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[. RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los principales problemas
en la terapéutica actual por lo que el conocer los mecanismos de resistencia que
se encuentran en las bacterias que prevalecen en el medio guatemalteco como lo
son Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp.,, es importante para encontrar las

medidas adecuadas en el control y prevenciéon de este problema.

En este estudio se determiné la presencia de metaloenzimas como
mecanismo de resistencia en aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp.,
provenientes del banco de cepas multirresitentes del Laboratorio Nacional de
Salud, recolectadas en el Hospital Roosevelt de Guatemala, referidas de enero a

julio del 2007.

La presencia de metaloenzima se determiné utilizando la técnica de
difusion en disco, en donde se buscé alguna deformacién del halo de inhibiciéon
en las zonas donde el disco de EDTA 0.5M y carbapenemes mostraba sinergia.
Para el anélisis se revisaron el tipo y los servicios de donde provenian las
muestras. Ademds, se relacion6 la presencia de metaloenzimas con la
resistencia a otras familias de antibiéticos, utilizando el programa WHONET.
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Se analizaron un total de 95 aislamientos, de estos 29 fueron de
Pseudomonas sp. y 66 de Acinetobacter sp.. El estudio revel6 que 65.5% (n=19)
cepas de Pseudomonas sp. evidenciaron la presencia de metaloenzima mientras
que 33.3% (n=22) cepas de Acinetobacter sp también lo mostraron. Los
principales tipos de muestras donde se encontr6 la metaloenzimas fueron
aspirado traqueal y secreciones. Los servicios en donde se aislaron con mas
frecuencia los microorganismos con metaloenzima fueron las unidades de

cuidados intensivos tanto pediétricos como de adulto.



La resistencia a otras familias de antibidticos en las cepas de Pseudomonas
sp. con presencia de metaloenzima (n=19) mostré a cefepime con menor
resistencia (31.2%) que ceftazidima (56.2%), no asi en las cepas de Acinetobacter
sp. . La presencia de metaloenzima fue més frecuente en cepas con resistencia a

ambos carbapenemes con 84% para Pseudomonas sp. 'y 63.3% para Acinetobacter

sp.

Este estudio muestra la presencia de metaloenzima como mecanismo de
resistencia tanto en Pseudomonas sp. como Acinetobacter sp., lo que resalta la
importancia de su basqueda y tamizaje en el laboratorio, ya que el presentar
metaloenzima implica que el laboratorio no recomiende al medico el utilizar
los carbapenemes como tratamiento, ya que el hacerlo implicaria un problema
terapéutico y epidemiolégico, incrementando la estancia del paciente

hospitalizado y tasa de mortalidad asociada (3,4).



II. INTRODUCCION

La resistencia de las bacterias a los antibi6ticos representa uno de los
principales problemas de la poblacién en lo referente a salud publica y a la
préctica clinica. Esto es debido al incesante incremento en el uso de antibiéticos
durante los ultimos afios, ademds de que las bacterias resistentes a los
antibioticos se han propagado de forma abrumadora (1). Los microorganismos
Gram negativo ocupan el primer lugar en el mundo como responsables de las
infecciones intrahospitalarias. Dentro del grupo de bacilos Gram negativo no
fermentadores (BNF) mads frecuentemente aislados, de muestras clinicas de
infecciones intrahospitalarias, se encuentran Pseudomonas aeruginosa 'y

Acinetobacter sp. (1-4).

El principal mecanismo de resistencia es la produccién de betalactamasas
codificadas cromosémicamente o por plasmidos, dichos mecanismos pueden
transmitirse entre ellas o a otras bacterias Gram negativo. Debido al gran
incremento en la resistencia, cada vez se utilizan més antibidticos de amplio

espectro como los carbapenemes principalmente para este tipo de cepas (2,5,8).

Por el momento las carbapenemasas no se encuentran muy extendidas,
pero constituyen un mecanismo de resistencia importante debido a que estan
localizadas en elementos moviles, los integrotes de clase I y tienen una
transmision horizontal. Siendo las metaloenzimas un tipo de carbapenemasa
de gran importancia por la elevada capacidad de resistencia a los carbapenemes
en este tipo de cepa; sin embargo la detecciéon de este tipo de mecanismos de
resistencia no se realiza rutinariamente debido al desconocimiento de la
presencia de dicho mecanismo, asi como la falta de capacitacién para detectarlo

en el laboratorio (2,4,6,7) .

La existencia de metaloenzimas como mecanismos de resistencia implica
que las bacterias deben reportarse resistentes a todos los carbapenemes,
aunque presenten aparente susceptibilidad a alguno de estos antibidticos in

vitro ya que al no realizarse la identificaciéon de los mismos podria dar como



resultado fallo en el tratamiento de la diversidad de padecimientos clinicos en

que estas bacterias pueden estar involucradas (2,6,7).

Por lo anterior esta investigaciéon tuvo como principal objetivo identificar
las metaloenzimas presentes en 95 aislamientos de Pseudomonas sp y
Acinetobacter sp referidos al Laboratorio Nacional de Salud en el afio 2007. Al
demostrar la presencia de metaloenzimas en cepas multirresistentes del pais, se
podré establecer la necesidad de implementar su determinacién de rutina en
aislamientos de infecciones intrahospitalarias nacionales y asi evitar que la

aparente susceptibilidad in vitro, cause una falla terapéutica in vivo. (3,4).



III. ANTECEDENTES

A. Bacilos Gram negativo no fermentadores

1. Caracteristicas generales

Dentro del grrupo bacilos Gram negativo no fermentadores (BNF), se
encuentran muchos géneros y especies, pero los mds frecuentemente aislados
de muestra clinicas, son Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter sp. El reservorio
de estos microorganismos se encuentra en el medio ambiente y en maltiples
fuentes (suelo, agua, plantas, animales) y raramente forman parte de la flora

humana normal (9,13,14).

Se conoce como grupo de BNF porque su actividad enzimética es manifestada
pobremente, bioquimicamente oxidan los aztcares, pero no los fermentan, y

son oxidasa positivo (9,13,14).

a. Morfologia
Los bacilos Gram negativo no fermentadores (BNF) se definen como
aerobios, con extremidades redondeadas; pueden ser moéviles por flagelos

polares o inméviles (9,13,14).

b. Patogenicidad
Los bacilos Gram negativo no fermentadores (BNF) son saproéfitos en la
naturaleza y sélo afectan a inmunosuprimidos. Es mas manifiesta su actividad

sobre las proteinas, por lo que se encuentran complicando las heridas (9,13,14).



2. Pseudomonas sp

a. Generalidades

Pseudomonas sp es un patégeno preferentemente de infecciones
intrahospitalarias causante de importantes infecciones particularmente en
unidades de terapia intensiva, donde constituye la causa mas comun de
neumonia asociada a ventilacién mecénica, y también asociadas a pacientes

oncolégicos(3,12).

La Pseudomonas sp es un microorganismo versatil, ampliamente
distribuido en el suelo, agua, plantas e intestino de animales. Puede causar
enfermedad en el hombre, ciertos animales, plantas e insectos. El agua

contaminada puede ser una fuente de infeccion para el hombre. (6,12).

b. Pseudomonas aeruginosa

La P. aeruginosa es susceptible a la desecaciéon, pero sus habilidades
metabdlicas le permiten sobrevivir y multiplicarse en liquidos y ambientes
himedos de los hospitales. Los requerimientos nutricionales de esta bacteria
son variados y se ha aislado en ambientes hospitalarios principalmente,

incluso de soluciones desinfectantes en el hospital (6,12).

La mayoria de las infecciones humanas estdn restringidas a los pacientes
hospitalizados que adquieren el microorganismo de fuentes ambientales
(infeccién exdgena) por contacto con vectores humanos o inanimados. P.
aeruginosa se desarrolla bien en medios simples, utilizdndose para su

aislamiento los medios de cultivo de uso corriente en el laboratorio clinico

(3,6).



La mayoria de P. aeruginosa se identifican por la produccién de un
pigmento, pyocyanina, soluble en agua, azul, no fluorescente. Produce
ademas otro pigmento, pyoverdina, soluble en agua, verde amarillento,
fluorescente. Otros pigmentos, menos frecuentes pueden ser producidos por
la misma. La morfologia colonial y el olor frutado de aminoacetofenona son
elementos de wuna identificacion sencilla, existiendo caracteres de

identificacién confirmatorios que son poco utilizados (6,12,14).

P. aeruginosa son bacilos Gram negativo, oxidasa y catalasa positivas,
aerobias estrictas, no fermentan glucosa, utilizan diversos aztcares
oxidativamente con produccion de acido. Uno de los caracteres mas

constantes es su capacidad de desarrollarse a 42°C (3,6,14).

c. Patogenia
Las defensas inespecificas del huésped son en general suficientes para
prevenir la infecciéon por P. aeruginosa, pero brechas en esta barrera le

permiten a invadir y causar infecciones de diversa gravedad.

Esta bacteria posee los mismos tipos de factores de virulencia que otras
bacterias capaces de causar enfermedad en el hombre inmunocompetente.
Es probable que P. aeruginosa sea ineficiente en su habilidad para llevar a
cabo los primeros pasos de la infecciéon; puede colonizar pero no invadir piel
y mucosas sanas y tampoco dar infecciones persistentes con produccion

concomitante de factores toxicos que dafen los tejidos del huésped (6,12,14).

P. aeruginosa es capaz de unirse a la mucina y lo hace por medio de las
adhesinas no pili. Ademas del gen que codifica para la proteina estructural

del pili otros genes codifican proteinas ensambladoras y reguladoras (3).



Dentro de los factores de virulencia se encuentran la produccién de

exoenzima y exotoxinas:

Exoenzima S: Tiene actividad de ADPribosilacion como otras toxinas,
pero aplicada en forma exdgena no dafia las células del huésped. Al igual
que la toxina colérica intervienen proteinas de las células del huésped en la
activacion de la toxina para lograr su maxima actividad. Se sostiene que
actuaria dificultando la accién de los fagocitos lo que facilitaria la sobrevida
de P. aeruginosa en el torrente sanguineo y érganos. En el pulmoén actuaria
inhibiendo la muerte intrafagocitica de las bacterias y promoviendo la

infiltracién fagocitica en el drea.

Exotoxina A: Esta exotoxina tiene el mismo mecanismo que la toxina
diftérica. Es una toxina A-B con tres unidades funcionales: dominio R
(region de union al receptor celular), dominio T (regiéon que media la
translocaciéon de la porcién enzimatica al interior de la célula), dominio C
(region catalitica). Los dominios R y T se localizan en la cadena B y el

dominio C en la cadena A (3,12,14).

d. Epidemiologia

Las P. aeruginosa son de distribucion mundial, se aisla de suelos, agua,
plantas, animales incluyendo al hombre, algunas veces es patégeno para
animales y vegetales, La epidemiologia de P. aeruginosa refleja su
predileccion por un medio ambiente hiimedo, esto es evidente ya que su

ambiente natural esta relacionados con agua y suelo (6).

La colonizacion humana ocurre en sitios himedos como el perineo,
axilas y oidos, la humedad es un factor critico en los hospitales, reservorios:
equipos de ventilacién mecdanica, soluciones de limpieza, medicamentos,
desinfectantes, etc. Enfermedad humana extrahospitalaria también se asocia
a ambientes htimedos: piscinas, soluciones para lentes de contacto etc.

Pacientes con quemaduras serias: piel; pacientes ventilados; tubo digestivo:



antibioticos; quimioterapias. Es fundamentalmente un patégeno nosocomial,

ocupa el 4° lugar en frecuencia (12).

e. Manifestaciones Clinicas

Produce infeccién en heridas y quemaduras, pus de color azul verdoso.
Infeccién del aparato respiratorio como neumonia necrotizante, en diabetes:
otitis externa invasora (maligna). Infeccién al ojo: destrucciéon rapida del
o6rgano, procedimientos o lesiones quirdrgicas. Lactantes o personas
debilitadas: torrente sanguineo, septicemia, Septicemia: necrosis
hemorrégica de la piel “ectima gangrenoso”, rodeado por eritema y con

frecuencia no contiene pus (12,14).

3. Acinetobacter sp

a. Generalidades

Acinetobacter sp puede provocar infecciones purulentas en casi cualquier
organo del cuerpo. y si bien estas bacterias se consideran oportunistas en el
ambito hospitalario, hay cada vea més casos de infecciones adquiridas en la
comunidad. En la década de 1970 estas infecciones se trataban con
ampicilina y cefalosporinas de segunda generacién, pero estas opciones

terapéuticas dejaron de ser vélidas hace ya varios afios (2,3,5).

La selecciéon de un tratamiento antibidtico empirico debe basarse en el
conocimiento de los agentes etiolégicos mas frecuentes y en sus patrones de
susceptibilidad antimicrobiana. En los tltimos afios, se han descrito casos de
multirresistencia a todos los antibidticos disponibles, por lo que ha
motivado la realizacién de estudios con el objeto de obtener datos sobre su
susceptibilidad, aunque los patrones, pueden presentar variaciones
geograficas, e incluso pueden variar entre hospitales de una misma regiéon
en funcién de las caracteristicas de la poblacion y del uso de los antibiéticos

(5,10).
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Acinetobacter sp son saprofitos ubicuos, BGN de baja virulencia son causa
de infecciéon nosocomial y adquiridas en la comunidad. Los avances en la
inmunosupresion asi como uso frecuente de técnicas invasivas han
permitido a ésta, superar a bacterias Gram positiva como principales

causantes de morbilidad nosocomial (2,10).

Esta bacteria estd ampliamente distribuida en el agua y en el suelo,
ocasionalmente pueden cultivarse de fuentes humanas: esputos, orina,
heces, secreciones vaginales. Es el microorganismo mas comun transportado
por el personal intrahospitalario, coloniza el 45% de sitios de traqueostomia

de pacientes internados (2,10).

Tratamiento
Combinacién efectiva de un p-lactamico (piperacilina, ticarcilina,

ceftazidima) y un aminoglucésido. Antibiético p-lactamico asociados a

inhibidores: ampicilina-sulbactam, carbapenémicos: imipenem, meropenem

(10).

b. Patogenia

Ausencia de factores de virulencia, reduce su papel a patégeno
oportunista, su crecimiento a pH &cido con temperaturas mas bajas puede
aumentar capacidad para invadir tejidos desvitalizados. No tiene capacidad

de producir citotoxinas, salvo lipopolisacaridos (LPS) (10).
Posee cédpsula que inhibe fagocitosis y ayuda a la adhesioén local pero si

produce bacteriocinas y asi globalmente, sin alteracion de las defensas

normales del huésped, su papel seria limitado (10,11).
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c. Epidemiologia

La localizacién mas frecuente en infecciones intrahospitalarias son las
respiratorias en la unidad de cuidados intensivos (UCI), heridas operatorias
en cirugia, en pacientes de medicina, estas infecciones bacterémicas son
causantes de multiresistencia antimicrobiana, particularmente a
cefalosporinas de tercera generacién y cuarta generacién, mediado por
accion de b-lactamasas cromosomales y por impermeabilidad, ademas de

presencia de carbapenemasas entre otras acciones clinicas (10,11).

d. Manifestaciones clinicas

Agente causantes de infecciones supurativas de cualquier érgano como
por ejemplo genitourinarias: uretritis. Infecciones intracraneales: meningitis,
abscesos. Aparato respiratorio: Traqueotomia. Tejidos blandos: celulitis local
asociada a catéteres intravenosos. Heridas traumaticas, quemaduras,

incisiones quirtrgicas, bacteriemia (5,10,11).

Un estudio en Cuba, en 1997 por Bolafios, E. Se identificaron y
caracterizaron bacilos Gram negativo no fermentadores aislados en el medio
hospitalario, mostrandose a especies de Pseudomona sp en un 88.2% vy
Acinetobacter sp en un 17.8% como los principales causantes de infecciones
intrahospitalarias dentro del grupo de bacilos Gram negativo no

fermentadores (40).

Otro estudio en Chile, en el 2005 se determindé que Acinetobacter
baumannii ha emergido como un patégeno intrahospitalario de la mayor
relevancia mundial como agente causal de infecciones como neumonia,
bacteriemia, meningitis, infecciones del tracto urinario y de partes blandas,

asociandose a alta mortalidad.(41)
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B. Antibioticos
1. Generalidades

Los antimicrobianos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas,
que inhiben a concentraciones bajas el crecimiento de bacterias, hongos o
virus, pero el uso desmedido de éstos ha provocado que los
microorganismos evolucionen desarrollando mecanismos de resistencia que
impiden la accién de los farmacos y en consecuencia, conducen a fallos

terapéuticos (15).

Un microorganismo es susceptible a la accién de un antimicrobiano
cuando este inhibe el crecimiento bacteriano o se produce la muerte celular.
Por el contrario, la resistencia implica la ausencia del efecto inhibitorio o
letal. Los mecanismos de resistencia surgen como un proceso de adaptacion
natural de los microorganismos a la acciéon inhibitoria o letal de los

antimicrobianos (15,16).

Los antibi6ticos pueden ser bacteriostaticos (bloquean el crecimiento y
multiplicacién celular) o bactericidas (producen la muerte de las bacterias).
Para desempenar estas funciones, los antibidticos deben ponerse en

contacto con las bacterias (18).

La prueba de la accién de un antibiético en el laboratorio muestra cuanta
exposicién a la droga es necesaria para frenar la reproducciéon o para matar
las bacterias. Aunque a una gran cantidad de un antibiético le tomaria un
tiempo menor para matar las bacterias que ocasionan una enfermedad, tal
dosis comunmente harfa que la persona sufra de una enfermedad

ocasionada por la droga (17,18).
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a. Antibioticos betalactamicos

Los antibidticos betalactdmicos son una amplia clase de antibitticos
incluyendo derivados de la penicilina, cefalosporinas, monobactams,
carbapenems e inhibidores de la betalactamasa ([-lactamasa); basicamente
cualquier agente antibidtico que contenga un anillo B-lactdmico en su

estructura molecular(23).
b. Mecanismo de accion de los B-lactamicos

Los antibiéticos P-lactdmicos son bactericidas, y acttian inhibiendo la
sintesis de la barrera de peptidoglicanos de la pared celular bacteriana. La
barrera de peptidoglicanos es importante para la integridad estructural de la
pared celular. El paso final de la sintesis de los peptidoglicanos, la
transpeptidacion, se facilita por unas transpeptidasas conocidas como
"penicillin binding proteins" (PBPs, proteinas de anclaje de penicilinas)

(21,22).

El ntacleo B-lactdmico de la molécula se une irreversiblemente al PBP.
Esta unién irreversible evita el paso final (la transpeptidacion) de la
formacion de la barrera de peptidoglicanos, interrumpiendo la sintesis de la
pared celular. Es posible, ademads, que la inhibicién de los PBPs (mediante
dicha unién irreversible), haga también que se activen enzimas autoliticos

de la pared celular bacteriana (21,22,23).
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3.  Carbapenem

Los carbapenemes son un tipo de antibiético p-lactamico con amplio
espectro de actividad bactericida y son sumamente resistentes a las

betalactamasas. Siendo los representantes el imipenem y el meropenem (23,24).

El imipenem es hidrolizado e inactivado por una enzima del epitelio
tubular renal, llamada dehidropeptidasa I. Este catabolismo disminuye
considerablemente los niveles urinarios del imipenem y lleva a la produccion
de un metabolito potencialmente nefrotéxico. La inhibicion de la
dehidropeptidasa I por medio de la cilastatina se emplea rutinariamente al
combinar el imipenem y esta sustancia que no tiene actividad antimicrobiana
por partes iguales. La marca comercial de la combinacién imipenem-cilastatina

es Tienam (24).

El meropenem en cambio no es hidrolizado por la dehidropeptidasa
tubular renal debido a que tiene un grupo metilo en el carbono 1 (C1).
Meropenem tiene una alteraciéon de su cadena lateral C2, que le confiere mas
actividad en contra de bacilos Gram-negativo aerobios y potencial

epileptogénico reducido (25).

El mecanismo de accién antimicrobiano del imipenem es
fundamentalmente el mismo de otros [-lactdmico. Se une a las peptidasas
bacterianas, las proteinas de unién de la penicilina (penicillin-binding proteins,
o PBP), que son responsables de la elongacion y la unién cruzada del
peptidoglicano de la pared celular. Esto resulta en el desarreglo de la
construccion de la pared celular, inhibicion del crecimiento celular y
frecuentemente en lisis y muerte bacteriana. En las bacterias Gram-negativa
ocurre en el espacio periplasmico, entre la pared celular y la membrana celular

circundante (24,25).

Imipenem es uno de los antibidticos P-lactdimico mdas pequefios que

existen. Su escaso tamafio le hacen posible ganar acceso al espacio periplasmico

15



de los bacilos Gram-negativo pasando a través de los canales creados por

proteinas "porinas"(24,25).

El amplio espectro de los carbapenemes se atribuye a tres factores: Su
habilidad de penetrar la membrana celular de maltiples bacilos Gram-negativo,
su afinidad por proteinas de unién a penicilina perteneciente a un amplio
espectro de bacterias y su resistencia a un amplio espectro de P-lactamasas

tanto de bacterias Gram-positivo como Gram-negativo (24,25).

a. Resistencia a los Carbapemem

Cuando aparece resistencia al imipenem ésta ha sido mediada por la
modificaciéon de las porinas en los bacilos Gram negativo que previenen la
penetracion por el imipenem (ejemplo: en Pseudomonas aeruginosa), alteraciéon de
las PBP que reducen la afinidad del imipenem sobre la pared celular (ejemplo:
Enterococcus faecium y estafilococos meticilino-resistentes) o desarrollo de (-

lactamasas capaces de hidrolizar e inactivar el anillo 3-lactamico del imipenem.

Es de notar que se ha reportado la aparicién de resistencia a imipenem durante
el tratamiento de infecciones por P. aeruginosa. Esto se debe generalmente a la
aparicion de permeabilidad en la membrana celular, aunque la bacteria
permanece susceptible a otros -lactdmicos antipseudomonales. Finalmente, el
imipenem es un potente inductor de ‘'cefalosporinasas cromosomales
inducibles", una clase de P-lactamasa producida por algunos bacilos Gram
negativo ante la presencia de antibidticos pB-lactdmicos, y que son capaces de
hidrolizar un gran nimero de los mismos. Sin embargo, el imipenem

tipicamente no es hidrolizado por éstas " B-lactamasa inducibles".

b. Toxicidad de los Carbapenemes

Los efectos adversos mas frecuentes del imipenem en los 2.516 pacientes
inicialmente tratados fueron flebitis del sitio de infusién (5%), nausea o vémito

(4%), diarrea (3%), exantema o fiebre medicamentosa (2.7%) y convulsiones
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(1.5%). Los efectos sobre los valores de laboratorio fueron infrecuentes (1.5%) y
desaparecieron al suspender la terapia: leve aumento de las enzimas hepaticas,
eosinofilia, pruebas de Coombs positivo, trombocitopenia y aumento del
tiempo de protrombina. La presencia de Clostridium difficile en las heces fue
reportada solamente en el 0.76% de los 2.516 casos tratados, y la presencia de

colitis seudo-membranosa fue del 0.16% (41).

Los factores de riesgo para desarrollar convulsiones son las lesiones cerebrales
previas, epilepsia y la presencia de insuficiencia renal asociada a una
dosificacion no ajustada/reducida del antibiético. Medicamentos como la
teofilina, las quinolonas, el metronidazol, el ganciclovir y la ciclosporina
reducen el "umbral convulsivo" en pacientes concomitantemente tratados con

imipenem(41).

Por el potencial de facilitar las convulsiones el imipenem no se ha recomendado

en el tratamiento rutinario de las meningitis bacterianas(41).

4. Modo de accion de los antibioticos

El antibiético introducido en el organismo por via oral o parenteral o
directamente aplicado en la superficie cutaneomucosa despliega una actividad
contra las bacterias o microorganismos susceptibles, cuyo efecto se expresa en
dos alternativas: destruye al microorganismo o lo inhibe en su crecimiento y
reproducciéon. En el primer caso, la lisis o muerte se denomina efecto
bacteriolitico o bactericida, mientras que la inmovilizacién vital se designa

efecto bacteriostatico (17,19).

Los principales mecanismos se pueden agrupar de la siguiente manera.
Para destruir bacterias, los antibidticos deben penetrar por la pared de éstas sin
que sean metabolizados intrinsecamente, y actuar en el "blanco". De este modo,
para conocer los mecanismos de resistencia es de suma importancia entender la

forma en que actta cada clase de antibi6ticos (17).
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Practicamente todos los agentes antimicrobianos obstaculizan funciones
criticas dentro de la bacteria. Varias actividades bioquimicas son especialmente
vulnerables a la interferencia por los antibiéticos, por ejemplo, la sintesis de la
pared celular bacteriana y la funcién de sus membranas, la sintesis de proteinas,

el metabolismo de dcidos nucleicos y las vias metabolicas intermedias (17,19).

C. Mecanismos de resistencia

Se considera la resistencia microbiana como la pérdida de Ila
susceptibilidad de un microorganismo a wun antimicrobiano al que
originalmente era susceptible. Este hecho involucra necesariamente la aparicion
de un cambio permanente en el material genético del microorganismo, que se
transmite a sus descendientes, los que por este motivo resultan también

resistentes al antimicrobiano en cuestion (20,29).

Los cambios genéticos que explican la resistencia pueden producirse por
varios mecanismos que involucran ya sea al ADN cromosomal, como en la
mutacién, o por la adquisiciéon de material genético extracromosomal, como en

la mutacién, o por la transduccién, transformacion o conjugacion (3,8,29,30).

La resistencia microbiana constituye un problema de grandes implicaciones
clinicas, pues obliga al desarrollo y utilizacion de nuevos agentes
antimicrobianos, siempre més costosos y muchas veces mas toxicos que los
empleados habitualmente en el tratamiento de las infecciones; ademas ha
obligado a abandonar y eliminar del arsenal terapéutico a muchas drogas que

inicialmente fueron muy utiles (8,20,30).

Mecanismos de actividad antibiética

El mecanismo de resistencia mas comun a los antibiéticos es su inactivacién
por mecanismos enzimaticos. Algunas enzimas inactivadoras de farmacos
quizad fueron formadas para evitar el "suicidio" por especies productoras de

antibidticos.
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Estas enzimas pueden ser transferidas a otra especie, los genes de tales
enzimas inactivadoras ocasionan resistencia a los antibiéticos. Los ejemplos
clasicos de enzimas con tales propiedades son las [-lactamasas, las

modificadoras de aminoglucésidos y la cloranfenicol acetiltransferasa (21,22).

Las -lactamasas hidrolizan el anillo B-lactdmicos de las penicilinas y las
cefalosporinas, y lo transforman en el derivado inactivo acido peniciloico. La
estructura parietal mas compleja de los microorganismos Gram negativo, con
una membrana interna y otra externa, permite la sintesis de -lactamasas dentro

del citoplasma y su excrecién al espacio periplasmico (22,29).

Por el mecanismo mencionado, los Gram negativo, en forma constitutiva,
producen cantidades relativamente pequefnas de enzima, que impiden el acceso
de los antibidticos P-lactamicos activos, a los "blancos" presentes en la

membrana, que son las Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBP) (21,22,29).

Se ha reportado que los PB-lactamicos forman complejos covalentes estables
con algunas de las PBPs (peniciloil-PBPs), que hacen que estas autolisinas se
inactiven. Pues bien, existen indicios de que las P-lactamasas serfan unas
"autolisinas" evolucionadas que en vez de formar complejos estables con los 3-
lactdmicos, se habrian especializado en cortar el anillo lactamico (dando acido

peniciloico) a expensas de su actividad transpeptidasa original (21,22,29).
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D. Resistencia en Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter sp.

La resistencia a los antibidticos representa uno de los principales
problemas de la poblacién en lo referente a salud publica y a la practica clinica.
Esto es debido al incesante incremento en el uso de antibiéticos durante los
altimos afios, ademds de que las bacterias resistentes a los antibidticos se han

propagado de forma abrumadora (1).

En la actualidad, la responsabilidad de los microorganismos Gram-
negativo como productores de infecciones intrahospitalarias ocupa el primer
lugar en el mundo. Dentro del grupo de bacilos Gram negativo no
fermentadores (BNF) mas frecuentemente aislados, de muestras clinicas de
infecciones intrahospitalarias, se encuentran Pseudomonas aeruginosa y

Acinetobacter sp. (2,5,8).

P. aeruginosa y Acinetobacter sp son resistentes, tanto de manera natural
como adquirida, a un gran nimero de antibidticos. Esto se debe a las
caracteristicas de su membrana celular que tiene propiedades excepcionales de
impermeabilidad. La resistencia a los antibi6ticos usualmente activos sucede en
el medio hospitalario. Las cepas pueden transmitirse entre ellas el material
genético que media la resistencia, incluso a partir de otras bacterias Gram

negativo como las enterobacterias.

Otro factor preocupante es la capacidad de P. aeruginosa de tornarse
resistente en el curso del tratamiento antibi6tico. Los mismos antibiéticos son
capaces de inducir los mecanismos de resistencia que un aislamiento tiene

latentes (2,5,8).

El tratamiento antimicrobiano de estas infecciones puede estar afectado
por el patron de multirresistencia a los betalactdimicos, aminoglucésidos y

fluoroquinolonas (2,5,8).
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Refiriéndonos a los betalactaimicos, diferentes mecanismos estan
implicados en la resistencia de las cepas clinicas de Pseudomonas sp. y
Acinetobacter sp., aunque como en otros bacilos Gram negativo, el principal
mecanismo de resistencia es la producciéon de betalactamasas codificadas
cromosOmicamente o por pldsmidos, dichos mecanismos pueden transmitirse
entre ellas o entre otras bacterias Gram negativo. Debido al gran incremento en
la resistencia, cada vez se utilizan mas antibiéticos de amplio espectro como los

carbapenems, principalmente para este tipo de cepas (2,3,30).

Las caracteristicas de la estructura de estos antibi6ticos les permiten una
rapida penetracion a través de las membranas, ademas su elevada afinidad por
las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) y su gran estabilidad frente a la
hidrélisis causada por la mayoria de las carbapenemasas ([-lactamasas) les

proporcionan un amplio espectro (4,6,7,29).

E. Metaloenzimas

Las p-lactamasas se dividen en tres grupos: clase A de Ambler
(penicilinasas), clase B de Ambler (metaloenzimas) y clase D de Ambler
(oxacilinasas). Estas enzimas hidrolizan, al menos parcialmente,
carbapenémicos y otros [-lactamicos. Las P-lactamasas de clase A se han

reportado raramente en Acinetobacter sp y Pseudomonas (1,26,).

Las p-lactamasas de clase B, denominadas también metaloenzimas se
caracterizan por presentar uno o dos iones de zinc cercanos al sitio activo,
facilitando el reconocimiento y especificidad para la hidrolisis de los
carbapenemes. Los genes que codifican para estas enzimas con frecuencia se
encuentran en el cromosoma bacteriano, sin embargo recientemente se describe
la diseminacion de metaloenzimas a través de elementos genéticos méviles,
tales como integrotes o plasmidos conjugativos que promueven la transferencia
horizontal de metaloenzimas entre diferentes especies bacterianas, lo que

facilitara la divergencia evolutiva de estas enzimas (1,2,26,35).
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En la ultima década la expresion de metaloenzimas se ha descrito en
bacilos Gram negativo causantes de infecciones intrahospitalarias,
considerando a estos agentes un factor de riesgo en el fracaso terapéutico y
originando un incremento de morbilidad y mortalidad. Las metaloenzimas se
distinguen de las serin- [(-lactamasas por hidrolizar notablemente a los

carbapenemes (26).

Las carbapenemasas por excelencia son metaloenzimas que requieren
para su actividad Zn y que por tanto son inhibidas por compuestos quelantes
de cationes divalentes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Estas
carbapenemasas, que constituyen la clase B de la clasificacion de Ambler
confieren resistencia no inhibida por el &cido clavuldnico a todos los

betalactamicos (1,26).

Este principio se ha utilizado con éxito en la metodologia de difusién del
disco, se persigue evidenciar la diferencia de halos de inhibicién entre el
imipenem 6 meropenem con y sin el agente inhibidor ya mencionado, o
simplemente observar una zona de sinergismo entre el imipenem 6 meropenem
y el inhibidor. Los otros tipos de carbapenemasas, se deducen por la falta de un
resultado positivo para metalo-p-lactamasas (MBLs), la resistencia frente a

imipenem y meropenem (2,4,7).

El conocerse la forma de actuar de este mecanismo ha permitido
distinguir formas para demostrar su presencia, existiendo diferentes formas
tanto moleculares como fenotipicas que cuentan con una amplia sensibilidad y

especificidad (2,4,7).

En un estudio realizado en Buenos Aires, Argentina en el 2006 por
Pagniez G., Radice M. et al. Se mostré un 100% de especificidad y sensibilidad
en la detecciéon de metaloenzimas en la poblacion de Pseudomonas aeruginosa
analizadas por un ensayo de detecciéon fenotipica de metalo-pB-lactamasas

empleando discos de EDTA. (43)
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a. Epidemiologia

Las metaloenzimas se expresan preferentemente en especies de bacilos
Gram negativo no fermentadores de glucosa siendo los pertenecientes al género
de Pseudomonas las encontradas con mayor frecuencia en aislamientos clinicos.
En la década de los 80 se describi6 el primer hallazgo de la expresiéon de una
metaloenzima que generaba resistencia a los carbapenemes, la enzima se

encontraba codificada en el cromosoma bacteriano. (26,31,37).

En los afios 90 se report6 la primera metaloenzima codificada en un
plasmado mévil (son las estructuras extracromosomales de mayor importancia
epidemioldgica, responsables de la propagacion horizontal de mualtiples genes

de resistencia). (31,37).

Las primeras variantes de metaloenzimas fueron detectadas en
aislamientos de Acinetobacter baumannii en Europa y en América Latina, los
reportes de organismos productores de metaloenzimas se describen en Canada,
Estados Unidos y Brasil. Otras variantes posteriores también fueron descritas

en P. aeruginosa en Brasil (37,38).

La prevalencia de la expresion de metaloenzimas en aislamientos clinicos
hasta el momento se ha mantenido en niveles no comparables con la expresiéon

de B-lactamasas de espectro extendido de la clase A (26,32,33,35).

Hasta hace algunos afios la via de diseminacién de metaloenzimas a
miembros de la familia de Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y otros bacilos
Gram negativo no fermentadores de glucosa se desconocia, sin embargo, en los
altimos cinco afios un gran ndamero de los reportes describen que la mayor
parte de estos genes de resistencia se encuentran incluidos en pldsmidos

conjugativos. (1,26,31).
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Los genes de metaloenzimas codificados en plasmidos conjugativos le
confieren a las bacterias un gran potencial para la diseminacién de estos genes a
otros patégenos intrahospitalarios. El extenso perfil de sustratos que hidrolizan
las metaloenzimas y la participacion de elementos genéticos moviles
contribuiran sin duda a la rapida diseminacién de la multirresistencia entre las

especies bacterianas (1,26,31,33,36).
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IV. JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los principales problemas
en la terapéutica actual por las pocas opciones que quedan para el adecuado
tratamiento de las infecciones por microorganismos multirresistentes, al no ser
identificados estos mecanismos por el desconocimiento o por la poca
importancia que se le da a la susceptibilidad antimicrobiana impide
identificarlos en cepas multirresistentes como lo son los bacilos Gram negativo
no fermentadores, principalmente Pseudomonas sp y Acinetobacter sp. de gran

importancia en el ambiente hospitalario (1).

Es muy probable que se presenten diversos mecanismos de resistencia
como metalobetalactamasas; las cuales si no son detectadas e interpretadas
adecuadamente por el laboratorio pueden ocasionar fallos graves en la terapia

que el médico decida aplicar para tratar las infecciones de sus pacientes (1).

Considerando que Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp son responsables de
la mayoria de infecciones intrahospitalarias en Guatemala con un 34.15% entre
ambos aislamientos (Pseudomonas sp. 17.59% 'y Acinetobacter sp 16.56%)
ocupando el tercer lugar en cuanto a frecuencia de aislamientos se encuentra
abajo de E. coli y Staphylococcus aureus, es de vital importancia caracterizar estas
cepas en cuanto a mecanismos de resistencia para evitar repercusiones
negativas tanto para la salud de los pacientes como para la economia de las
instituciones hospitalarias, ya que estos microorganismos presentan diversos
mecanismos de resistencia asi como la elevada capacidad para adquirir o

desarrollar nuevos mecanismos (3,4,39).

Debido a los distintos mecanismos de resistencia que muestran estas
bacterias, se ha utilizado a los carbapenemes, que son los antibidticos p-
lactamicos de mas amplio espectro con buena actividad frente a la mayoria de
Gram negativo, aunque cepas multirresistentes ya estan presentando resistencia

ante estos antibiéticos (3.9% en aislamientos de Pseudomonas sp. y 4.8% en
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aislamientos de Acinetobacter sp. segin Informe Anual de la Red de

Monitoreo/ Vigilancia de la Resistencia a los Antibioticos) (39).

Las metaloenzimas son el mecanismo de resistencia de mayor
importancia clinica y epidemiolégica a nivel mundial por el alto nivel de
resistencia que causan para los P-lactamicos, a la alta tasa de mortalidad

asociada y a la persistencia en el ambiente hospitalario (3,4).
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V. OBJETIVOS

A.  Objetivo General

Determinar la presencia de metaloenzimas como mecanismos de resistencia
en aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. multiresistentes
referidas al Laboratorio Nacional de Salud.

B. Objetivos Especificos
1. Determinar el tipo de muestra y servicio donde fueron aisladas las cepas
de Acinetobacter sp. y Pseudomonas sp. con presencia de metaloenzimas.

2. Relacionar la presencia de metaloenzimas con la resistencia a otras
familias de antibiéticos en los microorganismos en estudio.

VI. HIPOTESIS

27



En esta investigacion no se formula hipétesis por ser de tipo descriptivo

de corte transversal.

VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo:
Cepas de Pseudomonas sp y Acinetobacter sp referidas al Laboratorio

Nacional de Salud -LNS- 2007
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B. Muestra:

Se incluyeron por conveniencia 95 aislamientos, 29 cepas de Pseudomonas
sp Y 66 cepas de Acinetobacter sp del banco de cepas multirresistentes del
Laboratorio Nacional de Salud provenientes del Hospital Roosevelt de

Guatemala, referidas de enero a julio del 2007.

C. Recursos

1. Recurso Humanos
a. Tesista:Br. Patricia Espinoza

b. Asesor: Lic. Jorge Matheu

2.  Recursos Institucionales

Laboratorios que refieren cepas al Laboratorio Nacional de Salud, a la

Unidad de Diagnéstico, Area de Bacteriologia.

D. Materiales
a. Equipo
Cabina de bioseguridad biol6gica Nivel 2
Congelador a -40°C
Mechero Bunsen
Incubadora (37°C)
Refrigerador (4°C)

b. Materiales
Cajas de Petri
Hisopos estériles
Tubos de vidrio
Asas bacteriologicas

Regla
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Pinzas

Gradillas

c. Reactivos y Medios

Estdndar de MacFarland de 0.5 de turbidez

Agua destilada estéril

Agar sangre de carnero

Agar MacConkey (MK)

Agar Miiller-Hinton

Discos con antibiéticos: Imipenem, Meropenem, Amikacina,
Ciprofloxazina, Ceftazidima, Cefepime, Gentamicina,
Piperacilina/Tazobactam, Piperacilina.

Discos con EDTA 0.5M

Tiras de Oxidasa

Metodologia
. Se analizaron 95 aislamientos, 29 cepas de Pseudomonas sp Y 66 cepas de

Acinetobacter sp con la técnica de difusion en disco.

. Sellevé a cabo la lectura de los halos de inhibicién de cada antibidtico

. Se reportaron los resultados como susceptible o resistente, basado en los

parametros de la CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) 2007.

. Se determiné la presencia de metaloenzimas en los 95 aislamientos

multirresistentes
. Revisiéon de fichas epidemiolégicas de los pacientes con informacién

sobre procedencia tanto de muestras como de servicio, de donde se

recaudaron las 95 cepas de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp.,
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6. Andlisis estadistico utilizando el programa estadistico de computaciéon

WHONET 54

Procedimiento

1. Los aislamientos del banco de cepas del Laboratorio Nacional de Salud
que se encuentran congelados a -70°C, fueron resembrados en agar
sangre de carnero y agar MK, para su recuperacion y confirmacién por

medio de difusién en disco.

2. Se incubd 24 horas a 37°C.

3. Se realiz6 una suspension de bacterias hasta alcanzar una turbidez

equivalente al 0.5 del estdndar de MacFarland.

4. Se inocul6 2 cajas de agar Miieller-Hinton por cepa con la suspension de
bacterias utilizando un hisopo estéril al cual previamente se le eliminé el
exceso de muestra contra las paredes del tubo donde se encontraba la
suspension y se hizo el indculo en 3 direcciones. Este paso se debe lleva
a cabo antes de que se cumplan 15 minutos de haber ajustado la turbidez
de la suspensién, con el fin de mantener la concentraciéon previamente

alcanzada de bacterias.

5. Los discos con antibidtico de Imipenem, Meropenem, Amikacina,
Ciprofloxacina, Ceftazidima, Cefepime, Gentamicina,
Piperacilina/ Tazobactam, Piperacilina, se colocé con una pinza estéril
distribuidos de forma homogénea a 2 cm como minimo de distancia
entre cada disco, en 2 de las cajas de agar Miieller-Hinton inocul6 con las

cepas.

6. Se incub6 por 24 horas a 37°C.
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7.

10.

11.

12.

Se realiz6 la lectura de los halos de inhibicién a los discos de Imipenem,
Meropenem, Amikacina, Ciprofloxazina, Ceftazidima, Cefepime,
Gentamicina, Piperacilina/Tazobactam, Piperacilina, determinando su

sensibilidad o resistencia.

Las cepas que resultaron resistentes a uno o ambos carbapenemes, se
les realiz6 nuevamente una suspensiéon hasta alcanzar una turbidez
equivalente al 0.5 del estdndar de MacFarland y se inocul6 de la misma
manera pero en esta ocasion se colocaron los discos de Imipenem y
Meropenem vy entre ellos un disco impregnado con EDTA al 0.5M, a

una distancia no mayor a 2cm entre cada carbapenem.

Se incub¢ por 24 horas a 37°C.

Se observo la presencia de Metaloenzima donde el disco de EDTA0.5M
estuvo actuando como compuesto quelante causando la inhibicién de
esta enzima en caso de estar presente, observdndose asi alguna
deformacién o bien un aumento del halo de inhibicién en las zonas
donde el EDTA entr6 en contacto con la accion de uno o ambos

carbapenemes; lo que es sugerente de la presencia de Metaloenzima.

Se revisaron las fichas epidemiolégicas de los pacientes identificando el

tipo de muestra y los servicios de donde provenian los 95 aislamientos.

Se relacionaron la presencia de metaloenzimas con la resistencia a otras
familias de antibidticos de forma descriptiva basandose el los resultados
que se obtuvieron de los de los andlisis CIM, de todas las cepas del

estudio.
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G. Diseno de la investigaciéon

a. Variables de interés

Mecanismo de resistencia, halos de inhibicién o deformacién.

b. Analisis de los resultados
Para el analisis de resultados se utiliz6 el programa de computacion
WHONET que permite calcular pardmetros estadisticos como las que se utilizé

para la variable de las metaloenzimas como mecanismo de resistencia.

La relacion de la presencia de metaloenzimas con la resistencia a otras
familias de antibidticos se determin6é de forma descriptiva basado en los

parametros de la CLSI 2007.

VIII. RESULTADOS

La presencia de metaloenzima como mecanismo de resistencia en
aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. multirresistentes que fueron
referidas al Laboratorio Nacional de Salud mostré ser mayor en las cepas de

Pseudomonas sp. ya que el 66 % (19 de 29) de éstas present6é dicho mecanismo,
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mientras que en las cepas de Acinetobacter sp, tnicamente el 33% (22 de 66) lo

present6 en este estudio (Grafica 1).

Grafica 1. Distribucion de los aislamientos de Pseudomonas sp y Acinetobacter

sp, multirresistentes N=95 y la presencia de metaloenzima N=41.

Microorganismos Total de Aislamientos Aislamientos Analizados con
Analizados Analizados N=95 Metaloenzima N=41
Pseudomonas sp. 29 (31%) 19 (66 %)
Acinetobacter sp. 66 (69%) 22 (33%)

Fuente datos experimentales

El principal tipo de muestra donde fueron aisladas las cepas de Pseudomonas
sp. y Acinetobacter sp. con presencia de metaloenzima (N=41) fue en muestras de
aspirado traqueal para ambas bacterias. En dichas muestras fueron aisladas 11
(58%) de Pseudomonas sp. y 6 (27%) cepas de Acinetobacter sp. mientras que en
muestras de secreciones varias en Pseudomonas sp. se aislé en 4 (21%), y

Acinetobacter sp. en 5 (23%).
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Tabla 1. Tipos de muestra donde fueron aisladas las cepas de Pseudomonas
sp. y Acinetobacter sp. con presencia de metaloenzima N=41

Tipo de Muestra Acinetobacter sp. Pseudomona sp.
N=22 (54%) N=19 (46%)
Sangre 4 (18%) 1 (5%)
Absceso 1 (5%) 0
Catéter 6 (27%) 3 (16%)
Secreciones varias 5 (23%) 4 (21%)
Aspirado traqueal 6 (27%) 11 (58%)

Fuente datos experimentales

El servicio de unidad de cuidados intensivos pediatricos (UCIP), fue el servicio
que envié el mayor numero de muestras en donde se aislaron cepas con
presencia del mecanismo de resistencia metaloenzima, presentando
Pseudomonas sp., en 8 (42%) y de las cepas de Acinetobacter sp, en 7 que hace un

32%, seguido en frecuencia muy de cerca inicamente por la unidad de cuidados
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intensivos adulto con 5 (26%) para Pseudomonas sp. y con 5 (23%) en

Acinetobacter sp.

Tabla 2. Tipo de servicio donde provenian aislamientos de Pseudomonas sp.
y Acinetobacter sp. con metaloenzima (N=41)

Tipo de Servicio Acinetobacter sp. Pseudomona sp.
N=22 (54%) N=19 (46%)
Emergencia 1 (4%) 0

*UCI 5 (23%) 5 (26%)
Medicina 4 (18%) 2 (11%)
Pediatria 2 (9%) 3 (16%)
Cirugia 3 (14%) 1(5%)
*UCIP 7 (32%) 8 (42%)

Fuente datos experimentales

*UCI=unidad de cuidados intensivos adulto, UCIP=unidad de cuidados
intensivos pediatricos

Para las cepas de Acinetobacter sp. y Pseudomonas sp. (N=41) que presentaron
metaloenzima y su relacién con la resistencia de otras familias de antibioticos,
se observo en Acinetobacter sp. (N=22) una resistencia inusual a -lactamicos
como cefepime con 57.9% mayor que en ceftazidima 52.6%. De igual manera
Acinetobacter sp. (N=22) present6 resistencia no usual a en los aminoglucésidos,

presentando amikacina mayor resistencia (73.7%) que gentamicina con
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(57.9%). En ambos casos los antibiéticos de mayor espectro (cefepime y
amikacina) con mayor resistencia que los de menor espectro (ceftazidima y
gentamicina). No asi en las cepas de Pseudomonas sp. con metaloenzima (N=19),
al presentar los de mayor espectro menor resistencia que los de maés bajo
espectro tanto en B-lactdmicos y aminoglucécidos.

Tabla 3. Aislamientos de Acinetobacter sp y Pseudomonas sp. con

metaloenzimas (N=41) y su relaciéon de resistencia con otras familias de
antibiéticos.

Antibiético Resistencia Acinetobacter sp. Resistencia Pseudomona sp.
con metaloenzima n=22 con Metaloenzima n=19
Betalactamicos
Piperacilina 94.7% 68.8%
Piperacilina/ Tazobactam 73.7% 50%
Ceftazidima 52.6% 56.2%
Cefepima 57.9% 31.2%
Aminoglucosidos
Amikacina 73.7% 50%
Gentamicina 57.9% 68.8%
Fluoroquinolona
Ciprofloxacina 57.9% 43.8%

Fuente datos experimentales
Los 19 aislamientos de Pseudomonas sp. y los 22 aislamientos de Acinetobacter

sp que presentaron metaloenzima como mecanismo de resistencia en su
mayoria fueron resistentes a ambos carbapenemes (imipenem y meropenem)
con un 84% (N=16) para Pseudomonas sp. y con un 63.6% (N=14) para
Acinetobacter sp. Se observo que para presentar metaloenzima fue mas frecuente

que presenten resistencia a ambos carbapenemes.
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Tabla 4. Descripcion de Resistencia/Susceptibilidad de las cepas de

Pseudomonas sp.y Acinetobacter sp. con Metaloenzima (N=41)

Actividad a

Carbapenemes

Acinetobacter sp. Con

Metaloenzima N=22 (54%)

Pseudomonas sp. Con

Metaloenzima N=19 (46%)

Resistente a ambos

carbapenemes

Resistente a Meropenem y

sensible a Imipenem

Resistente a Meropenem

e intermedio a Imipenem

Intermedio a Meropenem

y sensible a Imipenem

Sensible a Meropenem y

Resistente a Imipenem

14 (63.3%)

0%

0%

3 (13.6%)

5 (22.7%)

16 (84%)

1(5.26%)

1(5.26%)

0%

1(5.26%)

Fuente datos experimentales

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La emergencia y diseminacién de la resistencia bacteriana se considera un

fenémeno creciente alrededor del mundo y se ha convertido en un problema de

salud publica. A la fecha se han reconocido diversas especies bacterianas con

multirresistencia adquirida a los antibiéticos, tal es el caso de los géneros de
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Pseudomonas sp y Acinetobacter sp, que causan infecciones principalmente

intrahospitalarias (9,11,15).

En este estudio se determindé la presencia de metaloenzima como
mecanismo de resistencia en 95 aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter
sp. multirresistentes provenientes de diferentes servicios y tipos de muestra. Se
estableci6 la existencia de metaloenzima, por la resistencia a uno o a ambos
carbapenemes (Imipenem, Meropenem) y el sinergismo mostrado por el EDTA
con estos antibioticos. La resistencia a carbapenemes producida por
carbapenemasas tipo metaloenzimas se debe tomar en consideracién en todos
los aislamientos hospitalarios de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. aunque
llegardn a presentar aparente suceptibilidad a alguno de estos antibidticos in

vitro, lo que hace importante su busqueda rutinaria (1,2,4,9,15,20).

En éste estudio la resistencia por metaloenzima mostré que ambas bacterias
la presentan, Pseudomonas sp en 65.5% y Acinetobacter sp. con un 33.3%,
concordando con lo que se reporta en la literatura, que indica en hospitales
europeos una frecuencia hasta del 70% entre las Pseudomonas sp. y Acinetobacter

sp. resistentes a los carbapenemes (1,2).

La presencia de metaloenzima como mecanismo de resistencia en las cepas
de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. estudiadas puede deberse a la facilidad
que tienen estos tipos de bacterias para desarrollar y adquirir nuevos
mecanismos de resistencia como los plasmidos autotransferibles, que estarian
albergando la inserciéon de integrones responsables de la codificaciéon de
resistencia a carbapenemes por metaloenzimas. Esto sugiere que es necesaria

incrementar medidas de control de resistencia (Grafica 1) (1,4,6).

En el estudio se observo que el aspirado traqueal fue el principal tipo de
muestra donde se aislaron las cepas que presentaron el mecanismo de
resistencia de metaloenzimas. Lo anterior puede asociarse a que las bacterias

encuentran en los tejidos de donde proviene aspirado traqueal los
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requerimientos de humedad necesarios, siendo un factor critico en los
hospitales por la alta variedad de sitios donde estas bacterias pueden
mantenerse y transferirse a pacientes, como lo son los equipos de ventilacion
mecanica, soluciones de limpieza, medicamentos, entre otros. Esto indica la
importancia de sistemas de vigilancia en infecciones intrahospitalarias (Tabla 1)

(14,15).

El aumento en la frecuencia de aislamientos con presencia del mecanismo de
resistencia metaloenzima en UCIP (unidad de cuidados intensivos pediatricos)
y UCI (unidad de cuidados intensivos adultos) en Pseudomonas sp. y
Acinetobacter sp. sugiere que en este tipo de servicios los pacientes se encuentran
expuestos prolongados tratamiento con antibiéticos que pueden alterar la
microbiota normal y afectar la capacidad protectiva de la misma provocando la
seleccion de cepas multiresistentes. Ademdas que los pacientes en contacto
frecuente con trabajadores de la salud corren mayor riesgo de infecciones
cruzadas, principalmente por las malas practicas higiénicas como pueden ser el
inadecuado lavado de manos o la falta de este o bien la mala limpieza o
desinfeccién de equipos. El que las cepas de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp
productoras de metaloenzimas provengan principalmente de estos servicios
debe tomarse como alerta, ya que podrian difundirse a través del personal de

salud y los equipos médicos a otros servicios (Tabla 2) (8,9).

El estudio mostré un perfil de resistencia similar entre los aislamientos de
Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. que presentaron metaloenzimas como
mecanismo de resistencia, observandose variantes importantes en las cepas de
Acinetobacter sp. con presencia de metaloenzimas, como lo fueron, el presentar
mayor resistencia cefepime (57.9%) que ceftazidima (52.6%), al ser cefepime una
cefalosporina de cuarta generacion y ceftazidima de tercera generacion no es lo
esperado. Esta resistencia presentada en las cefalosporinas de los aislamientos

de Acinetobacter sp. no concuerda con lo reportado en la literatura la cual indica
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las ventajas de una cefalosporina de cuarta generacién con mayor capacidad de
penetracion a la membrana celular, rapido acceso al espacio peripldsmico y
mayor estabilidad a la hidrdlisis por -lactamasas, esperando por esto que su
resistencia en el estudio hubiera sido menor en cefepime que ceftazidima. Las
ventajas mencionadas anteriormente en las cefalosporinas de cuarta generacion,
puede hacer que cefepime tienda a usarse mas veces en monoterapia, evitando
la toxicidad de los aminoglucésidos, ademas los andlisis farmaco-econémicos
sugieren que puede ser més eficaz que otras cefalosporinas, lo anterior lleva a la
conclusion que el mayor uso de este antibidtico en infecciones pudo haber

causado la elevacion en la resistencia de las mismas. (Gréfica 5) (22,24,29,30).

No asi en las cepas de Pseudomonas sp., con presencia de metaloenzima
donde si fue menor la resistencia en cefepime con un 31.2% contra un 56.2% en
las ceftazidima. El que Pseudomonas sp. no presentara mayor resistencia a
cefepime en comparaciéon a ceftazidima, podria ser la evidencia de que ésta
bacteria ha sido sometida a antibiéticos de amplio espectro como los
carbapenemes, provocando la selecciéon de este mecanismo de resistencia y
evitando elevados porcentajes de resistencia con respecto a cefepime. Puede ser
esta una razén del porqué fue mayor la frecuencia de metaloenzimas en

aislamientos de Pseudomonas sp. que en Acinetobacter (Gréficas 1 y Tabla 3) (24).

Otro comportamiento inusual encontrado en el mismo grupo de
aislamientos de Acinetobacter sp. con metaloenzimas fue que en el grupo de
antibiéticos aminoglucésidos, donde amikacina presenté6 mayor resistencia con
un 73.7% que gentamicina con un 57.9%, lo cual no concuerda con la literatura
debido a que amikacina es de mayor espectro que gentamicina. Esta resistencia
observada en los aminoglucésidos puede deberse a un abuso en el uso de
antibidticos de amplio espectro, pudiendo causar con esto una elevacién en la
resistencia, mayor a la de los antibi6ticos de mas bajo espectro (Tabla 4)

(1,4,7,24).
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En este estudio se observé que la presencia de metaloenzima es mas
frecuente encontrarla en microorganismos que presenten resistencia a ambos
carbapenemes (imipenem y meropenem), pero a la vez demuestra que no es la
Unica forma en que un microorganismo pueda presentar metaloenzima, que
con menor frecuencia la podria presentar teniendo resistencia ttnicamente a uno
de los carbapenemes. Lo anterior sugiere que la evaluacion de las
metaloenzimas debe de realizarse en todas las cepas mutirresistentes y evaluar
la sensibilidad de ambos carbapenemes. La vigilancia de la resistencia es
esencial para proveer informacion sobre la magnitud y las tendencias de la
resistencia, las medidas que se tomen y las acciones que se sigan dependeran

del nivel en el que se genere, colecte y analice dicha informacién (Tabla 5)

(1,2/4,7).

La descripcion de nuevas carbapenemasas es cada dia mas frecuente y al ser
la metaloenzima uno de los mecanismos emergentes considerado responsable
del aumento de la resistencia a imipenem y a meropenem hace necesario la
implementaciéon rutinaria de técnicas rapidas y especificas para lograr la

identificacion de estas enzimas (1,2,4,7).

X CONCLUSIONES

1. Los aislamientos de Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. multirresistentes del
Hospital Roosevelt de Guatemala presentan metaloenzima como
mecanismo de resistencia en un 43%, concordado con lo reportado en la

literatura internacional.

2. Se determiné que las cepas de Pseudomonas sp, y Acinetobacter sp. con

presencia de metaloenzima fue mayor en las muestras que provenian de
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1.

aspirado traqueal que en las de secreciones varias, catéter, absceso y

sangre.

En los servicios de cuidados intensivos pediétricos y de adultos fue donde
se aislaron con mayor frecuencia las cepas de Pseudomonas sp, y

Acinetobacter sp. con metaloenzima como mecanismo de resistencia.

De los aislamientos de Acinetobacter sp. que presentaron metaloenzima
como mecanismo de resistencia en este estudio, inicamente amikacina y

cefepime fueron los antibiéticos con resistencia inusual.

En esta muestra de cepas de Pseudomonas sp, y Acinetobacter sp. la presencia
de metaloenzimas fue mas frecuente al presentar resistencia a ambos

carbapenemes.

XI. RECOMENDACIONES

Implementar la determinacién de metaloenzima como mecanismo de
resistencia en Pseudomonas sp, y Acinetobacter sp. en los laboratorios
hospitalarios del pais, que ayuden a mejorar un tratamiento terapéutico

adecuado.
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2. Realizar un estudio posterior que se enfoque en evaluar nuevas
alternativas terapéuticas en pacientes que presenten aislamientos de

Pseudomonas sp, y Acinetobacter sp. con presencia de metaloenzima.
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XIII. ANEXO

Bacilos cortos o son alargados.

Estructura de la pared tipica de bacterias
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GENERALIDADES DE LOS
BACILOS GRAM
NEGATIVO NO
FERMENTADORES

Gram negativo

naturaleza.

Son muy numerosos y muy extendidos en la

son patogenas

La mayoria son saprofiticas, pero algunas

e incluso causantes de

enfermedades de primera magnitud en

humanos y animales.

BACILOS GRAM NEGATIVO NO FERMENTADORES

ANTIBIOTICOS
GRUPO DE SUBGRUPO DE ANTIBIOTICO
ANTIBIOTICOS ANTIBIOTICOS
Penicilinas Penicilinas de Dbajo o benzathina

espectro e benzylpenicilina (penicilina
G)
e phenoxymethylpenicilina
(penicilina V)
e penicilina procaina
Efectivas frente a Gram positivo y
Neisseria.
e Meticilina
Penicilinas
o Dicloxacilina
penicilinasa-resistentes
o Flucloxacilina
de bajo espectro
Penicilinas de e Amoxicilina
moderado espectro e Ampicilina

Efectivas frente a Gram
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positivo y Gram negativo.

Penicilinas de amplio

espectro

e co-amoxiclav
(amoxicilina+éacido
clavulanico)

o ampicilina-sulbactam

Penicilinas de expectro

» Piperacilina

extendido o Ticarcilina
e Azlocilina
o Carbenicilina
o Efetivas principalmente
frente a Gram positiva.
También bacteroides,
Serratias y Klebsiella.
Cefalosporinas Espectro moderado Gram positivas
Cefalosporinas de

primera generacion

y menor Gram negativa.

o cefalexina
e cefalotina

e cefazolina

Cefalosporinas de 1la

segunda generacion

Espectro moderado a Gram
negativa (Haemophilus). De acciéon

bactericida.

e cefaclor
e cefuroxima

¢ cefamandol

Cefalosporinas de

Espectro moderado contra Gram
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segunda generacion

negativo.

o cefotetan

e cefoxitina

Amplio espectro.

Cefalosporinas de
tercera generacion e ceftriaxona
o cefotaxime
Amplio espectro con actividad anti-
Pseudomonas
o ceftazidime
Amplio espectro con actividad
Cefalosporinas de

cuarta generacion

realzada contra bacterias Gram
positiva y estabilidad ante beta-

lactamasasa.

o cefepime

e cefpirome
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Espectro mas amplio de los

Carbapenems o .
antibioticos beta-lactamicos.
e imipenem con cilastatin
e meropenem
e crtapenem
A diferencia de otros beta-lactamicos,
Monobactams

no hay anillo fundido unido al nucleo
del beta-lactamo. Asi, hay menos
probabilidad de  reacciones de

susceptibilidad cruzada.

Aztreonam
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