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Capitulo 1 INTRODUCCION.
1.1 Planteamiento del problema.

Durante las altimas cuatro décadas de la era antimicrobiana se han
observado cambios progresivosy profundos del perfil de sensibilidad antimicrobiana
(15) y, paralelamente, en la etiologia de las infecciones nosocomiales.

Las infecciones intrahospitalarias, en la década de los 40's, eran mads
frecuentemente causadas por cocos grampositivos (51). Muchos de estos
microorganismos, especialmente.Staphylococcus aureus, en eventos mutacionales
al azar presentaron resistencia a los antibi6ticos disponibles, y se asociaron con
grandes epidemias. La amenaza de estas infecciones persistié durante las dos
siguientes décadas, pero gradualmente han sido reemplazados por los baciles
gramnegativos. Desde algunos afios se ha notado un incremento en la proporcién
de estos microorganismos, en el nimero de antibiéticos a los que son resistentes,
as{ como en el grado de resistencia; es decir que se requiere una mayor
concentracién del antimicrobiano para inhibir a estos gérmenes (4,62). En los
pacientes hospitalizados con infecciones graves, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp. y algunas enterobacterias como Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y Citrobacter freundii, son los
patégenos de mayor riesgo para multirresistencia y se asocian, ademads, con una
alta mortalidad (52). ’

Diversos factores como el uso irracional e inadecuado de los antibi6ticos (en
eleccién por actividad, dosis, via de administracién y tiempo) han contribuido a la
proliferacién de numerosos microorganismos resistentes (59). La prevalencia de
éstos ha sido particularmente notable después del empleo de antibiéticos como
aminoglicésidos, penicilinas, quinolonas y cefalosperinas de amplio espectro.

Por otro lado, es bien conacido que los patrones de resistencia de los
gérmenes intrahospitalarios varian a lo large del tiempo e incluso, en ocasiones

entre los diferentes servicios dentro de un mismo hospital (22). Este cambio estd



determinado, fundamentalmente, por un proceso evolutivo y de seleccién natural
de la flora habitual prevalente en los hospitales, que se lleva a cabo por un
probable mecanismo de presion selectiva por el uso local de antimicrobianos.
Por lo expuesto anteriormente, es necesario conocer el patrén de resistencia
de las enterobacterias més representativas como patdgenos nosocomiales (Klebsiella
spp, Enterobacter spp, Citrobacter spp y Serratia spp) y de Pseudomonas spp, a
diversos antibi6ticos (aminoglicésidos y B-lactdmicos, penicilinas y cefalosporinas

de amplio espectro) aisladas en un hospital de tercer nivel de atencién en México.
1.2 OBJETIVOS.

1) Determinar la susceptibilidad antimicrobiana por microdilucién de las
enterobacterias (Citrobacter spp, Enterobacter spp, Klebsiella spp y Serratia spp)
y Pseudomonas spp. identificadas, inicialmente, como resistentes a B-lactémicos por
el método de difusién en agar (cefalosporinas de amplio espectro, carboxipenicilinas
y ureidopenicilinas) y a aminoglicésidos en un centro de tercer nivel INNSZ) de
mayo de 1989 a enero de 1990. :

2) Determinar y comparar el patrén de resistencia antimicrobiana, la especie
y el biotipo de los bacilos gramnegativos resistentes aislados de pacientes
hospitalizados o de consulta externa.

3) Determinar la concordancia entre los métodos de susceptibilidad
antimicrobiana de difusién en agar y microdilucién en bacilos gramnegativos

multirresistentes.
1.3 HIPOTESIS.

1) Los bacilos gramnegativos identificados como resistentes a aminoglicésidos
y B-lactémicos de amplie espectro por el método de difusién en agar présentan un
nivel de resistencia alto a estos antibidticos,

2) Los bacilos gramnegativos aislados de pacientes hospitalizados presentan



un perfil de multirresistencia, y una menor proporcién de sensibilidad a

aminoglicésidos y B-lactémicos, con predominio probable de una especie y/o tipo.
3) Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana que se emplean en este

estudio son concordantes en la determinacién de la resistencia a aminoglicésidos

y B-lactdmicos en bacilos gramnegativos.



Capitulo 2 ANTECEDENTES.
‘2.1 Generalidades de antibisticos:

En la basqueda de nuevos agentes antimicrobianos, miles de productos
naturales han sido planteados en una actividad del antibiético; pero pocos han
demostrado ser seguros, eficaces y capaces de ser producidos en cantidades
comerciales. Las sulfonamidas fueron los primeros agentes antimicrobianos
efectivos de amplio uso para diversas infecciones aplicados en 1936 (23). La edad
de oro empezd con la produccién de la penicilina en 1941 cuando este compuesto
previamente descubijerto en 1929, fue producido en cantidades masivas, disponibles
para tratamientos clinicos en la primera dosis.

Estos agentes sintéticos fueron seguidos en 1950 por otros antibiéticos y el
amplio uso de estos agentes antimicrobianos ha provisto de un restringido medio
selectivo que favorece la aparicién y el surgimiento de nuevos microorganismos
resistentes. Muchos estudios realizados han demostrado la presencia de bacterias
resistentes a agentes antimicrobianos en hospitales, agriculturay en varias formas
animales acufticas (35), ya que han sido usados para reducir la probabilidad de
infecciones bacterianas,

Los antibiéticos tienen como primer paso importante la purificacién y la
caracterizaci6n qufmica como una técnica previa a las pruebas biolégicas,
investigdndose también el modo de accién del producto quimioterapéutico.

Comiinmente de 20 a 30 agentes antimicrobianos son de uso médico, algunos
estdn disponibles para la practica médica general, mientras que otros estén

reservados para el uso especializado en el hospital (58).

2.1.1 Clasificacién de los antibiéticos.
Los antibiéticos se han clasificado de acuerdo a su estructura quimica,
mecanismo de accién, actividad bactericida y bacteriostitica; y su espectro

antibacteriano (ver cuadro 1).(23,39,40).



Cuadro 1. Clasificacién de los antibiéticos.

ANTIBIOTICO BLANCO CELULAR EFECTO ANTIMICROBIANO
Aminoglicésidos Subunidades 30 S Inhibe la sintesis de
Amikacina y 50 S ribosomal. proteinas por sus
Gentamicina efectos sobre los
Tobramicina ribosomas, ocasionando
Netilmicina la lisis celular.
B-lactémicos Pared celular de Inhibe la sintesis de
Penicilinas las proteinas. la pared celular, por
cefalosporinas lo que ocasiona la li-
sis celular.
Hacrélidos Subunidad 50 S Inhibe la sintesis de
Lincosamidas ribosomal. proteinas por sus
efectos sobre los
Estreptograminas ribosomas .
Sulfonamida bihidrofteroato Inhibe la sintesis
sintetasa. del &c, félico.
Trimetoprima Dihidrofolato Inhibe la sintesis
reductasa del &c. félico.
Tetraciclinas subunidad 30 S Inhibe la sintesis de
Doxiciclina ribosomal proteinas por sus
efectos sobre los
Minociclina ribosomas.
Cloranfenicol Subunidad 50 S Inhibe la sintesis de

Agentes andlogos
a &c.nucleicos.

Quinolonas.

ribosomal.

enzimas virales
esenciales.

DNA girasa

proteinas por sus
efectos sobre los
ribosomas.

Detiene la replicacién
viral y la sintesis
del DNA.

Evita la correcta
replicacidn y
transcripcién

del DNA bacteriano.




2.1.2 Aminoglicésidos.
2.1.2.1. Actividad antimicrobiana:

Desde la introduccién de la estreptomicina en la década de los 40, los
aminoglicésidos han mejorado su eficacia en el tratamiento de las infecciones por
bacilos gramnegativos (23,58). Los aminoglicésidos los cuales son compuestos
cati6nicos, penetran la capa polisacarida extracelular por un transporte activo de
difusién y son modificados (9). Estos son potencialmente bactericidas con una
amplia actividad de espectro que cubre un importante niimero de enfermedades
clinicas contra los bacilos gramnegativos, los cuales en combinacién con antibiéticos
B-lactémicos actian eficazmente (33) (ver cuadro 1).

Actualmente, se les reconoce actividlad antimicrobiana contra:
enterobacterias, Pseudomonas spp, otros bacilos gramnegativos aerébicos ne
fermentadores, Staphylococcus, micobacterias (de répido crecimiento y otras
incluyendo Mycobacterium tuberculosis). Los aminoglicésides no tienen actividad
sobre anaerobios, debido a que requieren de un transporte activo dependiente de
electrones (59). Los aminoglicésidos incluyen a la gentamicina, kanamicina,
tobramicina, sisomicina, netilmicina y amikacina (10,39). La gentamicina y

sisomicina son ligeraménte més activas que los anteriores aminoglicésidos (40).

-2.1.2.2 Mecanismo de accién:

Los aminoglicésidos inhiben la stntesis protéica y disminuyen la traduccion
del RNAm en el ribosoma, lo cual no es suficiente para explicar su rpido efecto
letal (13). .

Los aminoglicésidos se difunden a través de los canales acuosos formados por
protefnas porinas, en la membrana externa de las bacterias gramnegativas,
ingresando as{ al espacio periplasmico (23). La permeabilizacién fuera de la

membrana para los aminoglicésides ocurre siempre, y el mecanismo para la



mediacién de estos antibiéticos es semejante a Jas polimixinas (47). El transporte
de estos antibidticos a través de la membrana citopldsmica depende de el
transporie de electrones, lo que impulsa a la penetracién de los aminoglicésidos,
esta fase de transporte se ha denominado Fase 1 dependiente de energia (FDE 1),
la cual puede verse alterada por cationes divalentes, hiperosmolaridad, reduccién
de pH y anaerobiosis. En esta fase puede existir resistencia cruzada por la
alteracién en la concentracién de cationes divalentes (Mg++), la cual se ve
disminufda en la superficie celular. Después de pasar a través de la membrana
citoplasmética, estos se unen a polisomas e inhiben la sintesis protéica. Este
proceso parece acelerar el transporte del antibiético (58) y se conoce poco acerca de
esta llamada fase 2 dependiente de energia (FDE 2), 1a cual se encuentra de algin

modo ligada a la interrupcién de la membrane (ver figura 1).

! Membrana
Celular
FDE-2
Canales ¢
Acucacu q::' g
Porinag | e Al]
o +
]
Protetons .’
ol Membrana,
Eapacio / Citopldsani
tperiplismico :
Fig. 1 Meeanismo y sitio de acrién de los aminoglictaidos; Ag: aminoglicdeido; P; poli PsAg: inhibicién de sigtesia
proteica; +/- transporte de ) Rib 305: subunidad ribooémice; FDE, y FDEy: fase ) y 2 dependientede energla.
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Los aminoglicosidos, inhiben la sintesis de protefnas al unirse en uno o mas
sitios en los ribosomas, tienen su sitio de accién primario en la subunidad 30 S, lo
que puede conducir a la acumulacién de complejos anormales llamados
"monosomas” (23). Otro efecto de estos antimicrobianos es la capacidad de inducir
la lectura equivocada del RNAm, incorpordndose aminoécidos incorrectos a la
cadena polipeptfdica en formacién. EIl clt.)ranfenicol, espectinomicina y otros
inhibidores antagonistas de la sintesis de protefnas destruyen a los aminoglicésidos

aparentemente a nivel del transporte.
2.1.3 Beta lactdmlicos.
2.1.3.1 Actividad antimicrobiana,

La importancia clinica de los antibiéticos -lactdmicos se ha incrementado
significativamente, en cuanto a la potencia de su actividad, ya que presentan un
espectro bacteriano amplio que incluye un gran ntmero de microorganismos
grampositivos y gramnegativos, lo cual ha favorecido en la clfnica dando muy
buenos resultados en el tratamiento de infecciones graves (59). Por otro lado, se
asocian a una baja toxicidad lo que ha favorecido su uso extenso en la mayorfa de
los hospitales e inclusive en los pacientes ambulatorios (23). )

La estabilidad de estos antimicrobianos ofrece ventajas como la pobre

Ynicroorganismos gramnegativos y

resistencia que generan algunos de ellos, en’
grampositivos; ademés los B-lactdmicos en combinacién con otros antibiéticos
(aminoglicésidos, quinolonas, ete.) alcanzan actividad bactericida sinergista y han
tenido un buen éxito terapéutico (ver cuadro II). Los B-lactdmicos pueden tener
ciertas fallas cuando se emplean comeo ‘monoterapia, lo que puede favorecer la
aparicién de cepas mutantes resistentes en el ambiente hospité]ario, por la
preduccién de protefnas fijadoras de penicilina (PFP) de pobre afinidad como
consecuencia de dgsrepresién del genoma de la bacteria (56), uunqhé también se

han descrito fallas terapéuticas debido a la adquisicién de plésmidos mediadores ‘



de f-lactamasas (68).
La estabilidad de las B-lactamasas no garantiza la eficacia de los antibiéticos
contra infecciones en bacterias como Enterobacter spp., y la resistencia ha sido

usualmente asociada a la falla terapéutica o al proceso de infeccién (23).
2.1.3.2 Mecanismo de accién:

La pared celular de las bacterias es esencial para su crecimiento y desarrollo
normales (23). El peptidoglucano es un componente heteropolimérico de la pared
celular que brinda estabilidad y rigidez a su estructura de enrejado entrecruzado. .

Este peptidoglucano esta constituido por cadenas glucano que son ramas
lineales de 2 ' aminoazicares alternantest (N.acetilglucosamina y 4dc. N-
acetilmurdmico) entrelazadas por cadenas peptidicas. El componente péptido esta
constitufdo de los siguientes aminoécidos: L-ala, D-glu, L-lis, D-ala, D-ala (76). La
sintesis de la red ocurre en etapas, y es la final, en la que ocurre el enlazamiento
cruzado fuera de la membrana, las enzimas como la transpeptidasa y la
carboxipeptidasa contribuyen a catabolizar la sintesis del polimero de la pared
celular. La transpeptidacién es el sitio de accién de la penicilina y de otros
antibiéticos B-lactdmicos (30) (ver fig. 2).

La lisis bacteriana después de su exposicién a los.antibiéticos B-lact4micos
depende de la actividad de las enzimas autolfticas de la pared celular autolisinas
o mureinhidrolasas. La interferencia con el ensamble del peptidoglucano en
presencia de las autolisinas podrfa llevar a la lisis celular, pero el mecanismo
parece ser més complejo, al parecer la exposicién de la bacteria a estos antibiéticos
prodﬁce la pérdida de un inhibidor de las autolisinas (186).

Tipper y Strominger en 1965 (9), encontraron que la penicilina actuaba como
un andlogo estérico de la porci6n terminal D-ala de la cadena peptidica en el
crecimiento del peptidoglucano (31). La unién de las penicilinas por un enlace
covalente da como resultado la inactivacién de la transpeptidasa. En la ltima

década, esta hipotesis result6 cierta. Las enzimas que llevan a cabo las reacciones
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pora elaborar la pared celular, son las PFP. La formacién de un complejo acil-
enzima también ocurre cuando las f-lactamasas interactiian con las penicilinas. Las
Blactamasas son formas evolucionadas de las enzimas que sintetizan
peptidoglucanos, ya que éstas y las transpeptidasas tienen gran similitud en su
secuencia de aminoAcidos. Las PFP también son necesarias para el mantenimiento
y forma bacilar de la bacteria, o para los tabiques en la divisién (23). La inhibicién
de las transpeptidasas produce formacién de esferoplastos y la lisis rapida (PFP 2),
o puede también producir formas filamentosas largas de la bacteria (PFP 3).

Inhibicién da
sintesis do RNA

Inhibicién e la sintecis
s postaa (pr .

b tee kb 2eli

la
(por ¢ polimixinaa) -mpuu_nidu) .

Fig. 2 Mecanismo de acciéo de B-lactimicos en

2.1.3.3 Penicilinas.

Este grupo de antibi6ticos constituye uno de los més importantes para el
tratamiento de diversas enfermedades infecciosas (23). Aunque se han producido
muchos agentes antimicrobianos desde que se descubri la penicilina, este grupo

ha sido importante y ampliamente utilizado, con nuevos derivados en su niacleo
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bdsico para su produccion en cantidades elevadas. Muchos de estos tienen ventajas
tinicasy en la actualidad los derivados de este grupo de antibi6ticos, son utilizados
como eleccién para un gran ndmero de-enfermedades infecciosas (43).

La cadena lateral de las penicilinas determina muchas de las caracteristicas
antibacterianas y farmacolégicas de un tipo particular de penicilina. El
descubrimiento de que podian obtenerse cultivos de Penicillium chrysogenum llevé
al desarrollo de las penicilinas semisintéticas. La intensidad y duracién del
tratamiento con penicilinas es necesaria para abortar cierto tipo de infecciones ya
que este tipo de antibi6ticos son mds activos contra bacterias en su fase de
crecimiento logaritmico y tienen poco efecto sobre los microorganismos en Is fase
estacionaria, cuando no existe la necesidad de sintetizar componentes de la pared
celular (60) (ver cuadro 2).

Las penicilinas G y V son muy efectivas contra muchas especies de

cocos grampositivos y gramnegativos. Los estreptococos son muy susceptibles en
concentraciones minimas. Las penicilinas de amplio espectro como la carbenicilina

se extiende contra varias especies de Pseudomonas spp y bacilos gramnegativos.
2.1.3.3.1 Clasificacién de las penicilinas.

Las penicilinas han sido clasificadas de acuerdo a su espectro de actividad

antimicrobiano (ver cuadro 2) (23,76).
2.1.3.4 Cefalosporinas.

Las nuevas cefalosporinas ofrecen un amplio espectro de actividad
antibacteriana con baja toxicidad (9,20,40), la molécula basica de las cefalosporinas
ha sido modificada para incrementar la potencia, ampliar el espectro de actividad,
mejorar la estabilidad frente a las diversas 8-lactamasas y modificar las
propiedades farmacolégicas de estos antibiéticos por lo que han sido catalogadas

como miembros de la 1a, 2a'y 3a generacién. Al igual que las penicilinas, las

1n



cefalosporinas suelen ser antibiéticos bactericidas que acttdan inhibiendo la
biosintesis de la pared bacteriana (23,56) (ver cuadro 3).

Cuadro 2, Clasificacién de las Penlcilinas.

NOMBRE GENERICO RESIS. A LA ESPECTRO
PENICILINASA ANTIMICROBIANO

Penicilinas

Penicilina G NO Cocos grampositivos pero

Penicilina V poca a S, aureus.

Meticilina* ST 5. aureus

Ampicilina NO Bacterias gramnegativas

Aminopenicilinas

Carbenicilina** NO Bacterias gramnegativas
P.aeruginosa,
Enterobacter spp.
Proteus spp. indol +

Ureidopenicilinas

Piperacilina NO Pgeudomonas spp,

Enterobacter spp
y Klebsiella spp.

* Oxacilina, Nafcilina, Cloxacilina.
** DPicarcilina, Sulbenicilina.

Las cefalosporinas de 1la. generacién representadas por cefalotina y
cefazolina generalmente tienen un espectro similar de actividad antibacteriana.
Todas tienen una gran actividad contra estafilococos, no se usan en el
tratamiento de meningitis causadas por estos microorganismos debido a que no se
difunden al quido cefalorraquideo y aunque muchas veces muestran actividad

contra ciertos bacilos gramnegativos, son inefectivos contra muchas otras bacterias
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no entéricas como Pseudomonas y Acinetobacter (16).

La produccién de enzimas que inactivan cefalosporinas de primera
generacién condujo a la sintesis de compuestos mis estables a las f-lactamasas,
surgiendo de este modo los compuestos llamados de segunda generacién cuyo
espectro, ademds, es mejor para gramnegativos que positivos siendo los mas
utilizados el cefamandol, cefoxitina y el cefaclor (23). La sintesis de compuestos con
espectro antimicrobiano més reducido condujo a la sfntesis de compuestos llamados
de tercera generacion representados por la cefotaxima, ceftriaxona y ceftizoxima,
seguido de compuestos con actividad antipseudomonal como cefoperazona,
cefsulodina y ceftazidima. Estos antibiéticos tienen gran estabilidad contra muchos
gramnegativos debido a su afinidad por las PFP. Su actividad incluye a miltiples
enterobacterias resistentesy algunas tienen actividad especifica para Pseudomonas
spp (66).

Las llamadas "cefalosporinas de 4a. generacion”, cefepima y cefpiroma
(HR-810 y BMY-28142), exhiben una importante actividad contra multiples

enterobacterias y Pseudomonas spp. (11,59).
2.1.3.4.1 Clasificacién de cefalosporinas.

Las cefalosporinas se han clasificado de acuerdo a su mecanismo de

accién y espectro antibacteriano (ver cuadro 3) (23,10).
2.2 Resistencia antimicrobiana:

En las décadas de los cuarentas a sesentas el uso de agentes antimicrobianos
para el tratamiento de las infecciones bacterianas parecié ser la solucién a este tipo
de enfermedades; sin embargo, los patégenos rdpidamente desarrollaron
mecanismos de supervivencia lo que motivé la bitssqueda de nuevos antibiéticos (21);
En la mayoria de los géneros, los mecanismos de resistencia son miltiples y

representan la capacidad de los microorganismos de aumentar su sobrevida en.
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ambientes hostiles .a través de la adquisicién de determinantes genéticas, cuyo

orfgen puede ser 1a herencia o la mutacién (5,23).

Cuadro 3. Clasificacién de las Cefalosporinas.

ESPECTRO

NOMBRE GENERICO RESISTENCIA A

B-LACTAMASAS ANTIBACTERIANO
la. Generacidn.
Cefalotina* X Sensible Estafilococos,
Cefazolina E. coli,

2a. Generacidén.
Cefamandolx* Resistente
Cefoxitina

3a. Goneracidn.

Cefotaximak+* Altamente
Ceftriaxona Resistentes
Cefoperazona

Ceftazidima

4a. Generacién.
Cefepima Altamente
Cefpiroma Resistentes

Klebsiella spp.

Bacterias
gramnegativas,
cocos
grampositivos,
anaercbios,
(B, fragilis).

Bacterias
gramnegativas,
grampositivas y
P. aeruginosa.

bacterias
gramnegativas,
Pseudomonas spp.

* Cefapirina, Cefalexina, Cefradina, Cefadroxil; )
** Cefaclor, Cefuroxima, Cefonicin, Cefotetan, Ceforanida;

_*%x* Moxalactam, Ceftizoxima.

Estas determinantes por lo general se'encuentran en plésmidos (estructuras
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subcelulares de ADN, dependientes det genoma), que codifican la informacién para
la produccién de sustancias que hidrolizan, inactivan o impiden la entrada de los
antimicrobianos a la bacteria, evitando de esta manera su muerte (23,36).

Mientras los plasmidos pueden ser vectores de genes de resistencia, ellos
mismos pueden poseer segmentos moéviles de DNA Hamados transposones, que
tienen la habilidad de brincar de un plasmido a otre, o de este al cromosoma. Si la
entrada del pldasmido es inestable, el transposon puede quedar bien estabilizado en
el nuevo huésped por insercién dentro del pldsmido residente y/o dentro del
cromosoma. El transposon puede acarrear simple o maltiple resistencia; puede
entrar y permanecer estable en diferentes especies siempre que el vector entre;
siendo éste un plasmido o fago (30,55). El descubrimiento de resistencia transferible
provee las bases para entender la répida diseminacién de los factores de resistencia
a través de diferentes especies y géneros de bacterias para ayudar a la explicacién
de porqué diferentes géneros han sido envueltos en genes similares de resistencia.

En los tiltimos afios, la utilizacién indiscriminada de antibiéticos de amplio
aspectro y la automedicacién han favorecido la seleccién de microorganismos con
nuevos mecanismos de resistencia, fendémeno que ha aumentado en forma
desproporcionada y sin control, principalmente entre las bacterias gramnegativas
(39,72).

En México, la vigilancia epidemiolégica es relativamente reciente y algunos
brotes de multirresistencia son los que han obligado a las autoridades sanitarias
a esteblecer politicas de uso de antimicrobianos y han estimulado a los
investigadores al estudio de patrones epidemiolégicos de resistencia a los
antimicrobianos comunes (4,10,34). Un ejemplo de esto es el reportado en
Salmonella typhi resistente a cloranfenicol durante una epidemia surgida en
México, donde se reportaron més de 10,000 casos en pocos meses (19) por lo que Ia
resistencia de estas cepas fueron relacionadas a factores R estableciéndose normas
de control epidemioldgico en este tipo de brotes.

En el INNSZ, la sensibilidad reportada de Klebsiella spp, Serratia spp,
Pseudomonas spp, Citrobacter spp y Enterobacter spp, para amikacina fue de: 82%,
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23%, 50%, 81% y 13% respectivamente, estos organismos juntos causan el 80% de
las infecciones intrahospitalarias por gramnegativos en orina, sangre y heridas
(22,58,66).

En un estudio de vigilancia epidemiolégica realizado en el Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional (IMSS), la frecuencia de resistencia en
gramnegativos fue elevada especialmente en Pseudomonas spp, a cefalosporinas de
tercera generacién que alcanzd hasta el 65% y del 40% en el caso de

aminoglicésidos (amikacina), durante e! perfodo de febrero a octubre de 1986 (6).
2.2.1 Mecanismos de resistencia.

El uso de los antimicrobianes en el inicio de la terapia para diversas
infecciones debe tener una toxicidad selectiva en concentraciones toleradas por el
huésped ya que, interfiere con algunos procesos metabélicos de sintesis que
solamente existen en el microorganismo y no en el ser humano (47,62).

El desarrollo de la resistencia en los antibiéticos, envuelve cambios genéticos
estables heredados de generacién en generaci6n (29). A nivel celular y subcelular,
la mayor parte de los antimicrobianos actian en una de cuatro mecanismos
principales:

1) Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

2) Alteracién de la permeabilidad de la célula bacteriana a los antimicrobianos.
3) Inhibicién de la transcripeién del material genético y su traslacién.

4) Inhibicién del dcido nucléico.

Esta serie de mecanismos qhe resultan de la composicién bacteriana genética
puede actuar, y la bacteria puede asf ser resistente a los agentes antimicrobianos
por varios caminos que suelen ser: mutacién, transduccién, transformacién y
conjugacién (10,23).

No existen evidencias que las mutaciones resulten de la resistencia
microbiana por el agente antimicrobiano debida a la exposicién de uno o varios

antimicrobianos en particular, ya que suelen ser eventos al azar. Esta resistencia
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por mutacién sigue diferentes pasos dando lugar a alteraciones en la secuencia del
ADN del cromosoma bacteriano, lo que se traduce en la sintesis de proteinas
alteradas pero funcionales lo que modifica la accidon de los antimicrobianos.

En el caso de la transduccién interviene el bacteriéfago, en la transferencia
de la resistencia de un microorganismo resistente a uno sensible acarreando una
pieza de ADN. Por otro lado la transformacién envuelve un proceso en el que la
célula bacteriana incorpora del medio ambiente uno o més genes formados por otra
hacteria.

La conjugacién juega un papel importante en los mecanismos de resistencia
y envuelve 2 factores; uno liamado de resistencia (R), y otro el de resistencia
transferida (RTF) (42). La presencia de estos dos factores, son los responsables de
la sensibilidad a los antimicrobianos, o de la falla de la sfntesis de las enzimas que
inactivan a estos microorganismos. Muchas de estas bacterias son capaces de
codificar para la sintesis de proteinas tubulares y se cree que a través de ellos el
ADN se transmite de una célula a otra. Los pldsmidos no son esenciales para el
metabolismo de la célula, su pérdida es permanente ya que la célula no puede

regenerarlo, sélo adquirirlo de otra bacteria (36).
2.2.1.1 Mecanismos de resistencia a aminoglicésidos.

* Los aminoglicésidos son ‘ccmpuesws catiénicos que penetran en la capa
polisacarida extracelular per un transporte activo de difusién siendo modificados
en la membrana citoplasmica (10); son potencialmente bactericidas con un espectro
amplio que incluye a la inmensa mayoria de bacilos gramnegativos aercbios y
anaerobios facultativos y estafilococos (13). Las bacterias pueden tener dos tipes de
resistencia a aminoglicosidos, una de tipo natural y otra adquirida. Esta resistencia
puede ser ejercida por varios mecanismos y puede codificarse tanto en plasmidos

como en el cromosoma bacteriano (54) y estos son:
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2.2,1.1.1 Inhibiclén enzimdtica.
La principal forma de resistencia a los aminoglicésidos de los bacilos

gramnegativos se debe a la produccién de enzimas que inactivan al antibi6tico (10).
Se han descrito por lo menos 11 enz_imus que acetilan, fosforilan o adenilan
aminoglicésidos en los grupos amine e hidroxilo expuestos en sus estructuras
anulares, A estas enzimas se les denominan: acetiltransferasa (AAC),
adeniltransferasa (AAD) y fosfotransferasa (APH). Se cree que estas enzimas se
encuentran en la superficie externa de la membrana citoplésmica, en la que
podrfan interactuar con el antibi6tico e inactivarlo antes de que alcance su sitio
blanco (39).

La penetracion de los agentes antimicrobianos a través de la membrana
externa de los microorganismos gramnegativos dentro del espacio periplédsmico
puede retrasarse, ya que pueden ser alteradas por éstas enzimas en grupos
hidroxilo 0 amino especfficos, Al parecer estas enzimas interfieren en el transporte
del antimicrobiano al interior de la bacteria.

Los aminoglic6sidos se unen a la pared celular, en donde son inactivados por
las enzimas modificadoras situadas aquf (10,13). La conjugacién en cada caso es
catalizado por una enzima producida en la célula bacteriana como parte de su
informacién contenida en un plsmido extracromosomal.

Este proceso de unién debe ser irreversible, ya que es imposible observar en
el medio el antibiético modificado. La inactivacién aumenta en forma considerable
y el transporte de la célula se vuelve inefectivo debido a la presencia de estas
enzimas modificadoras y no se lleva a cabo la 2a. fase del transporte que depende
de energfa (EDP II) (23).

2.2.1.1.2 Alteracién en el transporte del antiblético.
La informaci6n que transmite esta resistencia es transportada en material
- genético extracromos6mico conocido como factor R. Esta es llevada en plésmidos
capaces de transferirlos de una bacteria a otra o de ésta a otras especies por

conjugacién. Cuando el aminoglicésido se incorpora en el medio liquido de las
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hacterins que conticne estas enzimas, dan lugar a su reproduccién (36,57).

E1 99% del liquido no se modifica aun, pero las bacterias no son inhibidas en
presencia del antibiético activo. En las bacterias existe la desorganizacion de la
membrana celular en el cual se suscita la pérdida en el control de la permeabilidad

en pequeias moléculas por lo que la célula muere.
2.2.1.1.3 Resistencia ribosomal.

El aminoglicésido modificado es presentado al ribosoma pero no puede unirse
a él, {en éste hay una acumulacién del antimicrobiano y la saturacién de los sitios
de transporte intracelular se encuentran disponibles) ya que la interaccién con el
ribosoma y el resultado de los efectos en sintesis de protefnas es un paso esencial
para la. accién de los aminoglicésidos (69). Aquf se establece el equilibrio entre la

concentracién externa y estos sitios blanco.
2.2.1.1.4 Alteraciones del sitio de accién.

La modificacién del sitio de accién es responsable de la resistencia a una
gran variedad de antibidticos incluyendo: beta-lactdmicos, aminoglicésidos,
macrélidos y otros. La mayoria de estas alteraciones inhiben el crecimiento
bacteriano al fijarse a una proteina que se encuentra en la membrana citopldsmica

las cuales son mediadas cromosémicamente (43).
2.2.1.1.5 Excrecién activa de antibié6ticos.

Debide a que el sitio de accién de los aminoglicésidos es el rihosoma se podriu
suponer que la disminucién en la afinidad de estos antimicrobianos seria uno de los
mecanismos mds importantes de resistencia, sin exﬁbnrgu, el que tiene una mayor
reclevancia consiste en la excresion dependiente de energia fuera de las bacterias

(28), gracias a la presencia de vesiculas que transportan el antibiético fuera de [a
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célula, codificadas por plasmidos. Este mecanismo se ha descrito recientemente
entre bacterins como E. coli resistente a quinolonas y aminoglicésidos

respectivamente (19).
2.2.2.1 Mecanismo de resistencia a fi-lactémicos.

Desde la introduccién de antibiéticos B-lactémicos para el tratamiento en
pacientes con diversas infecciones, en el ambiente hospitalario (23), se ha visto
increméntudo el ntimero de casos por multirresistencia a varios antimicrobianos.

Inicialmente los estafilococos resistentes a penicilina eran un problema
grave, recientemente han ocupado el lugar las bacterias gramnegativas incluyendo
anaerobios las cuales han sido la cause de maltiples brotes de cepas resistentes
mutantes (77).

Este problema es en gr;m parte debido a las B-lactamasas inducidas
encontradas en ciertas bacterias gramnegativas (55). Entre estos, el 100% poseen
este tipo de enzimas ( B-lactamasas) que intervienen en gran medida a la
resistencia cruzada, por lo que los antibiéticos B-lactdmicos tienen varias fallas
terapéuticas, debido a la adquisicién de pldsmidos mediadores de B-lactamasas (60).

Las bacterias resistentes a antibiéticos B-lactdmicos hidrolizan &} anillo
B-lactdmico de penicilinas y cefalosporinas que pueden ser clasificadas en base a
su hidrélisis de diferentes compuestos (30). .

En las bacterias gramnegativas la estructura superficial es méds compleja ya
que en la cédpsula la membrana interna esti cubierta de lipopolisacéridos. Ciertos
antibiéticos hidrofilicos se difunden a través de los canales acuosos de la membrana
externa formados por protefnas denominadas "porinas”. Las bacterias pueden
destruir los antibidticos 8-lactdmicos mediante mecanismos enziméticos aunque
puede haber aminohidrolasas que son poco activas y no protegen a las bacterias por
lo que las B-lactamasas son capaces de inactivar algunos de estos antibiéticos y asf
hidrolizar el anillo B-lactdmico.

En las bacterias gramnegativas las B-lactamasas se encuentran en
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cantidades pequenas localizadas en el espacio peripldsmico de la membrana interna
y externa. Estas enzimas estén codificadas en cromosomas o plasmidos y pueden
ser constitutivas o inducibles. Los plésmidos pueden transferirse entre las bacterias
mediante conjugacién, y pueden hidrolizar a penicilinas, cefalosporinas o ambas,
Los antibiéticos B-lactdmicos pueden detener el crecimiento de las bacterias
con una falta de autolisinas, pero Ia lisis no se produce y la bacteria permanece
viable. Se dice que este tipo de bacterias son "penicilina-tolerantes" y se han aislado

de bacterias grampositivas con infecciones persistentes (16).

2.2.2.2 Mecanismo de resistencla a penicilinas y cefalosporinas de amplio

espectro.

" Las antibiéticos B-lactémicos comolas penicilinas y cefalosporinas, suelen ser
bactericidas ya que actian inhibjendo la biosintesis de {a pared celular bacteriana
(23).

La resistencia a las penicilinas y cefalosporinas se relaciona generalmente
a la incapacidad del antibi6tico de alcanzar sus sitios de accién, o saiteraciones en
Ias protefnas de unién con el antibiético, de modo que no se realiza esta interaccién
con las enzimas bacterianas (B-lactamasas) que puedeﬁ hidrolizar el anillo
B-lactdmico e inactivar a las penicilinas y cefalosporinas y de este modo las
bacterias pueden destruir a estos antibiéticos (39).

Si el antibidtico se une sblo con una enzima a Ja que inactiva una mutacién
en la codificacién genética de esa enzima, hidrolizan la unién amida en el anillo
B-lactAmico de los antibiéticos sensibles e inactivan estos compuestos. La mayor

A

parte de los bacilos gr tivos pr 1 8l menos una B-lactamasa mediada

cromosémicamente siendo enzimas especificas para género y especie. Estas

B-lacta se encuentran en el espacio peripldsmico entre la membrana externa

e interna de los bacilos gramnegativosy presentan una barrera para la difusion de
estos antimicrobianos al interior de de la célula (23) (ver fig. 3).

La resistencia in vitro de las diferentes penicilinas y cefalosporinas a las

21



B-lactamasas son variables y pueden clasificarse en tres grupos:

1) Las sensibles a la mayor parte de las B-lactamusas de algunos bacilos
gramnegativas. ’

2) Las resistentes a algunas B-lactamasas como &, coli, Klebsiella spp. y Proteus
mirabilis.

3) Las resistentes a la mayor parte de las B-lactamasas de gramnegutivos..

Porinas

Pared catular {8 ﬁ gR
88 j44
peptidoglucano . LN T2

Espacio periplismico—e @ ©® o @
° g\ .

Membranal_,
[ .
Y i
Proteinss Blactarmana
Fig. 3 R 6o de la cflule y localizacidn de la 8-} en bucteri

Muchos problemas clinicos incluyen la emergencia de la resistencia durante
la terapia, esta se ha visto limitada cuando ocurre la maltiple resistencia y es
debida a tres mecanismos que han sido encontrados como responsables de esta
resistencia (61). .

1.- Multirresistencia a 8-lactdmicos por la induccién cromosomal de B-lactamasas
debido a la creacién de barreras no hidroliticas que bloquean el acceso a la protefna
blanco dentro de la célula.

2.- Produccién de fi-lactdmicos-arminoglicosidos resistentes, que envuelven un
cambio en la permeabilidad fuera de la membrana,

3.- Enzimas como las cefalosporinasas que pueden penetrar rdpidamente dentro de
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la célula presentando una actividad de resistencia.

La estabilidad de las B-lactamasas no garantiza la eficacia de los antibisticos
contra infecciones debidas a la produccién de B-lactamasas en las bacterias y esta
resistencia ha sido usualmente asociada a la falla terapéutica o al proceso de la
infeccién.

Aunque la mayorfa de las cefalosporinas de 3a. generacién son relativamente
resistentes a la hidrélisis por las B-lactamasas bacterianas, existen pocos informes
sobre la resistencia de estos agentes por Enterobacter, Serratia y Pseudomonas
spp.(61).

Estas caracterfsticas han sido examinadas para ceflazidima, HR-810y BMY-

28142, las cuales son cefalosporinas de amplio espectro estables a 3-lactamasas.
2.3 Epldemiologia nosocomial.

Hasta hace unos 40 afios los cocos grampositivos eran los causantes de la
mayoria de las enfermedades infecciosas, y no se les atribufa ningan papel
patégeno fuera de circunstancias muy especiales. A través del tiempo las bacterias
gramnegativas fueron adquiriendo importancia clfnicay en el aspecto patogenicidad
se distingufa al género P. aeruginosa conocida por su capacidad de infectar heridas,
y en muy raras ocaciones capaz hasta de producir septicemias (51).

En la década de los 50's hacen su aparicién los antibiéticos de amplio
espectro, acelerdndose asf la evolucién de los bacilos gramnegativos, encontrdndose
en toda clase de procesos infecciosos en forma severa, especialmente cuando
producen septicemias (27,51).

La mayoria de las bacterias gramnegativas poseen lipopolisacdridos
complejos en su pared celular y han adquirido una importancia reelevante debido .
a que en la actualidad se ha incrementado en nimero de infecciones por estas
bacterias en los hospitales (35). Estos bacilos gramnegativos son llamados
"oportunistas’ porque provocan diversas enfermedades en pacientes’

inmunosuprimides, ya'que constituyen un grupo grande de bacterias comensales
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de intestino, colon, vias respiratorias y tracto urinario,

Recientemente estas bacterias han sido causa de un porcentaje alto de
morbi-mortalidad (4), debido a que son el producto de una serie de mecanismos de
multirresistencia obtenidas mediante la herencia o mutacién en cambios genéticos
a antibi6ticos especificos.

Es debido a esto, que la epidemiologia nosocomial de los bacilos
gramnegativos radica, no sdlo en conocer sus patrones de resistencia, sino tratar
de controlar este tipo de enfermedades causadas por estos bacilos gramnegativos
con una morbi-mortalidad, que ocurre del 2 al 10% de los pacientes admitidos en
hospitales generales, sin embargo, estas cifras pueden llegar a ser mayores en

_centros de tercer nivel (1,15) debido a la naturaleza de las enfermedades
subyacentes en estos enfermos y a su estancia prolongada en el hospital, con un
incremento en los costes de la atencién y un aumento substancial en la mortalidad
(52).

Estas infecciones pueden ser de tipo endégeno o exégeno, las endégenas son
ocasionadas por microorganismos que estdn presentes en la flora normal del
paciente y las exégenas por microorganismos que se adquieren por la exposicién al
personal del hospital, servicios médicos o el medio ambiente hospitalario.

Un gran niimero de infecciones (4,34), son producidas por cepas bacterianas
con mltiple resistencia antimicrobiana. Existen varios factores de transmisién por
loa cuales los microorganismos adquieren una multiple resistencia y estos suelen
ser (4,23): readmisién de los pacientes al hospital, transferencia de pacientes de un
lugar a otro, pacientes con cuidados y equipos especiales (sondas, didlisis, catéteres
etc.), pacientes con heridas quirdrgicas o de otro tipo, contaminantes del medio
ambiente, alimentos contaminados, presién del antibiético (multirresistencia y/o
dosis inadecuada del antimicrobiano), transmisién de persona a persona por medio
del personal del hospital (4,34,51).

Entre los bacilos gramnegativos Klebsiella spp. (46), ha sido el que més
predomina causande una diversidad de enfermedades. Este organismo usualmente .

se ha visto relacionado junto con Enterobacter spp y Serratia spp. (41,64) como
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miembros de la tribu Klebsicllae (2) . En afios recientes Klebsiella spp y
Pseudomonas spp, los cuales son agentes etiologicos de una gran diversidad de
infecciones tienen una elevada mortalidad (75), y sc les ha visto frecuentemente
asociado a’ infecciones del tracto respiratorio bajo (46), asf como bacteremias,
septicemias, pneumonia, abscesos etc. por lo que han sido una causa de infecciones
nosocomiales, esta incidencia se incrementa y se relaciona al uso de antibiéticos
Jjunto con los procedimientos en hospitales.

La resistencia de este tipo de bacterias en hospitales, a maltiples
antibidticos, ha sido debida a la presencia de factores R y se le encuentra

frecuentemente en el medio ambiente, en el aire, suelo o en otras superficies.
2.3.1 Métodos de Investigacién.

Se han implementado varias técnicas en la investigacion de brotes
epidémicos desarrollados en los hospitales para su identificacién répida en el
laboratorio (7), y una de las que mas se han utilizado es la serotipificacién la cual
ha tenido un importante papel a nivel mundial.

Se han realizado diversos esfuerzos en la industria farmacéutica para
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos con actividad sobre los organismos
resistentes gracias al conocimiento que se ha logrado con el estudio de los
mecanismos de resistencia bacteriana (21).

La biotipificacién con sistemas comerciales como el APl 20E, as{ como la
propuesta por Grimont (24), (prueba de asimilacién, produccién de pigmento y
reduccién de tetrationato), asf como la maltiple tipificacién en cepas de E. coli
descrita por Wilson M.1. (76), ( pruebas de fermentacidn, resistotipificacién,
‘hemaglutinacién y. pruebas de sensibilidad de antibiéticos) son de ayuda para
caracterizar a las cepas, siendo una herramienta epidemiolégica para los
microbiélogos clinicos.

Otras técnicas empleadas por diferentes sistemas son (5,46,564):

fagotipificacién, produccién de la sensibilidad por bacteriocin, zimotipificacién,
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antibiograma, produccién de klebocin asf como técnicas mis sofisticadas como el
perfil plasmidico, susceptibilidad a antibiticos como aminoglicésidos y
beta-lactamicos de amplio espectro, polimorfismo enzimédtico, con la subsecuente
produccién de prodigiosin y marcadores pldsmicos, andlisis automatizado de los

niveles proteicos de 85-S-metionina por electroforesis SDS (5).
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Capitulo 3 PARTE EXPERIMENTAL.
3.1 Diagrama de flujo.
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8.2 MATERIAL, REACTIVOS, MEDIOS DE CULTIVO Y EQUIPO.
3.2.1 Material biolégico:

Durante el estudio se utilizaron 304 sislados clinicos de diferentes sitios de
y de muestras clinicas provenientes de paci‘entes de consulta externa y pacientes
de el hospital; de mayo de 1989 a enero de 1990 en el INNSZ.
CEPAS CONTROL: Se utilizaron como cepas control: E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853 y S. thyphi ATCC 6539.

+.8.2,2 Material de laboratorio:
Portaobjetos.
cubreobjetos.
asas de nicromo.
tubos de vidrio de 12 x 75, 75 x 75, 13 x 100.
pipetas pasteur.
isopos.
pinzas.
mechera.
microplacas estériles.
puntas para pipetas automaticas.
viales estériles.
recipientes de vaciado.
pipetas graduadas de iml, 5miy 10ml
espétula.
algodén.
placas de poliestireno estériles.
filtros estériles con membranas millipore 0.45u.
jeringas estériles de 5ml y 10ml.

bolsas de plastico estériles.

28



papel filtro y tijeras.

3.2,3 Medios de cultivo:

Agar MacConkey.(Beckton Dickinson).

Agar Nutritivo. (Beckton Dickinson).

Caldo infusién cerebro corazén (BHI). (Beckton Dickinsen).

Caldo soya tripticasefna. (Beckton Dickinson).

Caldo Mieller-Hinton suplementado.(Beckton Dickinson).

Agar Mueller Hinton. (Beckton Dickinson).

Agar TSI: Agar triple aztcar hierro. (Beckton Dickinson).

Agar LIA: Agar lisina hierro. (Beckton Dickinson).

Agar Citrato de simmons. (Beckton Dickinson).

Agar SIM: Agar sulfhidrico, indol, movilidad. (Beckton Dickinson).
Medio Voges-Proskauer: Rojo de metilo. (Beckton Dickinson).
Agar DNAsa: (Difco Laboratories).

Caldo urea sacarosa: Surraco. (Difco Laboratories).

Agar MIO: Agar movilidad, indol, ornitina. (Beckton Dickinson).
Caldo LOA: lisina, ornitina y arginina descarboxilasa. (Beckton Dickinson).
Agar Base mineral. (Beckton Dickinson).

Agar bacteriolégico. (Beckton Dickinson).

Pelptonn. (Beckton ljickinson).

Agar soya tripticasefna. (Beckton Dickinson).

3.2.4 Equipo de laboratorio:

Centrifugas, (Beckman).

Estufas o Incubadoras. (Prescision Thomas Cientific). Mechanical convection
incubator.

Microscopio de luz blanca. (Zeiss)

Pipetas multicanal automaticas de 50 pl. (Dynatech).

Pipetas automaticas de 1 ml. (Sigma Chemical Company).
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Balanza analftica. (Mettler).
Selladora eléctrica de bolsas de pléstico.
Refrigeradores con temperatura de -20°C y -70°C. (IEM y Forma Scientiﬁé).

Espejo concavo de lectura,

3.2.5 Reactivos: o

Fosfato dibasico de sodio Na,HHPO, .(Baker Analyzed).

Cloruro de potasio KCl (Baker Analyzed).

Hidréxido de sodio NaOH. 97-98% (Baker Analyzed).

Ac. clorhfdrico HCl. (Baker Analyzed).

Glicerol. 87% (Sigma Chemical Company).

Cloruro de sodio NaCl. (Baker Analyzed).

Cloruro de Magnesio MgCl,. (Baker Analyzed).

Cloruro de calcio CaCl;.2H,0. 94-97% (Baker Analyzed).
Fosfato monobésico de sodio NaH,PO,. 99% (Baker Analyzed).
Ac. p-amino-benzéico. (Bioxon).

Ac. 3-meta-hidroxi-benzoico. (Sigma Chemical Company).

Ac, hiptrico. 99%
D-L-carnitina. 98%
L-fenilalanina.
Tirosina.

Dulcitol.
m-Eritritol.

Ac. propiénico.
D(+) Glucosa.

Ac. Quinico. 99%
Trigonelina.
Tiocianato de potasio K,S,0,. (Baker Analyzed).
Fosfato monopotéasico KH,PO,. (Baker Analyzed).
Fosfato dipotasico K;HPO,. "
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Sulfato de magnesio heptahidratade MgS0,.7H,0. (Baker Analyzed).

Sulfato de amonio (NH,)280,. 99% (Baker Analyzed).
Azul de Bromotimol. (Sigma Chemical Company).

8.2.6.1 Agentes antimicrobianos.

Discos para la prueba de difusién en agar:

ANTIBIOTICO LABORATORIO CONCENTRACION
Amikacina Bristol 30 pg
Gentamicina Scheramex 10 pg
Tobramicina Lilly 10 ug
Netilmicina Scheramex 30 pg
Carbenicilina Bigaux diagnostica 100 pg
Piperacilina Difco 100 pg
Cefoperazona Difco 75 ug
Ceftriaxona Roche 30 pg
Ceftazidima Oxoid 30 pg

Antibiéticos empleados para 1a Concentracién Minima Inhibitoria

(CMI).

ANTIBIOTICO LABORATORIO POTENCIA CONCENTRACION
Amikacina Bristol 905 512 ug/ml
Gentamicina Sheramex 643 256 pg/ml
Tobramicina Lilly 934 256 pg/ml
Netilmicina Sheramex 584 256 pg/ml
Carbenicilina Sanfer 838 2048 pg/ml
Piperacilina Lederle 1003 256 pg/ml
Cefoperazona Pfizer 947 512 pg/ml
Ceftriaxona Roche 1000 256 pg/ml
Ceftazidima Glaxo 845 256 pg/ml
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3.2.6 Preparacién de reactivos.

3.2.6.1 Preparacién de medios y reactivos para tipificacién bioquimica de
Klebsiella y Serratia.

1) Agar base mineral composicién:

KH,PO, 2g
K,HPO, 3g
MgSO,.7H,0 0.2¢g
NaCl 3g
(NH,)280, 1g
Agar bacteriolégico 5g
Agua desionizada 1000m1
pH= 7.1+ 2

Pesar las cantidades indicadas y colocarlos en un matraz de 2 1t. Calentar a
ebullicién hasta la disolucién completa de los ingredientes. Distribuir en matraces
volumétricos (500 ml) 390 ml., esterilizar 151b\15min.

2) Solicién amortiguadora de fosfatos: (28mM NaH,PO, y 72mM Na,PO,)

NaH,PO, 1.7274g
Na,HPO, 20.4428g
Agua desionizada - 2000m!
pH=7.1+2

Pesar las cantidades indicadas y disolver completamente, Distribuir en tubos
con tapén de rosca de 16 x 175 alfcuotas de 4.5 ml y 3 ml. Esterilizar en autoclave
151b\ 15min.

3) Sustratos para K. ﬁneunmnicw y Serratia spp. a una concentracion final de 0.1%
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a) Benzoato:

Ac. p-amino-benzéico. 0.4 g.
NaOH (1 N) 1.06 mi.
Agua desionizada cbp. 10 ml.

En un matrez aforado de 10 ml, pesar el dcido y agregar 1.06 ml. de NaOH,
agitar hasta su disolucién total; aforar a 10 ml. con agua desionizada. Esterilizar
a través de filtros de membrana tipo HV 0.45¢ (Millipore Corp., Bedford, Mass.).

b) m-hidroxi-benzéico:
Ac.3-meta-hidroxi-benzéico 04 g.

Agua desionizada caliente cbp. 10 ml.

En un matraz aforado de 10 m), pesar el deido y agregar el agua desionizada

caliente hasta su disolucién total, esterilizar a través de filtros de membrana 0.45u.

c) Hipurato, Carnitina, Fenilalanina, Eritritol.

Ac. Hipirico 04g
D-L-Carnitina 04 g
L-Fenilalanina 04g
Eritritol 0.4 g.

Agua desionizada cbp.. 10 ml. chu.

En un matraz aforado de 10 ml, pesar de.cada uno de los sustratos las
cantidades sefialadas por separado y aforar a 10 ml. de agua desionizada hasta su

disolucién total. Esterilizar a través de filtros de membrana 0.45;.

d) Tiragina.
Tirosina 04g.
NaOH (1 N) 0.66 ml.



Agua desionizada cbp. 10 ml.

En un matraz aforado de 10 ml, pesar la tirosina y agregar 0.66 ml. de NaOH,
agitar hasta disolucién total. Aforar a 10 ml con agua desionizada y esterilizar a

través de filtros de membrana 0.454.

e) Dulcitol.
Dulcitol 04 g
Apgua desionizada caliente cbp. 10 ml.

En un matraz aforado de 10 ml, pesar el dulcitol y agregar agua desionizada
caliente hasta su disolucién total. Aforar a 10 ml y esterilizar a través de filtros de
membrana 0.45u.

f) Propionato.
Ac. propiénico (concentracién de 0.4%) 16g.
Agua desionizada cbp. 10 ml.

En un matraz aforado de 10 ml, pesar el 4cido a la concentracién indicada y
agregar agua desionizada hasta su disolucién total. Aforar a 10 ml y esterilizar a

través de filtros de membrana 0.45u.

&) Glucosa.
D(+) Glucosa (concentracién de 0.05%) 02g.
Agua desionizada cbp. 10 ml. ~

En un matraz aforado de 10 m}, pesar la glucosa a la concentracién indicada
y agregar agua desionizada hasta su disolucién total. Aforar a 10 ml y esterilizar

- a través de filtros de membrana 0.45u.
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h) Ac. Quinico.
Ac. Quinico 02¢g.
Agua desionizada, alcohol o 4c. acético glacial (caliente) cbp 200 mi.

En un matraz aforado de 10 m, pesar el dcido y agregar alcohol caliente hasta
su disolucién total. Aforar a 10 ml y esterilizar a través de filtros de membrana
0.45u.

i) Trigonelina.
Trigonellina 02g.
Agua desionizada cpb 200 ml

Enun matraz aforado de 10 ml, pesar el sustrato y agregar agua desionizada
hasta su disolucién total. Aforar a 10 ml y esterilizar a través de filtros de

membrana 0.45u.

J) Reduccién de tetrationato,

Tiocianato de Potasio 0.5g.
Azul de Bromotimel 0.2% (g/vol) 2.5 ml.
Agua desionizada 100 ml.
Peptona (caldo) lg
NaCl 05g.
pH=17 A

En un matraz pesar las cantidades indicadas y disolver en agua desionizada

hasta su disolucién total. Esterilizar a través de filtros de membrana 0.45p.

k) Produccién de prodigiosina.
Agar Soya tripticasefna 2 cajas.
Utilizar cajas de agar soya tripticasefna preparadas por los laboratorios

comerciales.
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3.3 METODOLOGIA.
3.3.1 Métodos de sensibilidad:

Llevar a cabo las técnicas de difusién en agar (Kirby-Bauer) en agar Mueller
Hinton ajustando el in6culo aproximadamente 1.5 x 10" UFC/ml..en caldo BHI.
Colocar los sensidiscos con los antibi6ticos correspondientes, incubar las placas a
37°C de 18-24 hrs. En el caso de la concentracién minima inhibitoria (CMI) utilizar
caldo Mueller-Hinton suplementado con cationes Ca++ y Mg++ ajustando el inéculo
aproximadamente 1.5 x 10 UFC/ml., en caldo BHI. Posteriormente ajustar el
inéeulo en solucién ameortiguadora de fosfatos y/é inocular en las plaéas con los
antimicrebianoes correspondientes: amikacina (AN), gentamicina (GE), tobramicina
(TB), netilmicina (NT), carbenicilina (CB), piperacilina (PIP), cefoperazona (CFP),
ceftriaxona (CRO) y ceftazidima (CAZ). Incubar a 37°C de 18-24 hrs. y leer. (40).

3.3.2 Método para la tipificacién blogquimica de los géne;-os Kilebsiella y
Serratia.

1. Preparacién de los medios con sustrato:

Para preparar las cajas, utilizar un matraz con 390 ml de medio base y agregar
los 10 ml del sustrato correspondiente, agitar suavemente y vertir en cajas petri
estériles aproximadamente 20 ml por caja. Dejar solidificar. Guardar en bolsas de
pléstico y refrigerar a 4°C. (no deben usarse después de 4 semanas).

2. Técnica de biotipificacién:
La técnica de biotipificacién es hecha por duplicado sobre placas de medio

base mineral y sustrato previamente descrito. Tomar 3 o 4 colonias de un cultive

de cepas de 18-24 h en medio de MacConkey o agar nutritivo de las cepas problema
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fosfatos ajustdndose a una turbidez 1 de McFarland; agitar y centrifugar a 2500
rpm. durante 10 min. decantar el sobrenadante y agregar nuevamente 3 ml de
buffer, este lavado se realiza 3 veces (lodo en condiciones estériles). La
concentracién final del indculo debe estandarizarse al 0.5 de McFarland.

Posteriormente hacer una dilucién 1:10 de esta suspension (4.5 m! de buffer de
fosfatos + 0.5 ml del indculo) homogenizar suavemente, ya que ésta es usada para
la inoculacién de las placas, conteniendo una concentracién final de 3 x 10° UFC/ml.
Utilizar una asa calibrada de 10ul y proceder a estriar las placas previamente
divididas en 8 partes, para cada inoculacién esterilizar el asa para evitar su
contaminacién. Marcar claramente cada una de las placas con su correspondiente
sustrato y el nimero o clasificacién de la muestra.

Sellar las placas con pape! parafilm para evitar su deshidratacién y/e incubar
a 30°C durante 14 dfas, ‘

Estapruebade asimilacién es lefda después de 4, 7y 14 dfas de su incubacién,
dando como un cultivo positivo (# 1) a aquellas colonias bien definidas a simple
vista y aquellas que aparecen muy pequefas o puntos no definidos como cultivo
negativo (# 0).

Comparar las placas inoculadas con placas de glucosa el cual es usado como
control positive y el medio base mineral como control negativo.

) En el caso de bacterias como Serratia spp, para confirmar la produccién de

prodigiosina, inocular placas de agar soya tripticasefna e incubar a 37°C, leer de

12 a 24 brs. y confirmar la produccién de cepas pigmentadas.
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Capftulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Resultados:

Durante el perfodo de estudio, se recuperaron 304 aislados clinicos de bacilos
gramnegativos provenientes de pacientes de consulta externa y del hospital.

En relacién al sitio de infeccién descrito en la Tabla 1, se indica que los sitios
de aislamiento més frecuentes fueron el tracto urinario (37%) y las secreciones de
heridas (31%), de los pacientes hospitalizados. En esta misma tabla se sefiala la
frecuencia de las bacterias aisladas en las.que predominan P. aeruginosa (36%),
seguidas de las enterobacterias siendo las més comunes Klebsiella spp. (30%)
Enterobacter spp. (21%) y C. freundii (8%). Serratia spp. fue el organismo menos
frecuente (5%); y la mayorfa de estos {91%) fueron aislados de urocultivos de
pacientes de consulta externa. ’

La sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion en agar para
determinar la susceptibilidad de los 304 aislados clinicos se muestra en las tablas
2 a 6; como se observa en la tabla 2, P. aeruginosa presenta una alta resistencia
alos aminoglicésidos carbenicilinay piperacilina en ambas poblaciones estudiadas.

Ceftazidima fue el antibiético 8-lactdmico que mostré la mayor actividad
contra P. acruginosa (52%); aungue por el método de microdilucién la cefoperazona
presenté una actividad semejante. P. aeruginosa tuvo mayor resistencia a
gentamicina y piperacilina que otros aminoglicésidos y B-lactdmicos
respectivamente.

En el caso de las enterobacterias se detectdé una mayor resistencia a
tobramicina que otros aminoglicésidos y en el grupo de los B-lactdmicos a
carbenicilina y cefoperazona.

Una vez realizado el método de escrutinio de los 304 aislados clinicos, s6lo
189 muestras (62%) fueron utilizadas para realizar la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por microdilucién (CMI); a los mismos antimicrobianos.

La desicién que condujo a trabajar s6lo con este niimero de muestras fue

debido a que los 304 aislamientos clfnicos pertenecian a un mismo paciente o no



presentaban un patrén de resistencia a 1 o mas antibiéticos citados en los objetivos.

En la tabla 7 se observa que en el grupo de los aminoglicésidos P. aeruginosa
mostrd tener en tobramicina una buena actividad sobre este gérmen, la amikacina
presenta baja resistencia y netilmicina una actividad disminuida (ver fig.1). En el
caso de Enterobacter spp. y Serratia spp., la gentamicina parece ser un buen
antibiético (ver fig. Il y IX), la amikacina présenta una baja resistencia en ambos
casos y tobramicina para Entercbacter tiene una baja actividad y para Serratia una
alta resistencia. Para Klebsiella spp. y C. freundii la amikacina es uno de los que
mejor actiia (ver fig. V y VII) y gentamicina en el caso de Citrobacter presenta una
baja resistencia.

En el caso de los antibiéticos -lactdmicos que se muestran en la tabla 8 las
bacterias aisladas como P. aeruginosa, Enterobacter spp. Klebsiella spp. C. freundii
y Serratia spp. mostraron tener un patrén semejante de resistencia a carbenicilina
(ver fig. II,IV,V1 y VIII). En cuanto a piperacilina es uno de los antibiéticos que
presenta una buena actividad en general.

Dentro de las cefalosporinas de tercera generacitn, la cefoperazona resulta
ser un antibiético con una alta resistencia , ceftriaxona tiene una buena actividad
en C. freundii y Serratia spp. en el caso de P. aeruginosa presenta una elevada
resistencia. la ceftazidima mostré una buena aciividad contra P. weruginosa,en
caso de Enterobacter spp. con una alta resistencia y Klebsiella spp. resultd tener
una mejor actividad.

Los resultados anteriores confirman la alta resistencia presentada a los
derivados penicilinicos, seguidos de los aminoglicosidos y cefalosporinas de tercera
generacién respectivamente.

Los resultados de sensibilidad por el método de escrutinio (difusion en agar)
y el confirmatorio (CMI), que se muestran en la tubla 9, observamos en general una
buena concordancia por la prueba estadistica de kappa, lu cual relaciona 2 o mis
pruebas indicando grados de concordancia ("excelente, moderada y deficiente”) con
una discrepancia notoria en Serratia spp., donde no huho correlacion con aumbos

métodos en antibidticos como netilmicing, cefoperazona y amikucina, En ol caso de
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métodos en antibiéticos como netilmicina, cefoperazona y amikacina. En el caso de
C. freundii no existid correlacion con la tobramicina y Klebsiclla spp., con
cefoperazona.

En el estudio de tipificacién bioquimica de los aislados clinicos se utilizé el
método de Grimont (25,26), para Serratia spp. (ver tabla 10), y se*encontraron 6
diferentes biotipos, con predominio del bioér‘upo A 5/8 con un namero mayor del
grupo A 8b en sitios como el tracto urinario, en pacientes de consulta externa. En
este biotipo se muestra una patron uniforme de resistencia remarcado en la
carbenicilina y la piperacilina con una sensibilidad a cefiriaxona y ceftazidima,

La alta frecuencia con la cual K. pneunioniae se encontrd en el estudio,
decidié realizar la prueba de biotipificacién. En la tabla 11, se sefiala el aislamiento
de 9 diferentes biotipos con predominio del biogrupo 570, en pacientes del hospital
sobre los de consulta externa. Es importante indicar que todos los biotipos aislados
de muestras clinicas de orina presentan una alta resistencia a la tobramicina, la
carbenicilina y la piperacilina. También resulta interesante destacar que para este
microorganismo la sensibilidad presentada es alta en cefalosporinas de 3a.

generacion.
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TABLA 1. Origen y sitios de aislamiento de 304 bacilos gramnegativos durante un periodo de 9 meses

en el Instituto Nacional de la Nutricién "Salvador Zubiran™

siT10 DE ATSLAMIENTO
GERMEN ORIGEN | ORNA  SANGRE  VIASAEREAS SEC.PURULENTAS  TENIDOS LIQUIDOS  CATETERES

No.TOTAL

P. aeruginosa. . H[47] | 1582 2(4) 12 {25) 12 (25) 4(9) 2 (5) -
CE [63] | 1629 3(5) 12 {19) 22 (35) 4(6) 5(8) 1)

Enterobacter spp., H({36] | 12633 10} 6 (17} 12 33) 103) apn | -
CE[26] | 968 . 2M 9 (35) 1(8) 5 (19) .

Klebsiella spp. H {43} | 2008 1@ ey - 10 (23) 12 208 -
CE [ag] | 21y 39 a9 12 (29) a8 4(8) 10

C. freundii. H{11] | 3en : - 7(63) 1@ - .
CE[13] | 5(38) - - 7(59) - 10 -

Serratia spp. H [5] 120 - - 3 (60} 120 - -
CE1]] oM | - - 1(9) . .

Total Htaz) | 11260 | 10@) | 4509 | sy 176 B 20
CE [162} :

- W——— G ___
H: pacnen[es liosplfahzaaos; CE: pamenles deconsulta ex[ema; z%i; l ]: no. total de muestras recibidas.



TABLA 2. Sensibilidad antimicrobiana por difusion en agar de P. aeruginosa
aislado de muestras clinicas de los pacientes atendidos en e} INNSZ
de mayo de 1989 a enero de 1990.

ANTIHICROBIANO HOSPITAL (%) CONSULTA EXTERNA(V)
(N=47) (N=63)

R 1 S R I s
Amikacina 53 - 47 LY) - 52
Gentamicina a1 - 19 19 - 20
Tobramicina 59 - 40 49 - 51
Netilmicina 12 - 27 7 - 28
Carbenicilina 59 - 40 59 1 39
Piperacilina 66 - 34 54 - 46
Cefoperazona 57 - 42 49 - 51
Ceftriaxona 57 6 36 51 s 44
Ceftazidima 49 2 49 46 - 54

Ri: Resistente; I: Intermedic; §: Sensible; Mi No, de casos.

TABLA 3. Sensibilidad antimicrobiana por difusién en agar de Enferobacter
spp aisiado de muestras clinicas de Jos pacientes atendidos en el
INNSZ de mayo de 1989 a enero de 1990,

ANTIMICROBIANO BOSPITAL (%) CONSULTR EXTERNA(%)
(K=36) (N=26)
R b s R | 1 s
Amikacina 43 6 51 18 - 81
Gentamicina 46 3 51 37 - 63
Tobramicina 66 - 34 33 - 66
Netilmicina 60 - 10 29 - 70
Carbenicilina 83 3 14 41 4 52
Piperacilina 71 6 23 33 7 59
Cafope‘raznna 60 - 40 29 - 70
Ceftriaxona 46 3 51 37 - 63
Ceftazidima S3 - ! @ 37 - 63

R: Resistente; I: Intermedio; 5: Sensible; N:i No. de casos. -
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TABLA 4. Sensibilidad antimicrobiana por difusion en agar de Kiebsiella spp
aislado de muestras clinicas de los pacientes atendidos en el INNSZ
de mayo de 1989 a enero de 1990, '

ANTIMICROBIANO HOSPITAL (%) CONSULTA EXTERHA(%)
(N=43) (N=49)

R T s R I s
Amikacina . 21 - 79 29 - 71
Gentamicina 42 - 58 27 - 73
Tobramicina 42 - L1:] 25 - 75
Netilmicina 39 - &0 23 - 77
caxbanicilinn 81 - ie 79 4 16
Piperacilina 46 - 53 29 2 66
Cefoperazona 39 - 60 25 2 73
Ceftriaxona 21 2 76 19 2 79
Ceftazidima 14 - a6 12 - 87

R: Resistente; I: Intermedio; Si Sensible; Kt No. de casos.

TABLAS,  Sensibilidad antimicroblana por difusién en agar de Citrobacter
freundifaislado de muestras clinicas de los pacientes atendilos en
el INNSZ de mayo de 1989 enero de 1990.

ARTIMICROBIANO HOSPITAL (%) CONSULTA EXTERNA(%)
(N=11) (N=13)
R 1 s R I ]
Amikacina 50 - 50 14 7 78
Gentamicina . 50 - so 50 - 50
Tobramicina 58 - 41 18 - 21
Netilmicina 58 - 41 36 - 64
Carbenicilina 66 - 33 64 - 36
Piperacilina 58 - 41 50 14 36
Cefoperazona 33 - 67 43 14 43
Ceftriaxona 33 - 67 36 7 57
Ceftazidima 33 - 67 43 - 57

R: Resistente; I: Intermedio; S Sensible; N: No. de casos.
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TABLA 6. Sensibilidad antimicroblana por difusién en agar de Serratia spp
aislado de muestras clinicas de os pacientes atendidos en el INNSZ

de mayo de 1989 a enero de 1990.
ANTIMICROBIANO BOSPITAL (%) CONSULTA EXTERNA(\)
(N=S) (N=11)

R I s R I 5 -
Amikacina 20 -y 80 18 - 82
Gentanicina 0 | - @ [ 1 | 9 72
Tobram{cina 40 - &0 63 - 36
Netilmicina 20 - [:14 45 - 54
Carbenicilina 60 - 40 36 - 63
Piperacilina 20 20 60 45 9 45
Cefoperazona 20 20 60 9 ¥:] 72
Ceftriaxona 20 - 80 - - 100
Ceftazidima 20 - " B0 - - 100

R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible; N: No. de casos.
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TABLA 7. Sensibilidad antimicrobiana

por microditucion de 189 aislados clinicos de

resistentes por difusién en agar a uno o més antibidticos.

baciles gramnegativos

Antibistico [P. seruginosa Eaterobacter Klebsiella Citrobacter Sorratis
(n=85) (nw40) (n=28) (aw16) {n=10)
Amikacinn
X1tDS 2625 1824 2625 1927 1928
Intervalo 1-256 0.25.256 1-156 0.23-256 2-256
CHI 50/90 327256 167128 32/128 32/128 4764
[ 34 16 19 8 50
Gantamicina
b 3623 1625 2925 2127 624
Iotervalo 0.25-128 0.125-128 0.25-128 0.125-128 1-64
cur s0/50 32/128 32/12e €4/128 64/128 4732
R 70 23 29 10 30
Tobramicina
X1DS 2026 2813 3585 4er3 1983
Intervalo 0.125-128 0.125-128 0.25-128 s-128 2-128
cnt 50790 32/128 &4/128 128 647128 167128
- 49 27 28 13 60
Betilmicina
XtDS 513 2625 Jo24 2826 1427
Intervalo 0.125-128 0.123-128 0.25-128 0.5-128 1-128
cHI 50/90 64/128 687128 547128 647128 4/128
R 1 69 24 28 10 50
Xr Madi ométrica; DS: Denviacién CHI 6n Mininma Inhibitoria al 50 y 901 on pg/ml;

Ni No. de cascs; RU: Resistancis en porciento,
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TABLA 8. Sensibilidad antimicroblana por microdilucién de 189 aislados clinicos de bacilos gramnegativos
resistentes por difusién en agar a uno o més antibidticos.

ANT [ 1 o1 Serratia
(a=85) {a=40) tu=18) (r=16) (a=10)
Careaiciline
1108 20828 ez 322 1019 219213
Intervalo 1-102¢ 4-102¢ 16-102¢ 1-1010 1-1028
cnt sare0 31271024 1024 1024 102¢ 1020
a se 1 .2 IH 1]
Pipetaciline
x103 ms 23 10142 ©an e
tntervalo 1128 0.s-12m -1 2-120 11
cxs s0/%0 120 120 It 128 canm
LY 32 . ” N w0 ;
i
Catopasazons
xi0s 3o s 3713 a1 2120
Sntervalo o.15-128 ©.25.250 v.23-238 9.25.238 [t
=g so/vo (Y7213 32/238 se/1se 47138 3784 N
as [3) 51 3 [t o
Coftrionons
1108 1224 F823 1un 1914 ste
trtervala 2.33-120 o.133.138 a.135.220 0.23-128 0.123-84 H
o 30790 - seres 321138 ' ) sz 112 :
0 " 57 ar so 20
Cottastdinn ;
1108 1514 EY (1%} 2428 Y :
Intarvalo 0.123-118 ©0.125.218 e.1235-128 0.135-120 0.125-128
oz so/v0 EETY 320128 a2 167128 0.sr6e
" s " 20 BT 20
X: Media Goométrica; DS: Dosviscién ' 16n Minina Inhibitoria al 50 y 90\ an pg/mi;

3 CMI
Ni Na. do canos; R 1; Resistencia en porciento.
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TABLA 9.

Concordancia de sensibilidad antimicrobiana por difusién en agar y microdilucién.

Microorganismo An Ge Tb Nt Cb Pip Ctp Cro Caz | Total
P. ae_mginosé K= 1.0 K: 09 | K=09 | K=09 | K=09 | K=08 | K=09 |K=09 }|K=09] K=09
Enterobacter spp. | K=08 K=09 K=09 K=10 | K=10 K=09 K=10 K=09 |K= iD K=09
Kiebsiella spp. K=07 | K=038 [ K=09 | K=08 | K=10 | K=09 | K=07 |K=08 |K=10 k=08
C. freundii. K=1.0 K=08 K=06 | K=08 | K=10 K: 09 K=10 |K=10 {K=10| K=09
Serratia spp. K=06 K= 1.0 K=08 K=06 | K=10 K=038 K=02 K=10 | K=08| K=07
Total K=08 K=09 K=08 { K=09 j K=09 K=09 K=08 [(K=09 | K=09 -

K: Prueba de kappas con concordancia de 0.8 - 1,

Excelente= 08 - .1

Moderada= 0.7 - 0.8.

NO satisfaclorio= < 0.6.



TABLA 10.  Biotipos y sensibilidad anfimicrobiana por microdilucién de Serratia spp.

Biotipo n Sitio de AN GE ™ NT cB PP CFP CRO CAZ
aislamicnto
A 8b 3 orfna(CE) 256 16 128 128 1024 128 64 1 0.5
orina{CE) 64 - ‘8 32 128 1024 128 3z 1 0.125
Orina(CE} 16 4 8 2 1024 128 128 1 0.5
A S5/8 2 Orina(CE} 64 64 128 64 1024 128 16 0.125 0.125
orina(ll) 4 4 ] 32 8 64 32 2 1
:5;
AS 2 Tejido(CE) 64 8 32 128 1024 32 4 32 64
Tejido (H) 4 2 32 2 1024 64 8 64 128
A da 1 Sec.
Purul.(CE) 64 1 8 4 32 64 64 4 16
A b 1 Orina () 4 az 16 3 1 1 1 0.125 0.125
A 2b 1 Sec. 32 1 2 4 1024 a2z 64 0.125 0.125
Purul. (CE}

no. de biotipos; CE: pacientes consulta externa; Hr: Pacientes hospitalizados; AN: amikacina;
GE: gentamicina; TH: tobramicina; NT: netilmicina; CB: carbenicilina; PIP: piperacilina; CFPs cefoperazona;
CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima.
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TABLA 11.

Biotipos y sensibilidad antimicrobiana por microdilucién de Klebsiella pneumoniae.

Purul . (CE)

Biotipo n Sitio de AN GE ™8 NT cB PIP CFP CRO CAZ
aislamiento
570 9 orina(CE) 128 128 128 128 1024 128 256 64 128
orina (H) 128 84 128 64 1024 128 256 16 32
Orina(CE) 64 64 128 64 1024 2 4 0.125 0.125
Orina (H) 64 64 128 64 1024 128 256 4 <
H orina(CF} 64 64 64 64 1024 128 128 64 32
i Orina (H) 64 32 128 32 1024 128 16 1 1
t Sec. 2 128 128 16 1024 128 a2 0.125 1
« Purul. (H)
H as 32 64 128 128 1024 128 64 64 64
H acreas (B}
; Sec. 2 32 64 32 1024 128 32 4 4
v Purul. (1)
770 : 3 orina{CE) 64 32 64 64 1024 128 256 64 a2
H Liquido(H) 1 128 16 32 1024 128 16 0.125 0.25
) Sec. 4 0.5 0.5 0.5 1024 64 1 0.125 0.125
i Purul.{CE)
574 I 2 Vias 256 128 128 64 1024 128 256 3z 128
aereas(H)
H Sangre(CE) 64 1 32 64 256 128 64 32 32
674 1 1 orinafll} 128 128 128 64 1024 128 256 4 0.125
670 ' 1 Orina(H) 2 128 128 32 1023 128 256 0.25 2
T3s0 T [_orlna(CEy {32 T 64 B ¥ ) 1024 128 37 0.25 0,135
772 i 1 vias 64 64 128 64 1024 128 256 32 iz
H aereas.(H)
330+ 1 Qrina(ll) 32 64 128 64 1024 128 128
02 o1 Sec. ) 1 1 8 1024 128 256

H: no. de blotipos; CE:
GE: gentamicina;
CRO : cettriaxona:

pacientes consulta externa; Hi pacientes hospitalizades; AN: amikacina;
TB: tobramicina; NT: netilmicina; CB: carbenicilina; PIP: piperacilina; CFP: cefoperazona;
CAZ: ceftazidima.



4.2 DISCUSION.

El patrén de resistencia de las enterobacterias y Pseudomonas aeruginbsa
ajsladas de los pacientes hospitalizados en una institucién de salud de tercer nivel
de atencién en México y seleccionadas como patégenos nosocomiales y como
resistentes cuando menos a uno de los antibifticos incluidos en el estudio fue
predominante, ente de multirresistencia y con regular o minima actividad de los
antimicrobianos del estudio sobre estas bacterias., Este fenémeno revela un riesgo
enorme dade que las infecciones nosoccomiales son uno de los problemas
importantes en los hospitales en la actualidad. En virtud de que la sparicién de
brotes por este tipo de microorganismos ha sido particularmente grave al asociarse
a mayor mortalidad (34,52).

Aunque la variedad de los agentes patégenos varia con el tiempo y de
hospital a hospital, los bacilos gramnegativos especialmente aquellos de origen
entérico y Pseudomonas spp., son los més frecuentes y peligrosos. Estos
microorganismos estin muy difundios en la naturaleza desarrolléndose en el
ambiente hospitalario incluyendo agua, alimentos, equipo y personal médico, los
cuales contribuyen a la colonizacién de pacientes.

En cuanto a la proporcién de los microorganismos presentados en este
estudio, se muestra que la poblacién del hospital y de consulta externa tuvieron
una alta multirresistencia tanto a aminoglicésidos como a B-lactdmicos de amplio
espectro. Aproximadamente el 37% de los microorganismos seleccionados
correspondieron a P. aeruginosa con un perfil de multirresistencia, seguido de
Klebsiella spp. 30%, Enterobacter spp. 21%, C. freundii 8% y Serratia spp. 5%.
(tabla 1).

Los microorganismos aislados de orina fueron los mas abundantes (37%), con
un claro predominio de P. aeruginosa, ¢n el caso de Serratin spp. el 91% de los
aislados clinicos de pacientes ambulatorios correspondié a orina, lo que podria
indicar que los pacientes se infectan en el hospital y desarrollan la infeccién en su

domicilio, dado que hasta el 80% de infecciones se relaciona con instrumentacién
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urolégica (72). Las bacterius aisladas de las infecciones de heridas quirtrgicas
(secresiones purulentas), ocuparon el segundo lugar en nimero con un claro
predominio de P. aeruginosa. (31%), Klebsiella spp. (24%), Enterobacter spp. (34%)
y C. freundii (58%).

En los aislados clinicos las vias aereas ocuparon el siguiente lugar en
bacterias como P, aeruginosa, Klebsiella spp. y Enterobacter spp. en los que resulta
ser uno de los mayores problemas encontrados frecuentemente en pacientes con
inmunosupresion (75). La sangre (hemocultivos), parece ser uno de los sitios de
aislamiento més importantes en el que predomina P. aeruginosa y Kilebsiella spp.
Cabe mencionar que bacterias como P. aeruginosa son responsables hasta de un
" 80% de todos los episodios de bacteremins y septicemias en todos los hospitales
(75,34).

La elevada frecuencia de resistencia de P. aeruginosa contrasta con los
estudios realizados previamente en el INNSZ (22), donde en 1984 la resistencia a
amikacina era apenas de 18% y 6 afios después aumenté hasta el 64%, en el caso
de otras enterobacterias en el mismo afio fué del 0% mientras que en 1990 fue del
42% para el resto de los aminoglicésidos manteniéndose constante aunque ya no
son utilizadoes.

Enla tabla 2 de acuerdo a la sensibilidad antimicrobiana que se describe, P.
aeruginosa presentd una alta resistencia a gentamicina, en los antibi6ticos B-
lactimicos la ceftazidima tuvo una buena actividad en ambos grupos. Enterobacter
spp., mostré tener un patrén de resistencia uniforme en los aminoglicésidos
aprecidndose un mayor nimero en el hospital (tabla 3), en los B-lactdmicos como
es cl caso de ceftazidima, este antibiético no parece ser uno de los mejor empleados
para esta bacteria sin embargo posee una buena actividad debido a la prescencia
de las B-lactamasas (cefalosporinasas) que son mediadas cromosémicamente y ne
son hidrolizadas tan facilmente por otras B-lactamasas inducibles (31).

Por otro lado se mostré una menor resistencia en Klebsiella spp., a
amikacina y netilmicina en pacientes de consulta externa, y en las cefalosporinas

la ceftriakona y ceftazidima mostraron una buena actividad en contra de este
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microorganismo para consulta externa y el hospital (tabla 4). En C. freundii el
patrén de resistencia observado fue uniforme en aminoglicésidos y B-lactamicos en
contraste con las cefalosporinas, teniendo una buena actividad en pacientes del
hospital ya que parecen ser mejores productores de B-lactamasas.

Finalmente Serratia spp., mostrd una menor resistencia en todos los
antimicrobianos probados aunque carbenicilina y tobramicina tuvieron mayor
resistencia a pesar de que no se utilizan en el hospital y es debido a que en la
tobramicina existe la posible seleccion de cepas productoras de la enzima
acetiltransferasa (6'N AAC) probablemente codificada por plasmidos que se han
seleccionado en este hospital por el uso exclusivo de amikacina. En el caso de
carbenicilina hace suponer que existe un mecanismo semejante al de los
aminoglicosidos que por presi6n selectiva de los mismos resulta en una elevada
resistencia codificada por pldsmidos o cromosomas (20), debido a la prescencia de
la B-lactamasa TEM-1 localizada en un transposén propegindose en diversos
géneros de bacilos entéricos y Pseudomonas. Estas enzimas B-lactamasas se
clasifican de acuerdo a su sitio de accién o blanco especifico.

La mayor parte de estos esquemas de antimicrobianos probados incluyeron
a amikacina, antibiético que se ha asociado a un menor numero de
microorganismos resistentes mostrandose una estabilidad en la mayor parte de los
gérmenes del hospital donde se ha utilizado de manera exclusiva (58), por lo que
la resistencia que se observé en este estudio fue menor comparada con los demés
antimicrobianos utilizados.

Al realizar el método de microdilucién en las bacterias seleccionadas para
este estudio, se observa en la tabla 7 que para P. aeruginosa, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp. y C. freundii 12 amikacina fue el antibiético que presenté una menor
resistencia, en el caso de la tobramicina fue une de los que mostré una Buena
actividad en general, lo que parece indicar que la enzima 6'N AAC tiene accién
para la seleccién este tipo de cepas (10). Serratia spp. presentdé una menor
resistencia a gentamicina la cual contrasta con P. aeruginosa debido posiblemente

a la escasa produccién de enzimas modificadoras de los aminoglicdsidos. Estas
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enzimas se pueden clasificar de acuerdo a su sitio de accién.

En los antibiéticos B-lactdmicos que se presentan en la tablu 8, - - - - =
(aminopenicilinas y ureidopenicilinas) In carbenicilina fue uno de los
antimicrobianos que presenté una mayor resistencia para todos ellos debido a que
en las bacterias gramnegativas las enzimas 0-lactamasas confieren un aumento en
la resistencia debido a que posiblemente se encuentran localizadas en un
transposén codificado en un cromosoma o plésmido y que se puede propagar entre
diversos géneros e hidrolizar a penicilinas, cefalosporinas o ambos (alteracién de
las proteinas fijadoras de penicilinas (PFP) y no realizar su interaccién con dichas
enzimas) (31).

En el caso de piperacilina se observa una menor resistencia en todos los
gérmenes lo que parece indicar que ambos antibiéticos (carbenicilina y piperacilina)
comparten un mismo mecanismo de resistencia codificada por pldsmidos o
cromosomas por la prescencia de enzimas como las 8-lactamasas TEM-1 localizada
en un transposén distribuyéndose en bacilos entéricos y Pseudomonas.

Las cefalosporinas de tercera generacién mostradas en esta misma tabla 8,
sefialan que para P. aeruginosa la cefoperazona y ceftazidima tuvieron una menor
resistencia teniendo una actividad antipseudomonal debido a la unién eficaz de las
PFP. En el caso de Enterobacter spp. se obtuvo un patrén de resistencia uniforme
y la ceftazidima una menor resistencia contra ésta bacteria. Para Klebsielle spp.
el antibidtico que mostré tener una buena actividad fue ceftazidima y un mal
antibiético lo fue cefoperazona. ) '

" Para C. freundii la ceftriaxona mostré tener una menor resistencia siendo
este un antimicrobiano con buena actividad capaz de poder ser utilizado en el
tratamiento de infecciones debidas a este gérmen. Por 1ltimo en Serratia spp.
antibiéticos como la ceftriaxona y la ceftazidima fueron los que mostraron una
menor resistencia considerandose que la accién de las B-lactamasas fueron
disminuidos en estos antimicrobianos.

Las cefalosporinas de tercera generacién por presentar una unién de una

cadena lateral de aminotiazo) al anillo B-lactdmico permite al antibiético su entrada
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o penetracién en la pared celular de los bacilos gramnegativos y unirse eficazmente
a las proteinas fijadoras de penicilina (PFP), siendo mas activas contra esta
poblacién.

Al realizar la prueba de concordancia de los dos métodos utilizados (Prueba
de Kappa) se pudo demostrar que el método de escrutinio (difusién en disco) y el
confirmatorio (CMI) es satisfactorio (40). En la actualidad los laboratorios de
microbiologia manejan tanto el método de difusi6n on agar como el de microdilucién
(CMI), ya que ambas pruebas son confiables y comparables entre sf, pero es més
ati] el CMI debido a que el valor de corte, la sensibilidad y especificidad para
considerar microorganismos resistentes se puede modificar segiin la concentracién -
que alcanza el antimicrobiano a dosis terapéuticas en el sitio de origen del

" aislamiento.
Dentro del grupo de las enterobacterias Serratia spp. es una de las bacterias
-que generalmente se asocia a brotes de infecciones multirresistentes en los
hospitales. Los resultados de tipificacién bioquimica por el método de Grimont y
Grimont (24) se muestran en la tabla 10 en el cual se observa que el método de
microdilucién presenté un patrén uniforme de multirresistencia para todos los
antimicrobianos. La discrepancia observada en los biogrupos fue debida a las
diferencias en la asimilacién de los sustratos. Las dos cepas del biogrupo A 5/8
fallaron en su asimilacién por el dc. quinico y fue asignado a] biogrupo TC. Otros
biogrupos como el A 8b crecieron con ¢, m-OH-benzéico y no en m-eritritol. El
biogrupo A 5 mostré su incapacidad por asimilar m-OH-benzéico y benzoato.

La bioagrupacién de 5. marcescens asf como el método de micradilucién son
una de las- herramientas para e} estudio epidemiolégico de las infecciones
nosocomiales en pequefios hospitales asi como en pafses subdesarrollados.

En el caso de K. pneumoniae que se muestra en la tabla 11 se utilizé el
mismo método (24) y se puede observar e! predpminio del biotipo 570 (9 aislados
clinicos) en el cual se destaca su incapacidad por asimilar el dulcitol, otro biotipe
como es el 770 (3 aislados clinicos) crece en este medio por lo que existe sélo una

prueba de diferencia entre estos dos biogrupos. Para el biotipo 574 se presenta su
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habilidad por asimilar el 4c. m-OH-benzéico y su falta en el dulcitol,
Cabe mencionar que estos aislados clinicos fueron nuevamente asociados a
una miltiple resistencia a los antimicrobianos probados, y que el sistema de

biotipificacién es de gran ayuda en el andlisis de brotes nosocomiales por S.

marc sy K. pneu iae en diversos hospitales asi como para el control de
infecciones en los diferentes laboratorios.

Estos microorganismos son los responsables de brotes de infecciones
multirresistentes en el hospital, siendo particularmente importantes en epidemias
de infecciones nosocorﬁia]es (24,25); los cuales se ha originado en sitios como
terapia intensiva, urgencies, dreas de quemados o en unidades de cuidados
intensivos de neonatales, en donde se ha favorecido la diseminacién de esta
bacteria obteniéndose una moderada resistencia en los antibidticos probadas (Fig.
IXyX.

Otra técnica m4s sofisticada para la identificacién de especies o subespecies
es la determinacién de perfiles plasmfdicos el cual parece ser un método
prometedor en la biisqueda de estos microorganismos, presenta una alta calidad
pero que estd muy por debajo del alcance de la mayorfa de los laboratorios clinicos.

Es deseable que los hospitales mantengan un programa de vigilancia y
control de infecciones nosocomiales para mantener el informe de los tipos de
bacterias adquiridas tanto fuera como dentro del hospital, asf como los patrones de
sensibilidad a los diferentes antimicrobianos.

Un sistema de vigilancia como éste requiere del laboratorio de microbiologfa
clinica, ya que es el responsable de la identificacién y determinacién de la
sensibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas de muestras clinicas; lo que
puede orientar al comité de control de infecciones y a lo_s médicos respecto al uso
racional de antibiéticos para reducir el riesgo de induccién de resistencia asf como
lograr una disminucién de los costos y de la toxicidad de los antimicrobianos que’
se emplean en el hospital.

La frecuencia de lz;s infecciones dehidas a bacilos gramnegativos

multirresistentes ha aumentado significativamente en todo el mundo. Rangel y cols.
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en este estudio (52), confirma esta incidencia ya que durante el perfodo de estudio
la frecuencia de infecciones multirresistentes duplicc a las infecciones
intrahospitalarias sensibles (52). La administracién previa de antibiéticos asf como
el requerimiento de aumentar la cantidad de dosis cada vez mayores se ha
considerado como uno de los factores de riesgo rﬁés importante en este evento (30).

En todos los hospitales existen Areas que sirven como fuentes de posibles
reservorios de bacterias resistentes, ya que la flora bacteriana también estd
sometida a Ja presién selectiva contfnua debida sl uso de la profilaxis de
antibi6ticos y la quimioterépia en casos infecciosos con el uso de antibiticos de

amplio espectro.
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Capitulo 5. CONCLUSIONES

1, La resistencia de entercbacterias y P. aeruginosa para aminoglicésidos y 8-
lactémicos es alta en el INNSZ con predominio de un patrén de

multirresistencia.

2 a) En bacterias como Enterobacter spp. y C. freundii no mostraron tener un

patrén de resistencia elevado en el INNSZ.

b) Existe un predominio de biogrupo A 5/8 con predominio del biotipo A 8b
en Serratia spp.

c) En el caso de K. pneumoniae se tiene un claro predeminio de los grupos

570 y 770 relaciondndose a un patrén de resistencia elevado.

3. Se presenta una mayor resistencia en cepas provenientes de pacientes

hospitalizados.
4. Los métodos utilizados para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana
mostraron una alta concordancia excepto en el caso de cefoperazona con

Serratia spp.

5. En necesaria la realizacién de estudios epidemiolégicos de sensibilidad

antimicrobiana para:

a) Relacionar mejor el hallazgo clfnico con la terapéutica empfrica adecuada.
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