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I. AMBITO DE LA INVESTIGACION

En los dltimos afios se ha presentado un incremento de las infecciones nosocomiales
ocasionadas por bacilos gramnegativo no fermentadores, debido a su ubicuidad y a la facilidad
que presentan para desarrollar resistencia a diversos antimicrobianos, lo cual aumenta la
mortalidad debido a que no es posible establecer una terapia antimicrobiana adecuada. Por lo
tanto, se realiz6 un estudio acerca de mecanismos de resistencia como la produccion de
B-lactamasas, AmpC, carbapenemasas y oxacilinasas desarrollados por cepas aisladas en
pacientes internos, de consulta externa y emergencia, con el fin de detectar el porcentaje
aproximado de la presencia de estas multirresistencias. Dicho estudio forma parte del proyecto
macro a cargo del departamento de Microbiologia en la Escuela de Quimica Bioldgica que se
gjecuta en laboratorios del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social de Accidentes vy

Enfermedades.

Se realizé el método de difusion en agar utilizando discos con antibidticos. Los datos
fueron analizados a fin de determinar a cuales antibidticos han desarrollado resistencia y los
mecanismos de resistencia que se presentan con mayor frecuencia, analizando caracteristicas en

comun de los pacientes.



Il. RESUMEN

Las infecciones nosocomiales producidas por bacilos gramnegativo no fermentadores, el
aumento de multirresistencias y el desarrollo de mecanismos de resistencia han tomado
importancia en los Hospitales, por tal razon, se realizo un estudio descriptivo transversal donde
se evalud la presencia de los mecanismos de resistencia KPC, MBL y BLEE para Pseudomonas
aeruginosa y ademas, también se evalu6 el mecanismo AmpC para Acinetobacter baumannii. Se
analizaron 57 muestras positivas en el Hospital General de Accidentes y 90 en el Hospital
General de Enfermedades, en pacientes que se encontraban internos, algunos que llegaron por
emergencia y también en consulta externa de ambos, durante el periodo de octubre a noviembre
de 2013.

Las salas que estuvieron involucradas con mayor frecuencia fueron Encamamiento e
Intensivo en el Hospital General de Accidentes y, Emergencia e Infectologia en el Hospital
General de Enfermedades. Los tipos de muestra méas frecuentes fueron aspirado traqueal y

secrecion en ambos hospitales para ambos microorganismos.

P. aeruginosa se presentd en un 58% de las muestras en el Hospital General de
Accidentes y en un 61% en el Hospital General de Enfermedades. Las cepas de P. aeruginosa
presentaron algin tipo de mecanismo de resistencia en un 70% y 78% en cada hospital
respectivamente. Solamente el 4% de los A. baumannii analizados present6 algin mecanismo de
resistencia en el Hospital General de Accidentes y el 3% en el Hospital General de
Enfermedades.

Con este estudio se concluyé que la frecuencia de bacilos gramnegativo no
fermentadores, como P. aeruginosa y A. baumannii, es alta por su ubicuidad y capacidad de
sobrevivir en presencia de antisépticos débiles. Estas bacterias han tomado importancia debido al
desarrollo de mecanismos de resistencias como se observé en P. aeruginosa y multirresistencias
en A. baumannii, y, que a pesar de haberse evaluado en dos hospitales diferentes (uno dedicado
a accidentes y el otro a enfermedades comunes) presentan un patron similar, difiriendo en muy

[pocos casos.



I1I.ANTECEDENTES

A. Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales se refieren a las infecciones adquiridas como consecuencia
de la estadia en un hospital y que no se encuentran presentes en el paciente al momento de su
ingreso. Estas constituyen un problema de salud de extraordinaria importancia en el mundo, que
afecta la calidad y la eficiencia de los servicios médicos. A pesar de los esfuerzos globales
realizados para erradicar este tipo de enfermedades infecciosas, contintan siendo una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad (Lebeque, Morris y Calas, 2006). Las infecciones
nosocomiales méas frecuentes son las de heridas quirdrgicas, las de vias urinarias y las de vias
respiratorias inferiores. Estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y otros
publicados en revistas médicas de diferentes paises han demostrado también que la maxima
prevalencia de infecciones nosocomiales ocurre en unidades de cuidados intensivos y en
pabellones quirtrgicos y ortopédicos de atencion de enfermedades agudas. Las tasas de
prevalencia de infeccion son mayores en pacientes con mayor vulnerabilidad por causa de edad

avanzada, enfermedad subyacente o quimioterapia (Girard, et al., 2002).

En el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, se
estima que el 5-15% de todos los pacientes hospitalizados adquieren algln tipo de infeccidn
nosocomial. A pesar de los avances modernos en las técnicas de esterilizacion y los materiales
descartables, la tasa de infecciones nosocomiales aumento el 36% en los ultimos 20 afios. Las
infecciones nosocomiales son resultado de la interaccion entre varios factores: (1) los
microorganismos presentes en el ambiente hospitalario (2) el estado comprometido (o debilitado)
del huésped y (3) la cadena de transmision en el hospital. Generalmente la presencia de uno de
estos factores no es suficiente para causar la infeccion, sino que es la interaccion de los tres
factores lo que plantea un riesgo significativo de infeccion nosocomial (Tortora, Funke y Case,
2007).



La edad avanzada de los pacientes internados en establecimientos de atencion de salud, la
mayor prevalencia de enfermedades cronicas en pacientes internados, el mayor uso de
procedimientos terapéuticos y de diagndstico que afectan las defensas del huésped constituiran
una presion constante en las infecciones nosocomiales en el futuro. Los microorganismos
causantes de infecciones nosocomiales pueden ser transmitidos a la comunidad por los pacientes
después del alta hospitalaria, el personal de atencion de salud y los visitantes. Si dichos
microorganismos son multirresistentes, pueden causar enfermedad grave en la comunidad
(Girard, et al., 2002).

Un paciente puede adquirir una infeccién nosocomial en practicamente todas las partes de
su cuerpo, pero algunas enfermedades nosocomiales son mas comunes. Las infecciones mas
comunes son las infecciones urinarias (33%), seguidas por la neumonia (15%), las infecciones de

herida quirargica (15%) y las infecciones del torrente sanguineo (13%) (Forbes, 2009).

Los microorganismos que se presentan con mayor frecuencia en las infecciones
nosocomiales, son los bacilos gramnegativo facultativos o aerobios, entre ellos se menciona a las
enterobacterias Pseudomonas y Acinetobacter que han aumentado la tasa de prevalencia en los

ultimos afios (Gonzalo, 2007).

B. Pseudomonas aeruginosa

1. Generalidades

Pseudomonas es un género cuya morfologia consiste en bacilos rectos o ligeramente
curvados, moviles (debido a los flagelos polares que poseen), oxidasa positivo y aerobios
estrictos. P. aeruginosa es la especie con mayor importancia, ya que es la que con mayor
frecuencia ocasiona infecciones en el hombre. Muestra una especial predileccion por los
ambientes humedos (equipos respiratorios, desinfectantes, las piscinas de fisioterapia)
(Felipe, 2010). La mayoria de las infecciones que produce son hospitalarias y en pacientes

inmunodeprimidos o con alteraciones de las barreras normales -piel y mucosas- (a causa de



quemaduras, cirugia, cateterismo o intubacion). Ademas de la resistencia a los antimicrobianos,

también son muy resistentes a los desinfectantes (Ruiz, 2007).

2.  Fisiologia

Algunas especies sintetizan una capa polisacarida que facilita la adhesion celular y la
formacion de biopeliculas, lo que aumenta su patogenicidad. No forman esporas y mas de la
mitad de los aislamientos clinicos producen piocianina, un pigmento que confiere un color azul-
verdoso al medio de cultivo. Tienen un olor dulzéon debido a la produccion de 2-

aminocetofenona y en ocasiones las colonias presentan un brillo metalico (Ruiz, 2007).

3. Determinantes de patogenicidad

P. aeruginosa tiene un flagelo Unico que permite su motilidad y puede mediar las
interacciones iniciales de superficie. También posee adhesinas en la superficie celular, las que
son responsables de la adherencia a las membranas celulares y otras superficies. Poseen distintas
toxinas, entre las cuales se pueden mencionar las endotoxinas que se liberan con la lisis de la
bacteria y afectan al hospedero al provocar una reaccion pirdgena, ademas de hipotension,
coagulacién intravascular diseminada y distress respiratorio. La citotoxina que posee un efecto
letal sobre los leucocitos polimorfonucleares y por ultimo, la exotoxina A que inhibe la sintesis
protéica. Ademéas cuentan con otros factores como las hemolisinas que degradan lipidos,
lecitinas que induce la aglutinacion de células rojas y la elastasa que destruye las redes de fibrina
(Driscoll, Brody & Kollef, 2007).

4.  Patogenia

P. aeruginosa produce una gran variedad de infecciones. Entre ellas, se pueden
mencionar infecciones respiratorias en pacientes hospitalizados politraumatizados, con procesos
cronicos como fibrosis quistica, infecciones urinarias oportunistas en pacientes portadores de
catéteres o causadas por exploraciones de las vias urinarias; también en infecciones

osteoarticulares en traumatismos penetrantes o por procedimientos quirdrgicos, infecciones
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oculares y 6ticas como queratitis bacteriana y otitis externa crénicas, infecciones de la piel como
exantema vesiculo-papuloso o infecciones por quemaduras. La meningitis se produce en menor
frecuencia en intervenciones de neurocirugia. Por ualtimo, la endocarditis es la causa mas
frecuente en los adictos a drogas via parenteral y se localiza principalmente en la valvula

tricuspide (Pardo, Tirado, Garcia, Granados, Campos y Moreno, 2010).

5.  Diagnostico Microbioldgico

Estas bacterias crecen adecuadamente en medios de cultivo utilizados rutinariamente,
tales como en agar Sangre y agar MacConkey. Con frecuencia las colonias ofrecen
caracteristicas muy tipicas (olor dulzén y color verdoso). La identificacion se realiza al observar
la no fermentacion de carbohidratos y la reaccién del citrato positivo, asi como la prueba de
oxidasa positiva (Anexo 1) (Pardo, et al., 2010).

6. Tratamiento

Se debe realizar un antibiograma ya que con facilidad aparece resistencia a varios
antibidticos. Los antimicrobianos que pueden ser utiles son: penicilinas antipseudomonas
(ticarcilina y piperacilina tazobactam), aminoglucdsidos, carbapenemes, monobactamicos,

quinolonas y algunas cefalosporinas como ceftazidima y cefepime (Pardo, et al., 2010).

7.  Epidemiologia

P. aeruginosa es una bacteria ubicua, ampliamente distribuida en suelo, agua, plantas y
animales. La colonizacién en el hombre es poco frecuente aunque puede aumentar en pacientes
hospitalizados. Afecta principalmente zonas humedas como axila y oido. Tanto las cepas
ambientales como las que se encuentran en la microbiota normal pueden ser patogenas para el
hombre. Debido a esto, se encuentra entre las bacterias que con mayor frecuencia ocasionan

infecciones hospitalarias (Ferrero, Gémez y Reparaz, 2009).



Una de las especies que mas se ha aislado de infecciones nosocomiales es P. aeruginosa,
la cual se ha asociado con la contaminacion de fuentes comunes de agua, antisepticos y equipos
médicos. La alta prevalencia se debe a la facilidad de adaptacion fisiologica y los elevados
niveles de resistencia que manifiesta frente a numerosos agentes antimicrobianos. Ademas, su
crecimiento se favorece por la alteracion de la microbiota. Las medidas terapéuticas, la
ventilacion mecénica, cirugias, drenajes, aplicacion de antibidticos y técnicas de diélisis, asi
como el uso de sondas vesicales y catéteres arteriales, son factores de riesgo en el origen de estas

infecciones (Lebeque, et al., 2006).

Generalmente se observa en pacientes con inmunidad deprimida, en los que sufren
quemaduras, en enfermos con alteraciones metabdlicas como la diabetes, en pacientes con
neoplasias malignas y en convalecientes que han sido sometidos a instrumentacion o cateterismo.
Con frecuencia se manifiestan infecciones urinarias en personas de edad avanzada y debe
cuidarse de las infecciones a los pacientes que se encuentran sometidos a drogas
inmunosupresoras. Puede infectar cualquier 6rgano o tejido (desde una simple herida o
guemadura), invadir el oido externo, asi como colonizar las vias urinarias, los pulmones, el
endocardio, la cornea y los huesos. De una infeccion localizada en alguno de esos tejidos, puede
diseminarse por el torrente circulatorio y producir septicemias de alta gravedad infectando otros
tejidos, dando lugar a procesos supurativos. Estas formas clinicas diseminadas generalmente son
de una alta tasa de mortalidad (Cabello, 2007).

Esta bacteria presenta resistencia natural a muchos de los antimicrobianos de uso clinico,
incluyendo la mayoria de las penicilinas, las cefalosporinas de primera, segunda y muchas de las
de tercera generacion, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol y rifampicina. Ademas, con gran
facilidad desarrolla mutaciones cromosomicas y adquiere material genético exdgeno responsable
de la resistencia a compuestos habitualmente activos. Esta resistencia depende de la baja
permeabilidad de la membrana externa y también de varios sistemas de expulsion activa. Es
posible que este segundo mecanismo sea incluso mas relevante que la baja permeabilidad de la
membrana externa, y, en todo caso, hay evidencias claras de que ambos mecanismos se

complementan. Casi la totalidad de los aislamientos clinicos de esta bacteria expresan la
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B-lactamasa AmpC, la que puede ser inducible o constitutiva y ésta ultima parcial o total
(Ferrero, et al., 2009).

La actividad de los antibioticos B-lactamicos en cepas productoras de p-lactamasas tipo
AmpC, depende de la capacidad que posea el antibi6tico para inducir estas enzimas y resistir a la
actividad hidrolitica de las mismas. Por ejemplo, la cefotaxima tiene baja capacidad inductora,
pero es sensible a la hidrdlisis, por lo tanto, es efectiva frente a las cepas con enzimas inducibles
ya que no activard su accion, pero no tendra actividad contra las cepas con expresion
derreprimida (no necesitan actividad inductora para la produccién de la enzima hidrolitica), lo
que ocasiona que solamente sean eliminadas las cepas con enzima inductora y por consiguiente
provoca un sobrecrecimiento de la poblacidn resistente (derreprimidos), los cuales reemplazaran
a la poblacion inicial y causaran un fracaso terapéutico. Por otro lado, el imipenem es un potente
inductor de la enzima, pero es muy estable a la hidrdlisis, por ello mantiene una buena actividad
incluso frente a cepas derreprimidas que carecen de otros mecanismos de resistencia. Otro tanto
sucede con el meropenem, que es aun mas estable a la hidrolisis por AmpC y posee menor

capacidad inductora que el imipenem (Ausina, 2006).

En varios estudios se ha demostrado que P. aeruginosa desarrolla una amplia resistencia
a varios antimicrobianos en pacientes que se encuentran hospitalizados. Por ejemplo, en un
estudio realizado entre los meses de enero y diciembre de 2003 en un hospital universitario en
Pert, por medio del método de difusion Kirby-Bauer se demostr6 una mayor resistencia por
parte de los siguientes antimicrobianos: ceftazidima (71%), aztreonam (62%), ciprofloxacina
(57%) y gentamicina (55%). El antibidtico que mostré6 mejor actividad fue meropenem (73% de
cepas sensibles) (Anexo 2) (Lujan, Ibarra y Mamani, 2008).

En otro estudio realizado en el Hospital de Castellon, Espafia, se observd en la resistencia
de P. aeruginosa un cambio en los patrones de susceptibilidad. En este estudio realizado entre
2004-2008, la resistencia global oscil6 desde el 2.07% para amikacina, al 15.89% para
ciprofloxacina con diferencias segin la procedencia del paciente, servicios y muestras. Los

aislamientos de pacientes ingresados fueron significativamente mas resistentes que los de los
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ambulatorios, (p<0.001: tobramicina, 13.74% vs 5.05%; gentamicina, 13.74% vs 8.26%;
ceftazidima, 12.67% vs 4.24%; cefepima, 11.48% vs 7.07%; meropenem, 8.57% vs 2.06%),
salvo para amikacina (1.98% vs 2.2%, p=0.74), piperacilina/tazobactam (6.07% vs 4.55%,
p=0.14) y ciprofloxacino (17.17% vs 13.97%, p=0.06). Los servicios de criticos y las muestras
respiratorias presentaron las tasas mas altas de resistencia mientras que los servicios quirdrgicos
y las muestras invasivas presentaron la mejor sensibilidad. Un 4.8% de los aislamientos fueron
multirresistentes. Al comparar el estudio anterior con otro realizado entre 1992 y 2003, se
observo un descenso significativo de resistencia a amikacina (7.74% vs 2.07%, p<0.001),
tobramicina (13.61% vs 10.26%, p<0.001), gentamicina (30.85% vs 14.73%, p<0.001)
ceftazidima (14.63% vs 9.28%, p<0.001), cefepima (12.31% vs 9.71%, p=0.005) y meropenem
(8.84% vs 5.96%, p=0,001) y se mantienen piperacilina/tazobactam (4.26% vs 5.46%, p=0.06) y
ciprofloxacina (16.02% vs 15.89%, p=0.89) (Pardo, et al., 2010).

En otro estudio se llevd a cabo la determinacion del perfil de resistencia con los
siguientes antibioticos aztreonam, colistin, cepefime, ceftazidima, piperacilina, imipenem,
meropenem, amikacina y ciprofloxacina en 86 cepas de P. aeruginosa intrahospitalarias aisladas
del Hospital Escuela "José de San Martin" de Corrientes durante el afio 2008. Las muestras de
donde se aislaron estos bacilos provenian de 24 de muestras respiratorias (42.8%), 20 de piel y
partes blandas (35.7%), 8 urocultivos (14.3%) y 4 hemocultivos (7.2%) (Forbes, 2009).

En el perfil de resistencia se encontrd para amikacina 92.8% y ciprofloxacina 94.6%. Los
mecanismos de resistencia implicados a antibidticos beta-lactamicos fueron: por MBLs, 15 casos
(26.8%); Eflujo + Impermeabilidad, 15 (26.8%); Eflujo, 12 (21.4%); BLEE, 5 (8.9%); AmpC
derreprimida, 3 (5.3%); Impermeabilidad, 3 (5.3%); Impermeabilidad + Eflujo + BLEE, 2
(3.6%) y AmpC derreprimida + Eflujo, 1 (1.6%). De éstas, 56 cepas tuvieron algun mecanismo
de resistencia a beta-lactamicos, 19 presentaron sensibilidad a imipenem (33.9%) y 9 a
meropenem (16.1%), coincidiendo con el mecanismo de resistencia por eflujo (Ferrero, et al.,
2009).



C. Acinetobacter spp.
1. Generalidades

Acinetobacter es un género cuya morfologia consiste en cocobacilos gramnegativo no
fermentadores, aerobios, inmoviles, oxidasa negativo, que sobreviven con gran facilidad en

superficies y colonizan con frecuencia la piel humana (Marcos, Vila 'y Jimenez, 1993).

El amplio espectro de las infecciones nosocomiales causadas por Acinetobacter spp.,
incluye bacteriemia, neumonia, meningitis, infeccion urinaria, infecciones relacionadas con
catéteres intravasculares, abscesos abdominales e infecciones de herida quirdrgica (Marcos, et
al., 1993).

2. Epidemiologia molecular y clinica

Diversos estudios epidemiolodgicos y clinicos sugieren que las cepas de A. baumannii
responsables de las infecciones nosocomiales derivan de las cepas ya existentes como microbiota
normal humana. Aunque no es un microorganismo entérico, se ha demostrado que el tracto

digestivo es el mayor reservorio en las epidemias (Leturia, Cobos, y Diaz, 1997).

Muchas de las cepas exhiben altas tasas de resistencia a multiples antibidticos, las cuales
parecen desarrollar tras ser expuestas en el hospital a diversos antimicrobianos. Ademas, se han
descrito brotes epidémicos relacionados con la contaminacién de equipo médico (respiradores,
guantes, bolsas de reanimacion, transductores de presion) y superficies diversas (colchones,
almohadas, lavabos, mesas). Estos reservorios han sido implicados en el mantenimiento de
brotes hospitalarios. Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que en la mayoria de las
epidemias ocasionadas por A. baumannii, son a causa de una Unica cepa o0 a lo sumo dos

(Martinez, Ruiz, Jaime, Simarro y Fernandez, 2002).

También se ha informado que cepas de Acinetobacter pueden sobrevivir en superficies
secas por un tiempo igual o mayor que el encontrado para S. aureus, pero significativamente

mayor que el tiempo de sobrevivencia de E. coli y Pseudomonas spp. Ademas, la sobrevivencia
10



de Acinetobacter quizas se deba a su capacidad de crecer en amplios rangos de temperaturas y
valores de pH diferentes (Marcos, et al., 1993). Por otro lado, las infecciones por Acinetobacter
tienen un marcado patrén estacional, con una tasa de infeccion al menos dos veces mayor al final
del verano respecto al invierno. Se cree que los cambios de temperatura y humedad ambientales
son las razones posibles de este hallazgo, ademas del hecho de que crecen mejor en el agua lo
que facilita su transmision. Acinetobacter tiene caracteristicas Unicas entre las bacterias
gramnegativo nosocomiales, entre ellas su capacidad de supervivencia y multirresistencia, que
favorecen su persistencia en el ambiente hospitalario. Este microorganismo se difunde facilmente
en el ambiente luego a pacientes infectando o colonizando y pueden persistir en ellos durante
muchos dias, es un factor que podria explicar su capacidad de causar brotes persistentes en el
tiempo y ser de dificil control (Salazar, 2005).

3. Patogenia

Tradicionalmente se ha considerado de baja virulencia, dado que es un microorganismo
habitual de la piel, lo que ha dado lugar a que muchos de los aislamientos en pacientes
hospitalizados se interpreten como simples colonizaciones. Sin embargo, estudios posteriores
sugerian que infecciones tales como las bacteriemias o las neumonias asociadas a ventilacion
mecanica causadas por A. baumannii tenian una mortalidad atribuible significativa y que
oscilaba entre el 20 y el 35%. Esta mayor mortalidad podia ser causada por la virulencia
intrinseca de esta bacteria o por su elevada resistencia a los antibiéticos. Sin embargo, estudios
mMAas recientes, tras un ajuste preciso de las variables de confusion, no han hallado una mortalidad
atribuible a bacteriemia 0 a neumonias asociadas a ventilacibn mecanica por este
microorganismo. No obstante, los episodios de neumonia asociados a ventilacion mecanica
causados por cepas resistentes a carbapenemes presentan una clara tendencia a mayor
mortalidad, quedando adun por definir si en pacientes criticos, estos casos tienen una mortalidad
atribuible (Leturia, et al., 1997).

11



4. Factores de riesgo

Las especies de Acinetobacter se consideran generalmente microorganismos de baja
virulencia, salvo en pacientes enfermos criticamente o inmunocomprometidos. Estos
microorganismos se asocian mas a menudo con infecciones nosocomiales que con comunitarias.
Los multiples factores identificados para la adquisicion de infecciones por
Acinetobacter incluyen enfermedad grave, infeccidbn o sepsis previa, ventilacibn mecanica
prolongada, antibioterapia previa, colonizacion previa por Acinetobacter y estadia prolongada en

unidad de cuidado intensivo (Diomedi, 2005).

A. baumannii es particularmente un patégeno humano oportunista que representa un
riesgo potencial de causar infecciones severas en pacientes inmunocomprometidos o que sufren
de infecciones polimicrobianas. La colonizacion o infeccion por este microorganismo va a
depender principalmente de los factores predisponentes inherentes al hospedero y de los factores

de virulencia de la bacteria (Leturia, et al., 1997).

Entre los factores que predisponen a infeccion por Acinetobacter spp se incluyen los
pacientes susceptibles, la edad, (de los cuales los bebés, nifios y ancianos son los méas vulnerables
a adquirir una infeccion), la presencia de equipos invasivos (tubo endotraqueal, sonda géastrica y
catéteres), largo tiempo de permanencia en el ambiente hospitalario, terapias prolongadas con
corticosteroides, ventilacion mecanica y terapia antimicrobiana; esta Gltima, probablemente
altera la microbiota habitual y trae como consecuencia la seleccion de microorganismos
resistentes como A. baumannii. Los dos Gltimos factores son los mas importantes, sin embargo,
el factor de riesgo individual mas significativo es la administracion previa de antimicrobianos, ya
que aproximadamente el 80% de los pacientes han recibido tratamiento previo al desarrollo de

infecciones graves por Acinetobacter (Salavert, 1999).

Lo anterior fue puesto de manifiesto en un estudio de cohorte realizado por Martinez y
otros investigadores en el afio 2002, en el que se analizaron factores de riesgo de bacteremia por
A. baumannii donde el indice de procedimientos invasivos (relacion entre el numero de
procedimientos invasivos divididos por el nimero de dias) fue un factor predisponente. Al

respecto, la exposicion previa a imipenem se ha considerado como factor de riesgo independiente
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para la colonizacion o infeccion por cepas de A. baumannii resistentes a dicho antibiotico
(Martinez, et al., 2002).

5. Resistencia antimicrobiana

A. baumannii es un microorganismo que se caracteriza por su capacidad para desarrollar
resistencias rapidamente. Esta caracteristica ha sido una de las causas de la elevada mortalidad
de la infeccion que provoca. Por otro lado, A. iwoffi es mas susceptible a los antibidticos
B-lactdmicos y A. haemolyticus es altamente resistente a los aminoglucésidos (Opazo, Mella,
Dominguez, Bello y Gonzalez, 2009).

Los patrones de sensibilidad pueden variar en funcién de factores ambientales, del tiempo
de evolucién de la endemia o epidemia y de las distintas politicas de uso de antimicrobianos en
los hospitales. Actualmente, en lugares endémicos, la mayoria de las cepas de A. baumannii son
resistentes a los aminoglucdsidos, ureidopenicilinas, cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y fluoroquinolonas. Estos antimicrobianos no tienen indicacién para utilizarse en el
tratamiento empirico de infecciones en las que se sospeche A. baumannii. El tratamiento
empirico de las infecciones por Acinetobacter spp son a veces un grave problema debido a la
frecuente y cambiante aparicion de resistencias, ademas de la gravedad clinica y el bajo indice de
sospecha de éstas (Martinez, et al., 2002).

Acinetobacter spp. es causa importante de morbilidad infecciosa y mortalidad, que afecta
mayormente a pacientes en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Martinez, et al., 2002). A.
baumannii la especie mas frecuentemente aislada y la de mayor importancia clinica, en los
altimos 20 afios se ha implicado en una variedad de infecciones, tales como bacteriemia,
infecciones del tracto urinario y meningitis secundaria a malformaciones congénitas o
infecciones previas por otros microorganismos. Sin embargo, su papel predominante es como
agente causal de neumonia, particularmente aquellas asociadas con ventilacion mecanica, las
cuales son de dificil tratamiento debido a la amplia resistencia de esta bacteria a la mayoria de
los antibidticos (Marcos, et al., 1993; Salazar, 2005). Las dificultades terapéuticas, en conjunto

con la gran capacidad que tiene Acinetobacter de sobrevivir por largo tiempo en el ambiente
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hospitalario, aumentan las oportunidades para que se transmita entre pacientes, ya sea por medio
del reservorio humano o por materiales inanimados contaminados (Marcos, et al., 1993; Salazar,
2005). En la actualidad, muchos clinicos aun desconocen la importancia de Acinetobacter
multirresistente en hospitales, en parte, por su ubicacion taxonémica confusa hasta afios recientes
(Leturia, et al., 1997).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos métodos de identificacion y tipificacion
molecular para los miembros de este género, lo que constituye una herramienta idénea para
estudios epidemioldgicos de cepas genéticamente relacionadas, involucradas en brotes de

infeccion hospitalaria (Salazar, 2005).

La literatura especializada en microbiologia, enfermedades infecciosas, epidemiologia y
control de la infeccion hospitalaria, ha tenido en los ultimos quince afios un crecimiento
exponencial y abrumador de los trabajos que abordan las distintas facetas de presentacion y

comportamiento del género Acinetobacter (Salazar, 2005).

Aunque Acinetobacter spp se considera como un patdgeno relativamente de bajo grado,
la patogenicidad no es aun clara, ya que ciertas caracteristicas pueden aumentar la virulencia de
cepas involucradas en infecciones (Salazar, 2005) y la resistencia a los agentes antimicrobianos,
ha observado un incremento progresivo durante los ultimos 20 afios. Las infecciones por
Acinetobacter se podian tratar con los antibidticos utilizados comdnmente, incluyendo
aminopenicilinas, ureidopenicilinas, cefalosporinas de espectro limitado (cefalotina), de amplio
espectro (cefamandol) y cefamicinas (cefoxitin); ademas, cloranfenicol y tetraciclina (Fernandez,
2000). Algunos antibiéticos de uso reciente, como las cefalosporinas de amplio espectro
(cefotaxima y ceftazidima), imipenem, tobramicina, amikacina y fluoroquinolonas, han
presentado susceptibilidad parcial, pero la concentracion inhibitoria minima de estos antibiéticos

se ha incrementado sustancialmente en la ultima década (Salavert, 1999).

Cada vez es mas frecuente encontrar resistencia combinada a todos los B-lactamicos,

aminoglucoésidos y quinolonas (Salazar, 2005). A pesar de que se ha descrito una creciente
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resistencia al imipenem, los carbapenemes han mantenido buena actividad in vitro y en algunos
estudios han resultado los Unicos agentes eficaces, ademas de polimixina y el sulbactam
(Fernandez, 2000). Recientemente se encontrd excelente actividad in vitro de la colistina,

especialmente combinada con rifampicina (Salavert, 1999).

Christensen y colaboradores (1990), demostraron la resistencia a la radiacion en
aislamientos de Acinetobacter, estos resultados indicaron que se debe tener especial atencién con
los aparatos médicos que normalmente son esterilizados por este método, particularmente los
empleados en UCI. Acinetobacter puede sobrevivir 60 minutos en los dedos y mas de dos
semanas sobre superficies de formica, mientras que otras bacterias solo sobreviven 3 dias. Sobre
los pafios de limpieza y los filtros de papel puede sobrevivir entre 6 y 7 dias, respectivamente, en

cristal mas de una semana y sobre algodon 25 dias 0 méas (Leturia, et al., 1997).

A. Mecanismos de resistencia

Muchos de los bacilos gramnegativo no fermentadores son resistentes, tanto de manera
natural como adquirida, a un gran ndmero de antibiéticos como cefalosporinas de primera y
segunda generacion, tetraciclinas, cloranfenicol y macrolidos. Esto se debe a las caracteristicas
de la membrana celular que tiene propiedades excepcionales y posee una baja permeabilidad a
ciertos antimicrobianos y, ademas, presenta bombas de expulsidén que se encuentran expresadas
de manera constitutiva, lo cual se traduce en una menor susceptibilidad a los antimicrobianos, lo
que sumado a otros mecanismos de resistencia, tales como la produccion de enzimas como

B-lactamasas, genera un fenotipo de multi-resistencia (Opazo, et al., 2009).

Otras sustancias como el zinc, componente de una clase de catéteres urinarios, también

inducen cambios moleculares que activan la resistencia a imipenem (Salazar, 2005).

Los principales mecanismos de resistencia comprende: presencia de [B-lactamasas y
alteraciones de la permeabilidad de membrana dada por la presencia de bombas de expulsion y

las mutaciones de las porinas transmembrana (Gémez, Leal, Pérez y Navarrete, 2005).

15



Los mecanismos de resistencia a antibioticos p-lactdmicos en especies de Acinetobacter,
incluye produccion de B-lactamasas, modificacion de la proteina de union a la penicilina, y
permeabilidad reducida de la membrana. La produccion de B-lactamasas, tanto plasmidicas como
cromosomicas es el mecanismo mas estudiado en este microorganismo, y posiblemente el de
mayor importancia (Salazar, 2005). El principal mecanismo de resistencia a los aminoglucésidos
es la produccion de enzimas inactivantes, de las que la aminoglucdcido-3’-fosfotransferasa VI,
que inactiva a la amikacina, es la mas frecuentemente encontrada (Leturia, et al., 1997).
Recientemente se ha comprobado que la resistencia a las quinolonas es debida a las mutaciones
en los genes gyrA 'y parC. Asimismo, se ha sugerido la implicacion de bombas de expulsion en el
desarrollo de resistencia frente a estos antimicrobianos (Fernandez, 2000).

1. pB-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo B-lactdmico de los antibioticos, de
manera que destruyen el sitio activo del antibidtico e impiden su actividad. Las B-lactamasas se
caracterizan por su capacidad de inhibir determinados subgrupos de B-lactamicos, es por esto que
algunas subclasificaciones las denominan penicilinasas, cefalosporinasas o carbapenemasas,
dependiendo de la familia de B-lactdmicos que tenga mayor susceptibilidad a ser atacadas por la
enzima. Asi mismo, estas enzimas son susceptibles de ser inhibidas por los inhibidores de -
lactamasas como el clavulanato, el sulbactam y el tazobactam, aunque no todas son suceptibles

ni responden de igual forma a esta inhibicion (Opazo, et al., 2009).

Existen dos clases de B-lactamasas: AmpC y las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE). AmpC, esta codificada en el cromosoma de la bacteria y tiene la capacidad de ser
inducida por los propios antibidticos B -lactdmicos, especialmente cefalotina y ampicilina. El
problema radica en que esta enzima, es inducida en cuestion de dias, por tanto, al inicio del
tratamiento, los P-lactamicos parecen servir, pero clinicamente el paciente no mejora y se

descubre posteriormente la induccion completa de la enzima (Marcos, et al., 1993).
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Las BLEE son codificadas por plasmidos y se adquieren mediante transporte de ADN
extracromosomal y se manifiestan también por resistencia a penicilinas y a cefalosporinas. En un
tipo de enzimas llamadas carbapenemasas se evidencia resistencia a carbapenémicos (Salazar,
2005).

2. Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion son complejos enzimaticos de membrana, que expulsan de la
célula, detergentes y sustancias anfipaticas que de otra manera destruirian la bacteria. Tiene la
capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y contra un gradiente de concentracion,
B-lactamicos, cloranfenicol, quinolonas, macrolidos, novobiocina, sulfonamidas, tetracilinas y
trimetoprim. Estos sistemas de expulsion son los responsables de la “impermeabilidad” a la
mayoria de los antibidticos. Las bombas de expulsion, tienen también la capacidad de ser
inducidas por antibioticos, especialmente ciprofloxacina. La sobreexpresion del gen MexAB-
OprM, compromete la accion de quinolonas, penicilinas, cefalosporinas e incluso meropenem,
pero no imipenem. La resistencia mediada por bombas de expulsion se sospecha por un
antibiograma que demuestra resistencia a las penicilinas y cefalosporinas antipseudomonas, que
también afecta la susceptibilidad a meropenem, imipenem o aminoglicosidos dependiendo de la
clase de bomba (Opazo, et al., 2009).

3. Porinas de membrana

Las porinas son proteinas transmembrana que se ubican en la membrana externa de las
bacterias y cumplen diversas funciones. Su papel primitivo es permitir la captacion pasiva de
aminodcidos bésicos a través de la membrana externa. Se sabe ademas, que es capaz de permitir

la entrada de carbapenemicos, aunque no de otros B-lactamicos (Salavert, 1999).

La afinidad y la capacidad de difusion de imipenem a través de esta porina son casi 70
veces mas alta que la de meropenem. EI imipenem tiene la capacidad de seleccionar durante el
tratamiento a cepas bacterianas que presentan mutaciones en la porina OprD, ésta demuestra

disminucion de la afinidad y transporte de este antibidtico a través de esta proteina. Estas cepas
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mutantes muestran un aumento de la concentracion inhibitoria minima (CIM) para imipenem, lo
que las hace francamente resistentes a este carbapenémico. Con respecto a meropenem, estas
cepas mutantes también han demostrado un aumento de la CIM a valores, que si bien no
demuestran resistencia, si revelan disminucion de la susceptibilidad. La resistencia franca a
meropenem exige dos mecanismos de resistencia: la mutacion del gen que codifica la porina
OprD vy la activacion de bombas de expulsion que toman a meropenem como sustrato. La
mutacion del gen OprD se sospecha ante una cepa francamente resistente a imipenem con
susceptibilidad reducida o preservada a meropenem y sin afectar a otros - lactdmicos, a menos

que estén presentes otros mecanismos de resistencia (Opazo, et al., 2009).
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IV.JUSTIFICACION

Las enfermedades infecciosas son de las principales causas de muerte en cualquier parte
del mundo. La baja disponibilidad de antibidticos de segunda linea en los paises en vias de
desarrollo y la emergencia de infecciones por bacterias multirresistentes en paises desarrollados,
adquiridas intrahospitalariamente como en la comunidad han sobrepasado a la aparicion de

nuevos antibioticos.

En las dltimas décadas, el uso indiscriminado de antimicrobianos junto a la
vulnerabilidad de los pacientes en centros hospitalarios ha permitido que P. aeruginosa y
especies de Acinetobacter emerjan entre los principales patdgenos oportunistas que ocasionan
infecciones adquiridas en el &mbito hospitalario.

La gran mayoria de los tratamientos antibioticos establecidos se realizan empiricamente,
es decir, sin contar con la informacion del agente etioldgico y su sensibilidad. En la actualidad, la
aparicion de multirresistencias en cepas bacterianas se debe principalmente al uso irracional de
los antibidticos. Por ello, es importante conocer el perfil de resistencia de cada microorganismo
patdgeno, asi como identificar la posible presencia de multirresistencias, lo cual permitira
establecer esquemas del tratamiento adecuado. De esta forma se disminuira la morbimortalidad
asociada a infecciones por estos microorganismos, el uso irracional de antibioticos, la aparicion

de cepas resistentes y la disminucion de dias de estancia hospitalaria.
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V. OBJETIVOS

Generales

Determinar el perfil de resistencia de antibioticos de P. aeruginosa y Acinetobacter spp.,
en el Hospital General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social
-1GSS- de la zona 9 y en el Hospital General de Accidentes Ceibal.

Determinar los mecanismos de resistencia de antibidticos de P. aeruginosa y
Acinetobacter spp., en el Hospital General de Enfermedades del Instituto Guatemalteco

de Seguridad Social -1GSS- de la zona 9 y en el Hospital General de Accidentes Ceibal.

Especificos

Identificar el perfil y los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa y

Acinetobacter spp., a través de medio de difusion Kirby-bauer.

Relacionar el tipo de muestra con el perfil y mecanismos de resistencia de P. aeruginosa

y Acinetobacter spp., en ambos hospitales por medio de frecuencias relativas y absolutas.

Establecer la sala hospitalaria que posee mayor frecuencia de perfil y mecanismos de
resistencia por P. aeruginosa y Acinetobacter spp., en ambos hospitales por medio de

frecuencias relativas y absolutas.
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VI. HIPOTESIS

Las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii causan infecciones en pacientes internos de
hospitales del Seguro Social de la capital de Guatemala, a través del desarrollo de mecanismos
de resistencia antimicrobiana, constituyendo elevados perfiles de resistencia.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
A. Tipo de estudio: Estudio descriptivo transversal.

B. Universo y muestra: Fueron tomados en cuenta los pacientes que presenten infeccion por
P. aeruginosa y A. baumannii en el Hospital General de Enfermedades y el Hospital General de
Accidentes Ceibal. El total de cepas aisladas fueron 90 y 57 respectivamente, elegido por

conveniencia debido a la disponibilidad de materiales.

C. Recursos
Humanos
e Asesor: Lic. Martin Gil
o Jefes de laboratorio clinico de ambos hospitales del Seguro Social
e Hospital General de Enfermedades, zona 9. Licda. Patricia de Arroyo

e Hospital General de Accidentes “Ceibal”. Licda. Marisol Orozco.

2. Institucionales
e Hospital General de Enfermedades.

e Hospital General de Accidentes Ceibal.

3. Fisicos
a. Equipo
e Autoclave

e Campana de Bioseguridad

e Incubadora

e Mecheros
e Estufa
e Balanza
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b. Materiales
e Agar en polvo
e Cajas de Petri
e Tubos con tapadera estériles
e Asas bacteriologicas

e Discos de antibidticos (imipenem, meropenem, ceftazidima con acido clavulanico,
cefepime, piperacilina, aztreonam, oxacilina).

e Discos de EDTA y acido borico.
e Hisopos estériles
e Pinzas

c. Reactivos

e  Solucion de cloruro de bario y &cido sulfarico al 1%.

D. Metodologia
1. Recoleccion de muestra

Se trabajo con cultivos de muestras de pacientes internos en los distintos servicios, en los
cuales se observd crecimiento y se identificaron colonias de P .aeruginosa y Acinetobacter spp.,

en el laboratorio clinico de cada institucion.
2. Procesamiento

Se utilizaron cultivos jovenes de cada una de las cepas y se realizd inmediatamente el

antibiograma con los discos de antibidticos correspondientes para cada cepa (CLSI, 2013).
a. Metodo de difusion en agar (Kirby-Bauer)

Los puntos criticos que se tomaron en cuenta para el procedimiento fueron: La

concentracion del inoculo que corresponde a una dilucion de turbidez 0,5 en la escala de
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McFarland, (otras concentraciones pueden dar lugar a interpretaciones erroneas de los
resultados). El medio adecuado es el de Mueller-Hinton de 4mm de espesor. Y por ultimo, la

concentracion de los discos antibioticos establecido por la CLSI (Rodriguez, 2005).
b. Procedimiento para realizar el antibiograma

Se utilizaron cepas de los microorganismos en cultivo puro.
Se compard con el estdndar de Mcfarland una suspension de similar turbidez de ambos
microorganismos. Se humedecid un hisopo estéril en la suspension quitando el exceso contra las
paredes del tubo. Se realizd un tapete, estriando con el hisopo en tres direcciones diferentes y por
ultimo pasar el hisopo en la orilla. Se esper6 dos minutos y luego fueron colocados los discos
con la concentracion conocida de los antibi6ticos (amoxicilina con acido clavulanico, cefepime,
meropenem, imipenem, aztreonam y oxacilina) seguin el mecanismo a evaluar. Se dejo incubar a
37°C por 24 horas y se midieron los halos sin crecimiento de las bacterias, comparando con una
tabla estandarizada se determina si los microorganismos son susceptibles, intermedios o

resistentes (Pedrique, 2002).

3. Determinacion de mecanismos de resistencia que se identificardn para cada
microorganismo
a. P.aeruginosa
i. BLEE

Para determinar la presencia de este mecanismo se colocaron los siguientes taxos
(amoxicilina o ceftazidima/acido clavulanico-cefepime) a una distancia de 2 cm para observar la
sinergia entre los mismos. También se sospech6 de BLEE cuando hubo disociacion entre
sensibilidad. Por ejemplo cuando ceftazidima es sensible, pero cefepime es resistente o si

ceftazidima es resistente pero piperacilina es sensible (Diaz, 2008).

ii. Carbapenemasas
Para determinar la presencia de carbapenemasas, primero se evalud la susceptibilidad de
ceftazidima que debe ser resistente o intermedio y luego se procediéo a diferenciar entre

mecanismos.
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MBL.: Para la identificacion de este mecanismo se observa sinergia entre meropenem-
EDTA/SMA-imipenem colocando los taxos a una distancia de 1.5 cm. También se evalud la
resistencia en piperacilina, ceftazidima y cefepime, susceptibilidad en aztreonam.

KPC: En este mecanismo se observa por sinergia de los carbapenemes con acido borénico y

total resistencia en antibidticos de imipenem y aztreonam (Diaz, 2008).

b. Acinetobacter spp.
i. BLEE

La identificacion de sinergia entre ceftazidima/acido clavulénico-cefepime a una distancia
de 2 cm indica presencia de BLEE. Se observa una deformacion entre los halos de ambos
antibiodticos, ademas se sospecha de BLEE cuando se encuentra disociacion entre sensibilidad,
por ejemplo: cuando ceftazidima es sensible, pero cefepime es resistente o ceftazidima resistente,

pero piperacilina es sensible (Diaz, 2008).

ii. Produccion de AmpC
La presencia de este mecanismo provoca un achatamiento entre imipenem ceftazidima con

acido clavulanico colocados a una distancia de 2 cm (Diaz, 2008)

iii. Carbapenemasas

Para determinar la presencia de carbapenemasas, primero se evalua la susceptibilidad de
ceftazidima que debe ser resistente o intermedio y luego se procede a diferenciar entre
mecanismos.

MBL.: Para identificar este mecanismo se observa sinergia entre meropenem-EDTA/SMA-
imipenem colocando los taxos a una distancia de 1.5 cm, ademas se evalud la resistencia para
antibioticos como piperacilina, ceftazidima y cefepime, y susceptibilidad en aztreonam (Diaz,
2008).

iv. Oxacilinasa
Para determinar que una cepa de A. baumannii posee resistencia a oxacilinasas se observo si

se presentaba resistencia total a la oxacilina.
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E. Disefo del muestreo

Los mecanismos de resistencia fueron determinados en muestras positivas a P. aeruginosa y
Acinetobacter spp., de pacientes internos desde Octubre 2013 hasta completar el nimero de
muestras indicado. Tomando un 60% del total de las muestras del Hospital General de
Enfermedades de la zona 9, y un 40% del total de muestras del Hospital General de Accidentes

Ceibal, por conveniencia.

F. Analisis de resultados

1. Los resultados obtenidos en cada hospital se analizaron por separado, agrupando las
muestras por el tipo de muestra y el microorganismo aislado, para determinar el tipo de muestra

prevalente.

2. Perfil de resistencia y mecanismos de resistencia. Se agruparon los resultados segun la
frecuencia de los perfiles de resistencia/susceptibilidad de cada bacteria. Se cuantificaron los
mecanismos de resistencia, por medio de frecuencias absolutas y relativas, representadas en

tablas y graficas.

3. Analisis: De acuerdo a los resultados obtenidos, se agruparon las cepas de acuerdo al perfil
de mayor frecuencia y a los mecanismos de resistencia para realizar comparaciones entre el tipo

de muestra/paciente/sala.
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VIll. RESULTADOS

La mayor frecuencia P. aeruginosa y A. baumannii se aislo de muestras de secrecion en

pacientes en sala de Encamamiento (0.21) y en muestras de aspirado traqueal en pacientes en la

sala de Cuidados Intensivos (0.19), no se logré identificar una diferencia significativa en los

demas tipos de muestras y salas (Figura 1).

Figura 1. Presencia de P. aeruginosa y A. baumannii por sala y tipo de muestra en el

Hospital General de Accidentes Ceibal.
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Figura 1. Se presentan los resultados en escala de frecuencia relativa (0-1) en el eje de las ordenadas y en el eje de
las abscisas las salas de las cuales fueron aisladas las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii sin importar la
presencia de mecanismos de resistencia, se observo una relacion entre el tipo de muestra y el tipo de sala en la que

se encontraba el paciente al momento del aislamiento de la cepa.
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En la distribucion de las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii con presencia y ausencia
de mecanismos de resistencia, se identificé que la mayor cantidad de ambas cepas se presentaron
en muestras de aspirado traqueal en pacientes de las salas de Cuidados Intensivos (0.17) e
Intermedios (0.10), seguido de secreciones varias en la Emergencia (0.08) que presentd una
distribucion casi homogénea de muestras de exudado, orina, sangre, esputo y heces en las demas
salas hospitalarias (Figura 2).

Figura 2. Frecuencia de P. aeruginosa y A. baumannii por sala y tipo de muestra en el
Hospital General de Enfermedades.
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Figura 2. En esta gréfica de frecuencia relativa (escala 0-1) de los tipos de muestra segun las salas de las cuales se
aislaron ambas cepas (abscisas).
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La mayor cantidad de cepas que presentaron mecanismos de resistencia fueron aisladas

del intensivo y el tipo de muestra correspondié a aspirado traqueal (0.22), al igual que en

Encamamiento siendo la principal muestra tejido 6seo (0.22) seguido de secreciones varias

(0.17). Las demas cepas con mecanismos de resistencia se aislaron de muestras varias como

catéter, esputo y orina en todos los servicios.

Las secreciones varias predominaron en los diferentes servicios presentando mecanismos

de resistencia (Figura 3).

Figura 3. P. aeruginosa que presenta algin mecanismo de resistencia (KPC, MBL y/o
BLEE) segun la sala y tipo de muestra aislados en el Hospital General de Accidentes

Ceibal.

0.20 -

0.10 -

Frecuencia relativa

0.05 -

0.00 -

m Aspirado Traqueal

mEsputo
mOrina
m Catéter
M Secrecion
mTejido Oseo
& ) S
c} \-& QQJ
o =) XS
& & o
& & &
< R
g
ca‘b-
Salas

Figura 3. Se observa la distribucidn en frecuencia relativa de P. aeruginosa (ordenadas) que presentd mecanismos
de resistencia segun las salas (abscisas) observandose una relacion en el tipo de muestra (abscisas).
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En la Emergencia del Hospital General de Enfermedades se aislo la mayor cantidad de
cepas que presentaban mecanismos de resistencia y los tipos de muestra mas frecuentes fueron
secreciones varias (diferentes heridas e infecciones superficiales) (0.14), del mismo tipo de
muestra se aislé en el servicio de Cirugia (0.09). Con respecto a los demas tipos de muestra se

observa una distribucion casi uniforme en todos los servicios.

En los servicios mas delicados como Intensivo e Intermedios se observa una mayor

cantidad de aspirado traqueal contaminado con cepas resistentes (0.07) (Figura 4).

Figura 4. P. aeruginosa que presenta algin mecanismo de resistencia (KPC, MBL y/o
BLEE) segun la sala y tipo de muestra aislados en el Hospital General de Enfermedades.
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Figura 4. Se observa la distribucion en frecuencia relativa (abscisas), de P. aeruginosa que presentd mecanismos de
resistencia segun las salas (ordenadas), haciendo una relacion entre el tipo de muestra.

30



La unica cepa de P. aeruginosa que presentd BLEE fue resistente para cefepime,
piperacilina y aztreonam, e intermedio para ceftazidima. Las cepas confirmadas con mecanismos
de resistencia KPC y MBL en su mayoria presentaron sensibilidad a los cuatro antibioticos
(Figura 5).

Figura 5. Perfil de resistencia de P. aeruginosa que si presentan mecanismos de resistencia
aislados del Hospital General de Accidentes Ceibal.

1.20 ~

1.00 -

e

o)

=
Il

Frecuenciarelativa
(]
(=%
=
1

mKPC
EMBL

040 "BLEE

0.20 -

0.00

R I S R I S R I S R I S
Cefepime Ceftazidima Piperacilina Aztreonam
Antibioticos

Figura 5. Se observa el perfil de resistencia en frecuencia relativa (escala 0-1) de los antibiéticos ensayados en las
cepas que presentaron mecanismos de resistencia (ordenadas). Los cuatro antibi6ticos se muestran los resultados
como resistente, intermedio y sensible (abscisas).
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Se determind que el perfil de resistencia tipo KPC presentd mayor frecuencia de

sensibilidad con los cuatro antibidticos en P. aeruginosa, aunque puede observarse que en el

aztreonam se identifico la misma frecuencia de cepas resistentes e intermedias. Con el caso de

MBL puede observarse que cefepime, ceftazidima y piperacilina si presentan mayor frecuencia

de resistencia, y la totalidad de éstas presenta sensibilidad para aztreonam (Figura 6).

Figura 6. Perfil de resistencia de P. aeruginosa que si presentan mecanismos de resistencia
aislados del Hospital General de Enfermedades.
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Figura 6. Se observa el perfil de resistencia en frecuencia relativa (escala 0-1) (abscisas) de los antibioticos testados
en las cepas que presentaron mecanismos de resistencia. En los cuatro antibidticos se muestran los resultados como
resistente, intermedio y sensible (ordenadas).
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IX. DISCUSION

Se llevd a cabo un estudio descriptivo en dos hospitales del Seguro Social, en el que se
evaluaron todas las cepas positivas a P. aeruginosa y A. baumannii por ser de mayor prevalencia
en el grupo de los bacilos gramnegativos no fermentadores (Larrondo, 2010). Las infecciones
causadas por P. aeruginosa y A. baumannii han incrementado notablemente a través de los afos,
ésto es causado por su ubicuidad, el deterioro del estado inmunoldgico del paciente, la facilidad
de adquirir multirresistencias y la capacidad de resistencia a antisépticos débiles como cloruro de
bencetonio, metilrosamilina, cloherxidina, hexaclorofeno (Cruz, Vargas y Acosta, 2012), entre

otros.

En un estudio realizado en Argentina se observé que de 228 muestras hospitalarias el
61% (140) correspondi6 a P. aeruginosa y el 36% (81) a Acinetobacter sp. en tanto que, el 3%
(7) correspondid¢ a otros bacilos gramnegativos no fermentadores (Ferrero, 2005). La prevalencia
de ambos microorganismos fue similar en esta investigacion, ya que se obtuvo un 58% (33) de
P. aeruginosa y 42% (24) de A. baumannii en el Hospital General de Accidentes y un 61% (55)
de P. aeruginosa y 39% (35) de A. baumannii en el Hospital General de Enfermedades, sin

embargo, la presencia de otros bacilos no fermentadores no se tomaron en cuenta.

En este estudio se detect6 un alto porcentaje de muestras positivas aisladas en aspirados
traqueales en el Hospital General de Accidentes (Figura 1) y el Hospital General de
Enfermedades (Figura 2), en pacientes que en su mayoria presentaron algin procedimiento como
intubacién y/o estancia en las Unidades de Cuidados Intensivos e Intermedios. Pacientes que se
encontraban en otras situaciones desfavorables como, deterioro del estado inmunoldgico, edad
(extremos de la vida), coinfecciones y manipulacion constante, fueron comprometidos a adquirir
otras infecciones por distintos patdgenos que, a la vez, pueden facilitar la infeccién por bacilos
gramnegativo no fermentadores (Lemos, Restrepo, Alvis, Quevedo, Cafion y Ledn, 2011). Los
bacilos gramnegativo no fermentadores poseen la capacidad de colonizar el tracto respiratorio
inferior por dos vias: La via enddgena, por medio de microaspiraciones que provienen de la
orofaringe a través del espacio del tubo endotraqueal y la pared de la traquea; y la via exdgena, a

través del material respiratorio artificial, contaminacion por manos del personal sanitario y mala
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esterilizacion de materiales (Anexo 3). P. aeruginosa es capaz de colonizar por ambas vias,
mientras que A. baumannii solo lo hace por via exdgena (Vallesa y Mariscal, 2005). Ademas,
otros autores como Niederman, Mantovani, Shock, Papas & Fein (2009) sugieren que en P.
aeruginosa existe un tropismo especial hacia las células del epitelio traqueal, lo que explica el
por qué esta especie microbiana es agente causal de neumonia asociada a ventilacion mecanica y

se reporta con mayor frecuencia que A. baumannii.

Se pudo observar una diferencia en cuanto a las muestras positivas P. aeruginosa y
A. baumannii con respecto a los mecanismos de resistencia, en la cual, la mayoria de cepas que
presentaron algin mecanismo resistencia en el Hospital General de Accidentes corresponde a
muestras de tejido 6seo, debido al tipo de hospital, ya que los pacientes generalmente tienen
heridas expuestas siendo mas susceptibles de adquirir alguna infeccion y llegar a una posterior
diseminacion; también fueron frecuentes las muestras traqueales y de secreciones varias
producidas por la manipulacion constante (Figura 3), a diferencia del Hospital General de
Accidentes, en el Hospital General de Enfermedades predominaron las muestras de secreciones
varias en el servicio de emergencia, debido a que en este servicio se administran antibioticos de
urgencia sin tener un resultado concreto de laboratorio para asistir al paciente lo mas pronto

posible (Figura 4).

Es importante recalcar que estas infecciones nosocomiales no son exclusivas de
P. aeruginosa y A. baumannii, solamente son algunos de los patégenos responsables. Si bien la
enfermedad puede estar presente sin la presencia estricta de estos dos microorganismos, ellos son
responsables de cierto porcentaje de las mismas, pero no es posible determinar la frecuencia
exacta con este estudio, ya que para ello seria necesario estudiar a profundidad todos los factores
que pueden afectar a un solo paciente, desde las caracteristicas sociodemogréaficas hasta el estado
actual en el hospital, identificando patologias asociadas y no asociadas causantes de su estadia en
el nosocomio. Solamente se puede mencionar que en el Hospital General de Accidentes un 72%
de los pacientes de este estudio fueron hombres y 28% mujeres y en el Hospital General de

Enfermedades un 56% fueron hombres y un 44% mujeres. Debe considerarse que estos datos por
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si solos no indican mayor informacion, ya que no se tomé en cuenta la historia clinica completa

de cada uno de ellos.

Otra caracteristica que facilitd la produccion de infecciones causadas por estos
microorganismos fue la habilidad que poseen para desarrollar rapidamente resistencia
antimicrobiana, mas aun cuando se da tratamiento sin un resultado previo de laboratorio
(Larrondo, 2010). Cuando los aislamientos no son de microorganismos multirresistentes, los
carbapenemes pudieran utilizarse como alternativas de primera linea, generalmente en
combinacion con los aminoglucésidos. Las opciones de terapia son limitadas cuando se enfrenta
una multirresistencia, siendo los agentes mas activos in vitro las polimixinas: polimixina B y
polimixina E (Colistina) (Larrondo, 2010). Por inferencia, en este estudio la Unica opcion
terapéutica en la mayoria de los casos son las polimixinas, ya que en su mayoria las cepas de P.
aeruginosa y A. baumannii evaluados en ambos hospitales presentaron mecanismos de
resistencia producidos por carbapenemasas y los que no presentaron este mecanismo, tampoco

fueron sensibles a los demas medicamentos evaluados (Figura 5y 6).

Es importante sefialar que en el Hospital General de Accidentes solamente una cepa de
A. baumanni produjo deformacién en el halo de imipenem mostrando mecanismo de resistencia
KPC, en una muestra de secrecion (Anexos 4 y 5), las demas muestras en su mayoria, aunque no
presentaron mecanismos de resistencias si mostraron multirresistencias. Y en el Hospital General
de Enfermedades una cepa present6 mecanismo AmpC en una muestra de esputo, presentando

ademas resistencia a oxacilina, aztreonam y siendo intermedio a piperacilina (Anexos 7 y 8).

Debido al uso indiscriminado de antibioticos y a la facilidad de estos microorganismos de
adquirir genes de resistencia, se observé que aunque A. baumannii presentd escasamente los
mecanismos ensayados en este estudio, si presentd una alta multirresistencia que restringid
opciones terapéuticas, en comparacion con P. aeruginosa cuyas cepas, a pesar de poseer los
mecanismos evaluados presentd mas antibidticos susceptibles in vitro (Anexos 6 y 9), (Jover,
Barcenilla, Barbe, Garcia, Lopez y Castafieda, 2005) datos similares se han encontrado en otros
estudios; como en el de Falagas, Bliziotis y Siempos (2006), estudio de casos y controles, donde

observaron mayor incidencia de mortalidad en pacientes con infeccion y/o colonizacién por A.
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baumannii con respecto a otras especies microbianas, debido a la elevada resistencia a los
antimicrobianos que genera esta especie. Existe informacion sobre la responsabilidad de
microorganismos multirresistentes en el tratamiento antibidtico empirico inadecuado y en el
retraso del inicio de un tratamiento correcto, lo que imcrementa la sepsis y ser causa de muerte
(Iregui, Ward, Sherman, Fraser & Kollef, 2002).
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X. CONCLUSIONES.

En P. aeruginosa se identificaron mecanismos de resistencia tipo KPC y MBL, a
diferencia de A. baumannii que, aunque no se le identificaron mecanismos de resistencia,
en su mayoria mostrd multirresistencia a todos los antibi6ticos ensayados, en ambos

hospitales.

Se observé un alto porcentaje de muestras con cultivo positivo a P. aeruginosa y A.
baumannii en aspirados traqueales en el Hospital General de Enfermedades, sin embargo

en el Hospital General de Accidentes el tipo de muestra sobresaliente fue de tejido 6seo.

Se identific6 una mayor presencia de P. aeruginosa en las salas de cuidados intensivos en
el Hospital General de Enfermedades, comparado con el Hospital General de Accidentes

en el cual predominé en la sala de Encamamiento.
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XI. RECOMENDACIONES

Las cepas bacterianas a estudiar deben ser jovenes (cultivos de 24 horas) para que la

potencia de los mecanismos de resistencia y multirresistencia no se vean afectados.

Las cepas deben ser puras e identificadas correctamente con pruebas bioquimicas para
evitar que otra cepa contaminante interfiera con la identificacion del perfil y mecanismos

de resistencia.
Evitar cambios de temperatura innecesarios a los discos de antibioticos y cajas de agar.

El medio Mdueller-Hinton debe tener un espesor exacto de 4 mm para que los halos no

sean mal interpretados.

Realizar el control de calidad para establecer que la concentracién es adecuada, de acido

boronico, EDTA y acido clavulanico, ya que fueron impregnados en los discos.

Debido a que el método manual es mas susceptible a errores, es importante prestar

atencion a la colocacién de los discos a una distancia de 2 cm.
Se debe utilizar un estandar de McFarland recientemente elaborado.

Realizar el estudio con una poblacion méas grande, con datos sociodemograficos e historia

clinica de los pacientes, para poder aportar mas datos epidemiolégicos.
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XI11. ANEXOS

Anexo 1. Marcha para identificacion de bacilos gramnegativos no fermentadores.

Crecimiento de colonias lactosa negativa en agar MacConkey

!

Sentir olor caracteristico

'

Realizar bateria

TSI LIA MIO CIT UREA

TSI: 1 picadura y slant
LIA: 3 picaduras y slant
MIQ: Introducir el asa en punta

1vez
Citrato: slant
UREA: slant

\VAVAVAVAV

Incubar por 24 horas a 37°C

!

Bateria sin reaccion y citrato

positivo
Positiva < Oxidasa > Negativa
} I
Pseudomonas Bacilo Gram Negativo
aeruginosa No Fermentador

Fuente: Pardos, et al, 2010.
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Anexo 2. Resistencia a los antibioticos en 144 aislamientos clinicos de P. aeruginosa.

Antibiético *R ** | *x*S
n (%) n (%) n (%o)
Ceftazidima 102 (71) 7(5) 35 (24)
Cefepime 76 (53) 20 (14) 48 (33)
Aztreonam 89 (62) 26 (18) 29 (20)
Imipenem 68 (47) 3(2) 73 (51)
Meropenem 48 (27) 9 (6) 87 (67)
Amikacina 75 (52) 3(2) 66 (46)
Gentamicina 79 (55) 13 (9) 2 (36)
Ciprofloxacina 82 (57) 14 (10) 48 (33)

*R = Resistente, ** |= Intermedio, ***S= Sensible
Fuente: Lujan et al, 2008.

Anexo 3. Niveles de desinfeccién

Nivel de desinfeccion Componente utilizado

Glutaraldehido 2%, perdxido de hidrdgeno 6%, acido

Alto foe . :
peracético, amina+amonio
Intermedio-alto Compuestos clorados
Intermedio Alcohol, iod6foros
Intermedio-bajo Fenoles, clorhexidina
Bajo Amonios cuaternarios

Fuente: Hospital Universitario Central de Asturias



Anexo 4. Frecuencia de P. aeruginosa por mecanismos de resistencia y salas aislados en el
Hospital General de Accidentes.

0.70 -
0.60 -
0.50 -

040 -

BKPC
mMBL

0.00 ™ .

Frecuencia relativa

Salas

Anexo 4. Se describe con frecuencia relativa (escala de 0 a 1) los mecanismos de resistencia encontrados en las
cepas de P. aeruginosa aisladas del Hospital. Relacionando las salas y los mecanismos de resistencia.
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Anexo 5. Frecuencia de P. aeruginosa y A. baumannii aislados en el Hospital General de
Accidentes Ceibal.

P aeruginosa A. baumannu
1%

N Sin mecanismos 0.30 B Sin mecanismos 0.96

BKPC 0.04
BKPC (.45

EMBL 0
EMBL 0.12 BBLEE 0
B2 0 3 mecanismos de B AmpC 0

resistencia 0.12

Anexo 5. Se observa la distribucién de ambas cepas de acuerdo a los mecanismos de resistencia que presentaba cada
una de ellas. En la gréfica se observa el porcentaje y el nimero indicado a la par de cada mecanismo indica la
frecuencia relativa de cada una, es decir que las cepas sin mecanismo de resistencia corresponden al 0.30 en la
escala de 0-1. El total de las cepas de P. aeruginosa fue de 33 y de A. baumannii fue 24.
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Anexo 6. Perfil de resistencia de P. aeruginosa y A. baumannii que no presentan
mecanismos de resistencia aislados del Hospital General de Accidentes Ceibal.

SIRT SIRT SRTS|RI

1.20 -

1.00 -

0.80 -

0.60 -

BA. baumannii

Frecuenciarelativa

WP aerginosa

RI SIRI SR 1

Cefepime CeftazidimadPiperacilinaAztreonam| Oxacilina Meropenem Imipenem
Antibioticos

Anexo 6. En esta gréafica de frecuencia relativa (escala 0-1) se observan las cepas resistentes, intermedias y sensibles
que no presentaban ningun tipo de mecanismo de resistencia. En las abscisas se observa los antibi6ticos testados en
el estudio presentados por su resultado resistente, intermedio o susceptible.
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Anexo 7. Frecuencia de P. aeruginosa por mecanismos de resistencia y sala aislados en el
Hospital General de Enfermedades.

0.18 -
0.16 -
0.14 -
~
=012
012 1
= 0.10 -
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= 0.08 -
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€ 0.06 - mKPC
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0.00 -
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@eﬁ& o 4 ‘-"0 &@& .@.@ @\o Q%&@ %5} c}\o% &0\0
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Salas

Anexo 7. Se describe con frecuencia relativa (escala de 0 a 0.2) los mecanismos de resistencia encontrados en las
cepas de P. aeruginosa aisladas del Hospital. Relacionando las salas y el mecanismo de resistencia que presenta.
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Anexo 8. Frecuencia de P. aeruginosa y A. baumannii aislados en el Hospital General de
Enfermedades.

P aeruginosa A. baumannii

5% 3%

B Sin mecanismos 0.97
B Sin mecanismos 0.24

mKEC 0.00
mKPC 0.73

BMBL 0
WMBL 0.05

BBLEE 0
WBLEE 0.00

mAmpC 0.03

Anexo 8. En esta gréafica se observa la distribucién de ambas cepas de acuerdo a los mecanismos de resistencia que
presentaba cada una de ellas. En la grafica se observa el porcentaje y el nimero indicado a la par de cada mecanismo
indica la frecuencia relativa de cada una, es decir que las cepas sin mecanismo de resistencia corresponden al 0.24
en la escala de 0-1. Se testaron 55 cepas de P. aeruginosa y 35 cepas de A. baumannii.
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Anexo 9. Perfil de resistencia de P. aeruginosa y A. baumannii que no presentan
mecanismos de resistencia aislados del Hospital General de Enfermedades.

=
[=e]
1

mA. baumannii

WP aeruginosa

Frecuencia relativa
[l
(=}
1

RISRISRISRISRISRISRTIS

Cefepime Ceftazidim®PiperacilinaAztreonam| Oxacilina Meropenem Imipenem
Antibioticos

Anexo 9. En esta gréafica de frecuencia relativa (escala 0-1) se observan las cepas resistentes, intermedias y sensibles
que no presentaban ningln tipo de mecanismo de resistencia. Puede observarse que en ambas la mayoria
corresponde a una multirresistencia (resistencia a méas de 3 antibiéticos).
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