratia marcescens Corea +
Pseudomonas putida Corea ?
Pseudomonas fluorescens Chile +
Pseudomonas stutzerr Taiwan ?
Acinetobacter genomosp. 3 Corea +
Achromobacter xylosoxidarns  Japon +
Citrobacter freundii Taiwan ?
VIM-3 Pseudomonas aeruginosa
VIM-4 Pseudomonas aeruginosa Taiwan ?
Enterobacter cloacae Polonia +
Klebsiella pneumoniae Italia ?
VIM-5 Klebsiella pneumoniae Italia ?
Pseudomonas aeruginosa Turquia +
VIM-6 Pseudomonas putida Turquia +
VIM-8 Pseudomonas aeruginosa USA +
VIM-9 Pseudomonas aeruginosa Colombia ?
VIM-10 Pseudomonasaeruginosa Reino Unido ?
VIM-11a Pseudomonas aeruginosa Reino Unido ?
Pseudomonas aeruginosa Argentina ?
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Anexo 7. Preparacion de estandar de McFarland 0.5

= Seleccionar 5 colonias bien aisladas de igual morfologia de la placa de
cultivo. Preparar una suspension en 5 ml de caldo Tripticasa soya

tocando la parte superior de cada colonia.

= Se incuba a 35°C hasta que éste alcance la turbidez del estandar (2-6

horas).

* Ajustar la turbidez del inoculo con caldo hasta el tubo 0.5 de la escala de
McFarland, por comparacion visual con el estandar. Para ello, ver los
tubos contra un fondo blanco con una linea negra como contraste. Para

confirmar la turbidez del indculo debe medirse fotométricamente.

Anexo 8. Forma establecida para colocacion de taxos en Mueller- Hinton

A =Imipenem + EDTA 0.1M
B =EDTA 0.1M

C = Imipenem



