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RESUMEN

Propésito. Conocer la frecuencia de  infecciones producidas  pur  guannegatives
multirresistentes, los factores de rizsgo involucrades, las  caracteristicas de  los
microorganismos, asi como sus posibles mecanismos de resistencia y de transmision dentro
del hospital.

Diserio. Estudio prolective de casos y contrales,
Lugar. Instituto Nacional de 1a Nutricion "Salvador Zubirin®, Meéxico, D.F.
Pacientes. Se incluyeron dos grupos: S0 individuos con infecciones intrahospilalarias por

bacilos gramnegatives multirresistentes  {casos), y 40 con infecciones por bacilos
gr: 8 4
gramnegativos no mullirresistentes (controles).

Resultudos. La frecuencia de infecciones por gramnegativos fue de 7.5 por cada 100 egresos
y constituyeron el elve de las infecciones nosacomizles, las multirresistentes fueron dos
veces mds frecuentes que 1as no multirresistentes. Los factoies de riesgo relacionados con fa
adquisicién de una infeccién por bacilos gramnegatives multirresistente fueron: estancia
intrahospitalaria mayor de 15 dias, haspitalizacién en urgencias y/o terapia intensiva,
administracion de antibidticos v el empleo de éstos por mds de dos semanas. La prescripeion
de esquemas combinados que incluyeron 8-lactimices, aminoglicésidos y metronidazol o
clindamicina fueron los que mils s¢ asociaron a este lipo de infecciones. Durante el estudio
se observé un brote de Psendomonas aeriginosa multirresistente en {a unidad de cuidados
intensivos asociado a colonizacign del agua de los nebulizadores de pacieotes con los
factores de riesgo mencionados. La trecuencia de resisicaia .
fue del 42% y para pseudonmonas 64%; a 8-lactimicos, en cnl..mb.ulun,‘s fue
68%, cefotaxima 57 %, celoperazona 45% y ceftezidima 0% seudemunas: piperaciling
86%, cefotaxima 78%. cefoperazona 81% y ceftazidima 6"‘.. La concentracion inhibitoria
minima de @-lactimicos en pscudumana‘; klcb>1clh ) 5unaln dummuyn claramente en
preseticia de ininbidures de S-lacimitasws o Gue sagi s Blacta :
de amplio espectro, fendmeno no encontrado en citrobacter y en(crobaclu Los aislamientas
de klebsiella, serratia y pseudomonas mostraron un palrun similar dc plismidos (26 y 40
Kb), mismo que se¢ encontro en todas ias pseudunwiias oo
multirresistencia.

en ol hrots de

Conclusiones. Las infecciones por bacilos gramnegativos fucron altamente prevalentes en este
estudio. Los pacientes internados en la unidad de cuidados intensivos y urgencias, asi como
auqellos que reciben de antibiéticos, particularmente el empleo de triple esquema, por més
de dos semanas, lienen mayor riesgo de adquirir infecciones nosocomiales por bacilos
gramnegativos multirresistentes. El analisis de plasmidos permitié identificar a un
microorganismo, como responsable de un brole en la unidad de terapia intensiva, Se
identifico un pairén de resistencia semejante con un perfil de plismidos (10 y 26 Kb) entre
klcbsiella, serratia y pseudomonas.
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ABSTRACT

Purpose. To know the frequence of nosocomial multiresistant gramnegative infections, the
risk factors associated, their resistance profiles, and their mechanisms of resistance and
dissemination in the hospital.

Desing. Prolective case-control study.

Patients. Two groups of patients were included: inpatients with multiresistant nosocomial
gramnegative infections (80 cases), and 40 inpatients with non-multiresistant gramnegative
infections (controls).

Results. MWosocomial gramnegative infections were 7.5/100 inpatients, being 61% of the
nosocomial infectiors, multicesistant gramnegative infections were two times more
frequently than non-multiresistant ones. Hospital stay longer than 153 days, previcus
anlibiotic use, time of antibiotic use, being in emergency room/ACU. were the risk factors
associated with multiresistant nosocomial infections, Use of combined therapy (8-lactams
+ aminoglycosides + clyndamicin or metronidazole) were associated with a higher risk for
a multiresistant nosocomial infection. During the study, an outbreak of multiresistant
Pseudomonas avruginosa was detected in ICU which was associaled swith the colonization
of the nebulizator's water. Enterobacterias and pseudomonas were found resistant to
amikacin in 42% and 64% respectively. The frequency of 8-lactams resistance in
enterobacterias was: piperacillin 68%, cefotaxime 57%, cefoperazone 45% and ceftazidime
40%. Pseudomonas was found resistant to piperacillin in 86%, cefotaxime 78%, cefoperazone
ve radyierad tho

81%, and ceftazidinie 67%. Tite coimbinativa with S-lactams and &
minimum inhibitory concentration needed, this suggests the possibility of the presence of
a broad spectrum B-lactamase. A commiun plasmid was found in Klebsiella, serratiz and
pseudomonas tested, this was found in the pseudomouas fram the outbreak,

Cunclusions. A high prevalence of gramnegative multiresistant nosocamial infection was
observed, Emergency room and ICU were the hospital arcas with the highest risk to acquired
a multiresistant infection. Previous antibiotic use, particularly combmcd therapy was
associated with mauitiresistani nusucvniial hilections. The plas

identify the strain responsible of the outbreak.

id profile allow pe 1o
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INTRODUCCION

En México, ¢l escaso conocimiento sobre la resistencia antimicrobiana ha
favorecido que ¢l empleo de los antibidticos se rija de acuerdo a los patrones

establecidos ¢n paises desarvollados; sin embargo, ¢l comportamiento de Ia

resistencia en dichos pafses annape con S, Paicie habrrse
estabilizado (1), no asi en paises como México y otros en desarrollo donde este
fendmeno continua aumentando desproporcionadamiente (2). Lo anterior es debido
en parte, al uso indiscriminado dJde antibidticos y la amplia prictica de la
automedicacion, sin que hasta el momento se hayan establecido medidas de control
por las autoridades de salud, permitiendc asi, el surgimiento de microorganismos
resistentes a una gran variedad de antirnicrobianos, especiaimente eatre los bacilos

gramnegativos y de éstos, entre Jas enterobacterias y pseudomonas (3,4).

Las infecciones adquiridas dentro del hospital son causas significativas de
morbi-mortalidad, y s definen como infecciones que vcurren en pacientes despuds
de 48-72 hrs. de su ingreso y que no se encontraban presentes o en periodo de
incubadldn ol wiwneniv de su admision, o que se presentan una vez que el paciente
ha sido egresado del hospital (5,6), Las infecciones nosocomiales se presentan en el
2 al 10% de los pacientes admitidos a hospitales generales; sin embargo, estas cifras
pueden llegar a ser mayores en centros de tercer nivel (7,8), debidu generalmente a
la naturaleza de las enfermedades subyacentes que tienen los pacientes atendidos
Sii €565 Cewnitus. Esian infecciones se asoctan con un 3% de mortalidad en algunos
hospitales de Norteamérica (9) y son responsables de hasta 60 000 muerles anuales
directa o indirectamente atribuidas a éstas. En México se ha calculado que las
infecciones nosocomiales pueden ser responsables de 130,000 muertes al ano

convirtiéndose en la cuarta causa de mortalidad general (8). La importancia de las
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infecciones nosocomiales radica ademds, en el aumento de la estancia hospitalaria

y en el incremento del costo de la misma (10).

Las infecciones de vias urinarias, heridas, neumonias y bacteremias son las
principales infecciones nosocomiales y son frecuentemente producidas por bacilos
gramnegativos coma: Klebsiellne spp, Pseudomonas spp, Serratia spp, enterobacter
spp y Citrobacter spp, microorganismos que, después de Eschicrichic coli, més se
relacionan con estas infecciones (5,6,11,12), debido seguramente a que sus probres
requerimientos nutricionales les permiten conservarse ficilmente en reservorios

inznimados del ambiente hospitalario (11,13,14).

Las condiciones que favorccen una mayer moerbi-mortalidad al adquirir este
tipe de infecciones, son que los bacilos gramnegativos adquirieren resistencia con
mis frecuencia que los grampositivos (11,15), 1a segunda, es que los pacientes que
adquieren este tipo de infecciones generalmente tienen enfermedades subyacentes
mds graves que aquellos que se infectan por microorganismos sensibles (16); sin
embargo, la mortalidad elevada no es solo favorecida por la falta de opciones
terapeiticas, sino tambidén, muy probablemente a que las bacterias multirresistentes
sean mds patdgenas, aunque esto Gltimo no ha sido demostrado consistentemente
(17). Finalmente, la elevada frecuencia con que se emplean esquemas de antibiéticos
seleccionados empiricamente para el manejo de infecciones graves, condiciora un
mayor nimero de fallas terapeiiticas, como efecto resultante de un aumento de la
resistencia, los antibidticos utilizados para el tratamiento de estas infecciones son
mds téxicos o mds caros, y con mis frecuencia su eficacia esti menos demostrada

(18).

La adquisicion de una infeccion por bacilos gramnegativos multirresistentes

tiene como antecedente frecuente el uso previo de antibidticos, debido a la seleceién
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producida por el antimicrobiano a expensas de compctidores susceptibles (18-22).
Desafortunadamente estos fenomenos no se lHmitan a un sélo individuo (23), lo que
sugiere la existencia de mecanismos que permiten la diseminaciéon de estos
microorganismos, tales como fomites {instrumental, material de curacién), o las
propias manos del personal de satlud (23). Tal diseminacién de microrganismos
resistentes dentro del hospital constituye un grave problema, debido a su alevada
morbimortalidad, asi como al impacto econémico producido por el tratamiento de

complicaciones, ¢l consumo de antibidticos y ¢l tiempo de estancia hospitalaria (22).

La creciente emergencia de infecciones por microorganismos multirresistentes
ha estimulado 1a formulacién de recomendaciones sobre el uso de antimicrobianos
(4,24,25), que junto con ¢! conocimiento de los patrones epidemioldgicos de
resistencia (26) demandarian un uso mds racional de los antibidticos (24,23); sin
embargo, esto atin esta limitado a pocos centros hospitalarios por lo que el consumo
de antimicrobianos continia siendo indiscriminado en la inmensa mayoria de los

hospitales (27).

5, 105 sucuutisius de resistencia son

multiples y representan la capacidad de los microorganismos de sobrevivir en
ambientes hostiles, a través de la adquisicién de determinantes genéticos, cuyo

origen puede ser la mutacién o la herencia (28-30), En el caso de las mulaciones, dstas

son el resultado de alteraciones en la secuencia del ADN del cromosoma bacteriano,
1o que setraduce on la sintesis de proledias alleradas, pero todavia funcionalies, estas

proteinas tienen la capacidad de alterar importantemente la accion del
antimicrobiano gracias a la modificacién de los componentes de la pared celular, y
membrana externa y modificacién de la afinidad de los receptores para ciertos
antibi6ticos que alteran el transporte del medicamento o su  unién.

Epidemioldégicamente las mutaciones no contribuyen importantemente al desarrollo
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de resistencia, siendo la razon dobte: 1) Depende de determinantes cromosémicas
que no participan en la transmisién de resistencia entre diferentes especies, y 2) Las
bacterias mutantes tienen alteraciones metabélicas por lo que estan en desventaja

mparadas con sus congéneres no mutanies (29). Los agentes antimicrobianos no
inducen propiamente la aparicién de mutantes resistentes, Jas mutaciones aparecen
espontineamente como resultado del daio quimico al ADN, y los antimicrobianos
proveen "la presidn”, para Ia seleccion de las mutantes que obtuvieron mecanismas

de resistencia y son capaces de sobrevivir,

El segundo mecanismo es la herencia, la cual depende de plasmidos (31), éstos
han sido aislados de casi todas las especics bacterianas, son estables y pueden
heredarse sin estar unidos al cromosoma, constituyen del 1 a1 3% del genoma celular
(33) y poseen diversas determinantes genéticas. Las bacterias comtinmente tienen dos
o mis plasmidos diferentes en coexistencia y codifican para diferentes propiedades:
vias metabolicas, factores de virulencia, y resistencia a antibidticos, entre otros
(28,29,31). Se les llama factores "R" a los que codifican la resistencia antimicrobiana,
una proporcién importante de ellos son conjugables o transferibles, es decir, son
capaces de transferir copias de si mismos de una bacteria a ofra, muchos de ellos 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 (32,33). Los plismidos no son
esenciales para el metabolismo de la célula, su pérdida ¢s permanente ya que la

célula no puede regenerarlo, sino solo adquirirlo de otra bacteria.

Existen otras meléculas capaces de conferir resistencia: transposones y
secuencias de inserccién. Los primeros son segmentos de ADN que se encuentran
frecuentemente en los plismidos y/o en el cromosoma bacteriano y codifican para
mis de una de las importantes caracteristicas especificadas por los plismidos, tales

como resistencia a antimicrobianos y produccién de toxinas. Los segundos son mis
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pequeiios y generalmente s6lo codifican para {a expresion de una caracteristica
(33,34).

El tratamiento de infecciones por bacilos gramnegativos incluye el uso de dos
grupos de antibidticos principalmente: a) 8-lactimicos, los cuales inhiben la sintesis
de pared celular, gracias a su unién a las proteinas fijadoras de penicilinas, enzimas
con actividad de trans y carboxipeptidasas, y que catalizan la sintesis del polimero
de la pared celular, el peptidoglicano, el cual es indispensable para el mantenimiento
de la estructura y rigidez de la pared celular. Lz unién de los 8-lactimicos a estas
proteinas previene la formacion de enlaces peplidicos, produciendo una pared celular
débil; y ademas activa otras enzimas: las autolisinas, responsables de la degradacién
de la pared celular, resultando en un imbalance entre sintesis y degradacién de Ia
misma, con destruccién de la bacteria (35,36). b) Aminoglicésidos, los cuales inhiben
1a sintesis de proteinas al unirse en uno 0 mas sitios en los ribosomas, especialmente
en la subunidad pequena; para unirse a los ribosomas requieren ser transportados

s
Httaccs

ot

iyyiteds)

[21

A deaws

S

¢ do nn mecanismo activo cuya energética depende de un

gradiente electromecinico de protunes (37,38).

Las bacterias resistentes a R-lactimicos hidrolizan el anillo R-lactimico de
penicilinas y cefalosporinas, gracias a la presencia de enzimas codificadas

cromuosdnii

das (19). Aunque estas enzimas son cada vez mds
numerosas y por lo tanto de dificil clasificacion pueden ser diferenciadas en cuatro
tipos principalmente {ver tabla 1), que varian en la especificidad por sus substratos,
inhibidores, caracteristicas fisicas, de inhibicion, punto isocléctrico, peso moleculary
composicién de aminodcidos, que aunque variable, éste diltimo, generalmente cs

altamente constante en el sitio activo {40).
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Tabla 1
Clasificacién 8-Lactamasas
GRUPO NOMBRE | SUBSTRATCS AC EDTA l CODIFICA
1 CEP-N CEFALOSPORINA | NO | NO CROMOSOMA
2a PEN-Y PENICILINAS St NO GRAM +
2b BDS-Y CEFALOSPORINA | ST NO PLAQMIDAOS
PENICILINAS TEM-1, TEM-2
2b’ EBS-Y CEFALOSPORINA | SI NO PLASMIDOS
PENICILINAS, TEM-3, TEM-5
CEFOTAXIMA.
2c CAR-Y PENICILINAS, SI NO PLASMIDOS
CARBENICILINA PSE-1, PSE-3
2d CEX-Y PENICILINAS, <1 NO PLASMIDOS
CLOXACILINA OXA-t, PSE-2
2c CEP-Y CEFALOSPORINA | SI NO Proteus vulgaris
3 MET-N VARIABLE NO | SI CROMOSOMA,
P. maltophilia
4 PEN-N PENICILINAS NO |? CROMOSOMA,
P, cepacia.

CEP, cefalasporinas, PEN, penicilinas; BDS, amplio espectro; EBS, amplio espectro
extenso; CAR, carbeniciling; CLX, cloxacilina; MET, metales; AC, dcido clavulinico;
EDTA, etilendiaminotetracético.

Un punto importante en la evolucién de resistencia a B-lactimicos lo
medicamentos considerados en la actualidad de eleccion para el tratamiento de
infecciones por enterobacterias y Psendomonas spp; la aparicién de resistencia a
dichos antibidticos fue por la aparicion de 8-lactamasas del tipo cromosémico (40,41),

clasificadas dentro del grupo 1 de 8-lactamasas, {ver tabla 1) y se han descrito entre
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gramnegativos principalmente en E. cloacae, C. freundii, S. marcescens, K oxytoca,

y P. acruginosa (42), Desde su descripcidn inicial hasta Ja actualidad se han descrito

mis de 50 tipos de 8-lactamasas que pertenecen a este grupo (42-16).

T 1982 vor obisore

It
i

Sa primciv en Diandia, ¥y posteriormente en otros
paises europeos ¥ en sudamérica, de brotes de infecciones nosocomiales producidos
por K. pneumoniae y posteriormente por otras enterobacterias resistentes a todos los
B-lactimicos, excepto cefamicinas e imipenem, Esta nueva resistencia era dependiente
de la produccion de B-lactamasas codificadas por plismidos con una alta actividad
hidrolitica contra cefotaxima, designada como CTX-1. (47,50). Posteriormente otra 8-
lactamasa codificada también por plismidos f{ué aislada microorganismos
provenientes de pacientes de una unidad de terapia intensiva (CAZ-1), la cual
expresaba una mayor resistencia a ceftazidima que a cefotaxima (51,52). Estas nuevas
B-lactamasas se han agrupado dentro del grupo 2b y 2b’ (amplio espectro y amplio
espectro extenso, Tabla 1). Ambas son capaces de hidrolizar ureidopenicilinas y
penicilinas pero varian una de otra en sus puntos isoeléctricos y ¢n la afinidad por
sus sustratos. kstas G-factamasas a diferencia de las clase I son inhibidas por icido

clavulinico {53,51).

Existen tros tipos principales de resistencia a aminoglicésidos (55): 1.
Alteracion del sitio blanco dentro de la célula bacteriana, debido a un cambio en la
afinidad de las proteinas de los ribosomas que se unen a los aminoglicOsidos. 2.
Interferencia con el transporte dentro de la célula por cambios en la permeabilidad
de la membrana celular. Estos dos mecanismos son secundarios habitualmente a
mutaciones que en ocasiones pueden adquirirse durante el tratamiento siendo
responsables, camo en el caso de la resistencia a amikacina por P. aeruginosa (56).
3. Modificacién enzimdtica con subsecuente inactivacion de los aminoglicésidos por

tres mecanismos: acetilacién de grupos amino por acetiltransferasas, fosforilacion de
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grupos hidroxilo por fosfotransferasas, y adenilacion de grupos hidroxilos por
adeniltransferasas. Todas estas enzimas tienen diferente afinidad y con frecuencia

actGan sobre una gran variedad de substratos, y estan ampliamente distribuidas,

tanto entre grampositivos como entre bacilos gramnegativos, lo que exp

frecuente resistencia multiple v cruzada. Tste ¢ tips de ausisiencia se ha
encontrado con frecuencia variable: entre gramnegativos va desde un 37% (en
pseudomonas) hasta un 98% (en serratia) (57). Las acetiltransferasas son las enzimas
mds frecuentemente invelucradas en la resistencia entre gramnegativos a
aminoglicésidos especialmente gentamicina y tobramicina y con menos frecuencia
a amikacina. En algunos paises en los que la amikacina ha aumentado su uso, la
resistencia dependiente de la produccién de una acetiltransferasa (aacA) descrita
inicialmente como codificada en un gene cromosémico, se ha establecido actualmente
su origen plasmidico (58); que en ocasiones expresa resistencia a gentamicina, y que

el cual es del tipo no conjugativo (§9).

La diseminacién de la resistencia puede hacerse por cuatro mecanismos:
Primero: clonal donde unz sols (dona baceriana puede volverse resistente por
mutacion o herencia de un solo plismido que codifica la resistencia a uno o varios
antinticrobianos. Segundo: por transferencia, en el que un microorganismo puede
heredar un plismido resistente que se ba diseminado on especives diferentes. Tercero:
mixta, donde existe una combinacion de los mecanismos anteriores. Cuarto:
transposicion, Ia que resuliz de la disiribucion de un tipo fijo de determinantes de
resistencia, por ¢jemplo, 8-lactamasas, que pueden estar presentes en un elemento
transportable como plismidos, transposones o secuencias de inserccién (28,29,33).
Todos estos mecanismos silos 6 en combinacion pueden contribuir a la diseminacién
de patrones de resistencia similares en una drea del hospital, en varias dreas o

incluso en diferentes hospitales de una misma ciudad o ciudades (60-64).
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JUSTIFICACION.

Los microorganismos miis frecuentemenie responsables de infecciones

nosocomiales son miembros de la tribu Klebsielleae spp (Klebsiclla, Serratia, y

de la Nutricion "Salvador Zubirin" (INNSZ) ocasionan ¢l 80% de las infecciones

nosocomiales y su sensibilidad a B-lactimicos va del 25-75% (65). En otros centros
hospitalarios la frecuencia de infecciones resistentes por gramnegativos es también

muy elevada y en ¢l caso del Hospital de Especialidades de CMN (IMSS) (66), se ha

informado que la resisten de Pscudomonas spp a cefalosporinas de tercera
generacion alcanza el 65% y a gentamicina hasta el 40%, en el INNSZ varia entre 40

y 50% respectivamente {65,66).

Ya que los microorganismos mencionados constituyen la causa mdis comin de
infecciones nosocomiales, y son las que se asocian con mis frecuencia a resistencia
a los antimicrobianos de uso comug, se hace indispensable ampliar el conocimiento
del comportamiento de dichos gérmenes a estos antibidticos, asi comw entender los
mecanismos involucrados en la genésis de resistencia, identificar los factores de
riesgo relacionados con el desarrollo de infeccidn o resistencia y modificar en la

medida de lo posible la generacién, diseminacién y perpetuacién de la misma.
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Nuestro propésito a través de este trabajo fue determinar Ia prevalencia de la
resistencia a aminoglic6sidos y B-lactdmicos de amplio espectro, antimicrobianos de
usu comun en el tratamiento de infecciones por gérmenes gramnegativas, con mucho
uno de nuestros mds serios problemas, los factores de riesgo relacionados con la

adquisicién de infecciones por microorganismos multirresistentes para echables
acciones que nos permitan su control, ¢l patrén de resistencia enire los bacilos
gramnegativos mencionados con anterioridad, y dado que la resistencia depende de
la presencia de plismidos que codifican para la produccién de enzimas tipo 8-
lactamasas y/o inactivadoras de aminoglicésidos los empleamos como marcadores

epidemioldgicas y/o como responsables de la resistencia (67).
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HIPOTESIS.

El uso de antimicrobianos en el hospital favorece la seleccion de

microorganismos gramnegativos multirresistontes dopend

uno o varios faclores comuncs responsables de Ia misma.

Consideramos que probablemente la resistencia a aminoglicésidos y R-
lactimicos esti condicionada por la presencia entre los gramnegativos de uno e

varios plisinidos de tamaito relativamente grande (40 Kb aproximadamente).
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia de resistencia en infecciones intrahospitalarias
causadas por gramnegativas en una institucién de tercer nivel del sistema de salud
de México. Definir ¢l impacto del empleo de antimicrobianos y la aparicién de

mortalidad, tdentificar las Sreas de hospitalizacién con

resisiencia y

mayor riesgo, los fact~es relacionados con su aparicion, las especies de
gramnegativos con mayor indice de resistencia, y en ellas determinar la frecuencia
de resistencia mediada por plasmidos, tanto a 8-lactimicos como aminoglicosidos,

y establecer medidas potenciales para su control.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de infecciones intrahospitalarias causadas por

gérmenes gramnegativos resistentes a aminoglicésidos (amikacina, gentamicina,

tobramicina y netilmicina) y 8-lactamicos (carbeniciiing, piperacitiog, ccfotakims,

cefoperazona y ceftazidima) enlre la tribu Klchsicllac (Kicbsielln spp., Serratia spp.,

Enterobacter spp.), Psendomonas spp., y Citrobacter spp.
2. Identificar las dreas de hospitalizacion con mayor indice de resistencia.

3. Establecer la relacion entre uso previo de antibidticos y aparicién de la
misma,
4, Determinar la frecuencia de la resistencia mediada por plismidos,

estableciendo grupos de acuerdo a sus caracteristicas.
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MATERIAL Y METODOQS.

Disefio del estudio.

Fue un ensayo prolectivo, transversal, nbservacional de grupos convpara

o
(casos y controles) entre pacientes con infecciones por bacilos gramnegativos

multirresistentes y sensibles.

Pacientes.

Se incluyeron todoes los individuos en quienes se identificé una infeccién
intrahospitalaria ocasionada por microorganismos pertenecientes a la tribu
Klebsicliae (Klebsiclla, Serratia, y Enterobacter), al género Pscudomonas spp. y al
género Citrobacter spp. alendidos en el Instituto Nacional de la Nutricién, Salvador
Zubirin de abril de 1989 a marzo de 1990. Se distribuyeron en dos grupos: casos y

controles.

£,

jofu

Caracteristicas de los_casas. Paciontes co Laliahiuspitaiaria por ios bacilos
gramnegativos ya mencionados, resistentes a por lo menos dos aminaglucdsidas mds
uno ¢ mas 8-lactimicos, exceptuando Klebsiella spp. en la que debia de ser resistente
a un 8-lactimico distinto a carbenicilina por considerarse normalmentc resistente a

ésta.

Caracteristicas de 1os controles. Pacientes con infeccion intrahospitalaria por baciles

gramuegativos de las mismas especies que las mencionadas para los casos, que
fueran sensibles a todos los antibiGticos del estudio, o bien, resistentes a no mds de

uno de ellos.
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Criterios de inclusion. 1. Se incluyveron todns aquellos pacientes con infecciones por
alguno de los bacilos gramunegativos ya mencionados. 2. Se incluyeron sidlo aquellos
con cultivos positivos tomados de acuerdo a normas cstablecidas en £l manual de
procedimicntos de Microbiotogia Clinica (68,69) v que correspondicran a infecciones

documentadas.

Criterios de_exclusiaon. 1. Se excluyeron los pacientes con muestras que contenian

mis de dos gérmenes en lus que por cuenta de colonias no se encontré uno
predominante. 2, Se excluyeron aquetlos casos de infeccidn que se reconocieron como
resistentes inicialmente (Kirby-Bauer) pero que con las pruebas de sensibilidad

antimicrobiana de confirmacion (microdilucién) se encontraron sensibles.

Definiciones de infecciones.

1. Infeccién. Los bacilos gramnegativos aislados de muestras clinicas e
incluidos en el estudio se consideraron causantes de infeccion en las siguientes
circunstancias:

a) Heridas: con evidencia de inflamacion, secrecidn purulenta on el que el

bacilo gramnegativo fuera el germen unice o gicde:n

by Neumonia: Pacieates con sospecha clinica de neumonia con dos de los
siguientes criterios: ficbre, leucocitosis >10 000, tos con expectoracién purulenta,
sindrome de condensacidn pulmenar o insuficiencia respiratoria, y radiografia de
térax con imagen sugestiva de neumonia, y en quien ademds se tuvo confirmacién
microbiolégica en alguna de las siguienies muestnas: expectoraridn con mds de 25
leucocitos y menos de 10 células epiteliales por campo al exdmen microscdpico (10X)
(70). Puncion transtraqueal con el aislamiento del bacilo gramnegativo. La muestra
obtenida por broncoscopia o sonda endotraqueal se considerd infectante si la cuenta
mayor de 10 000 UFC/mL o predominancia el bacilo gramnegativo como

predominante. Biopsia  con aislamiento puro o predominante del bacilo
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gramnegativo.

¢) Hemuocultivo: aislamiento del bacilo gramnegativo en una o mis muestras
1.

d) Orina: cuenta igual o mayor de 10° UFC/mL si el aistamiento ova de

muestra obtenida de chorro medio en paciente sintomitico. Con cuenta de 100

FCAuL o aias st lz

« s abtenida por puncion de sonda de Foley (68), y

° C

resencia del germen cuando la muestra se hubiese obtenido por puncidn
suprapubica.
¢) Otrus liquidos normalmente estériles: cefaloraquideo, pleural, articular. Se

consideraron cuando el microorganismo fuera Gnico o predominante (68).

2. Colonizacidn. Aislamientos de bacilos gramnegativos del estudio que no
reunieran los criterios antes mencionados y por lo tanto no fueron incluidos en el

estudio.

3. Infeccion ngsocomial. Cuando la infeccion se hubiera hecho aparente
después de 48-72 horas de hospitalizacién y que no se encontrara presente o en
periodo de incubacién at momento dei ingieso (72 720
Tamarto de la muestra.

El tamaiio se calculd en base 2l factor mds importante considerado en nuestra
hipétesis (uso previo de antibidticos), con una magnitud del riesgo a detectar (R) de
4 y una exposicion al factor de riesgo de 53%. Con ust cever 2lfa wnimarginal de 0.05
y un crror beta unimarginal de 0.20. Por lo que resultaron necesarios 40 casos y 40

controles {74,75).
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Estudio de Casos y Conltroles.

Con el objeto de investicar los factores de riesgo relacionados con el
desarrollo de infecciones por microorganismos resistentes, se efectuéd un registro de
las siguientes variables recolectados en un formato especial (ver anexo 1):

ay Demogrdficas. iNumbre, edad, sexo, registro, fecha de ingreso, area, y
tiempo de hospitalizacién.

b} Clinicas. Diagndsticos de ingreso; procedimientos invasivos {(endoscopias);
intervenciones quirnirgicas en el presente internamiento o en las altimas cuatro
semanas antes de su ingreso; presencia de catéteres, emplea de nutricién parenteral;
sitio de infeccidon documentado; sitio de aislamiento; uso previo de antibidticos hasta
en las cuatra semanas previas al desarrollo de la infeccidn resistente, empo y dosis
recibidas; germen identificado; patrén de sensibilidad y tratamiento actual, firmacos
y dosis.

¢) Evolucidn. Se analizo la martalidad cruda en ambos grupos.

Identificacion de los microorganismos.

La identificacion de las enterobacterias se hizo por un micrométodo comercial
APY 20E {Analytab Products, Plainview,N.Y.), de uso habitual en el laboratorio de
Microbiologia Clinica, y en el caso de Pseundomonas spp se efectuaron pruebas de
oxidacion y fermentacion de glucosa, crecimiento en Miiller-Hinton a 42°C, pruebas
para descarboxilasas: lisina, omitina y arginina, y reduccién de nitratos a nitritos (76)

{Ver anexo I,

Sensibilidad antimicrobiana.

La sensibilidad antimicrobiana se hizo inicialmente por: a) Difusién en agar
de Miiller-Hinton suplementado (Ca** 25 mg/L, y Mg** 12.5 mg/L) utilizando discos
impregnados con soluciones de los siguientes antibidticos: amikacina, gentamicina,

netilmicina, tobramicina, piperacilina, carbenicilina, cefotaxima, ceftriaxona,
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ceftazidima y cefoperazona, utilizando una suspension bacteriana semejante a la
turbidez del estindard 0.5 de McFarland (1.5x10° UFC/mL), siguiendo las
recomendaciones de el "National Comitee Clinical Laboratories Standards” (NCCLS)
{77) (ver anexo 1II). b) Toda resistencia se corrobord midiendo la concentracion
inhibitoria minima (C1M) por microdiiudon ciapleande salee poras de los
antimicrobianos del estudio (cuatro aminoglucédsides: amikacina, gentamicina,
netilmicina y tobramicina; y cinco B-lactamicos: carbenicilina, piperacilina,
cefotaxima, cefoperazona y ceftazidima), siguiendo los estindares de la NCCLS (78)
(Ver anexo 1V). Se utilizé un indculo de 1.5X10° UFC/mL y se incubd a 35°C por 18
h. Cada ensayo de susceptibilidad incluyd E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC
27853 cumwo cuiilroles (ver apéndice 1V). ¢) La resistencia a 8-lactimicos mediada por
B-lactamasas se probd en una submuestra de microorganisnios multirresistentes,
utilizando el disco de nitrocefin (79) (ver anexo V). d) En las cepas productoias de
8-lactamasas se realizaron estudios de sinergismo con carbenicilina, piperacilina,
cefotaximz, ceftazidima y cefoperazona mis dcido clavulinico (1:2) mediante la

técnica de microdilucion (80) (ver anexo VI).

Los microorganismos s¢ almacenaron a -70°C en agar nuiritiva mds antibiético,
en el caso de las cepas resistentes, o sin él en las sensibles. Ademds se guardaron en
papei por quintuplicado en una solucién de citrato de sodiv al 5% mids gliccrol, en

una proporcion /4, es decir, al 40% de glicerol con el antibidtico correspondiente.

Anélisis de plismidos.
Las muestras alimacenadas se recuperaron, resembrindolos en caldo infusién

cerebro-corazdn (BHI) con o sin antibidtico de acuerdo al tipo de resistencia.
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Posteriormente se realizé extraccién de ADN plasmidico de acuerdo a el
método de extraccién alcalina de BirnBoim y Doly (81) modificada con fenol (82) (ver

anexo VII).

El ADN plasmidico extraido se deposito en un gel de agarosa al 1% y se corrié
en una cidmara horizontal de electroforesis submarina a 105 V durante una hora,
posteriormente el gel se tiRd con bromuro de etidio, se observé bajo luz ultravioleta,
y se fotografié con una cdmara polaroid con una abertura de 11 y un tiempo de

exposicion de 40 segundos,
Los plismidos se clasificaron de acuerdo a su peso molecular, empleando
como control de peso fago lambda (50kb) completo y cortado con fiindIil que

produce ocho cortes en el mismo de 23.1, 9.4, 6.6, 4.4, 2.3, 2.0, 0.56, y 0.12 Kb.

SISTEMA DE CAPATACION DE LA INFORMACION. Se revisaron los resultados

diarios de sensibilidad antimicrobiana en el laboratorio de Microbiologia Clinica, y

S¢ COrroburd pusiciiui

i erz o no nasncomial, su procedencia, drea de
hospitalizacion, enfermedades subyacentes, factores predisponentes, etc, de acuerdo

a la hoja de recoleccidon de datos ya comentada (ver anexo I).

En la siguicente figura se muestra la ruta critica que se siguié durante el
estudio.
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INFECCIONES NOSOCOMIALES POR BACILOS GRAM-NEGATIVQOS
{Abril de 1989 - Marzo 1990)

Difusién’en Agar

!

CONFIRMACION POR MICRODILUCION '_';,

—

MULTIRRESISTENTE SENSIBLE
CASO CONTROL
| | ANALISIS i1

l L FACTORES DE RIESQOD e} 1
EXTRACGION PLASMIDOS EXTRACCION PLASMIDOS

I [66&66}{6{6??&] I
I PLASMIDOS

Anilisis FEstadistico

Se calculé la razén entre nimero de infecciones por bacilos gramnegativos
entre el niimero de egresos: tasa de infeccidn/egreso (IN/E); asi como la razén entre
el ndimero de infecciones nosocomiales por gramnegativos entre el total de
infecciones nosocomiales (INGN/IN), v la razdn entre infecciones nosocomiales por
gramnegativos multirresistentes entre el total de infecciones por gramnegativos
(INGNMR/INGN). Para establecer el contro! de calidad del andlisis de sensibilidad

por microdilucién se utilizd el coeficiente de correlacion intraclase. Para este se
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seleccionaron 10 cepas de Pseudomonas spp., 10 de Klebsiella spp., y 10 de Serratia
spp. Se utilizaron también cuando fue necesario prucba exacta de Fisher, razén de
momios, y en el caso del andlisis de los factores de riesgo de los casos y controles
mediante andlisis de regresion logistica simple y multiple, considerindose

significativo un nivel alfa menor a 0.05.
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RESULTADOS.

Poblacién.

Durante of periodo de estudio, se registraron 2980 cgresos y 365 infecciones
intrahospitalarias, con una tasa de 12.2 por 100 egresos, de los cuales 135 fueron

infecciones por los bacilos gramnegativos del estudio (Tabla 2).

Tabla 2
Infecciones Nosocomiales de Marzo 1990 a Abril 1991
Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubirdn”

n Tasa*
Egresos durante ¢l perfodo 2980
Infecciones nosocomiales 265 122
Infecciones por gramnegativos totales 222 7.5
Infecciones por gramnegativos« 135 4.5
* Eventos/100 egresas + Baculos gramnegaiivos del actudie

De fas 135 infecciones, 15 fueron excluvidas, por falta de recuperacion del
germen (5), duda respecto a la toma de la muestra (8) y dos debido a que tenian un
aislamiento previo del mismo microorganismo aisiadu e ¢} INNSZ en otro hospital.
Se incluyeron 120 infecciones nosocomiales por bacilos gramnegatives. La proporcién
de infecciones por bacilos gramnegativos (del estudio) del total de infecciones

nosocomiales fue del 33%, dos tercios de las cuales fueron multirresistentes {tabla

3).
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Tabla 3
Infecciones por Gramnegativos Multirresistentes en ¢l INNSZ
n Tasa (%)
Infecciones gramnegativos totales/Inf. nosocomiales 222/365 61
Lisfecciones por gramnegativos*/Inf, nosacomiales 120/365 a3
Infecciones multirresistentes/Ini. nusucsmizles 80/365 22
Infecciones multirresistentes/Inf. por gramnegativos* 80/120 66

* Bacilos gramnegativos incluidos.

Estudio de casos y controles.

Se incluyeron 80 casos y 40 controles pareados

anicamente por fecha de

diagnostico de la infeccién = 2 semanas, debido a que la proporcién de infecciones

multirresistentes fue mayor que la de sensibles se incluyeron dos casos por cada

control. No se observaron diferencias en ambos grupos en cuanto a edad y sexo. La

enfermedad subyacente fue similar en ambos grupos a excepcion de los tumores

sdlidns que fueron mids frecuentes en los casos que en los controles (tabla 4).

Tabla &

Caracteristicas Generales de los Sujetos Incluidos al Estudio

Caracteristicas Casos (n=80) Controles {(n=40) P
Edad (anos) 54211 42212

Sexo (Masculino/Femenino) 37/43 16/24 0.32
Diabetes Mellitus 21 7 0.2
Tumores sdlidos 16 2 0.02
Cirrosis Hepaitica 6 4 0.44
Enfermedades de la Coligena 9 4 0.52
Insuficiencia Renal 3 4 0.16
Neoplasias Hematoldgicas 6 7 0.12
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No hubo diferencias entre casos y controles en relacion al sitio de aislamiento

del microorganismo (tabla 5).

La mortalidad fue mayor en los casos que en los controles (16 vs 3, p=.06, RR

n

u

1.3, 1C,4:1.04-1.7) y aunque no tue estadisticamente significaiiva, ludos ius a305

4

fallecieron tuvieron infecciones causadas por P. aernginosa.

Tabla 5
Sitio de Aislamiento de Bacilos Gramnegativos
Sitio de aislamiento Casas Controles p*
Infecciones de vias urinarias 28 (35%) 17 (42%) 0.27
Bacteremias 17 (21%} 13 (32%) 0.13
Infecciones de herida quirirgica 24 (30%) 7 (18%) 0.10
Neumonias 11 (14%) 6 (18%) 0.52

Descripei6én de un brote por P. aeruginosa en la UTL

Durante los meses de julio y agnsto se observé un aumento en los
aislamientos de P. acruginosa procedente de la unidad de cuidados intensivos, en el
periodo preepidémico (abril a junio) con una tasa del 3.74 v 27 egresos. Durante el
perioda epidémico (julio a septiembre) hubo 42 egresos y una tasa del 22%, durante
el mes de julio la epidemia alcanzod su punio mdxime y el 13050 de los
presenté una infeccién por . aeruginosa. Durante el periodo postepidémico
(septiembre, octubre y noviembre) hubieron 57 egresos y ninguna infecién por P.

aeruginosa (figura 2).
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Infecciones pbf Pseudomonas aeruginosa
en la UTI de abril a diciembre de 1989

Origen y sensibilidad antimicrobiana de In P. neruginosa aislada en la UTL
P. aeruginosa que se aislé de los casos de infeccion en la UTI presenté un

patron de multirresistencia uniforme que se muestra en la tabla 6, que comparado
con un aislamiento del periodo preepidémico, mostré un perfil de resistencia
distinto, El andlisis de plismidos confirmé aue se tratd de micronrganismo comin
como se muestra en la figura 3. Debido a que los primeros casos fueron neumonia
y traqueitis se buscé una fuente conin, por to que se cultivé el agua de la cascada
de los ventiladores de donde se aislé ¢l mismo microorganismo. Se tomaron cultivos
de conectores y de las mangueras con hisopos hiimedos, de los cuales no se recuperd

el microorganismo.

"
&
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Tabla 6
Sensibilidad de¢ Aislamientos de Terapia Intensiva Meses Abril-Septiembre
Mes Nitmero A G N T C r Cx cr Cz
abiil 1 S R s S R R S S S
junio 1 R R R = R R R R R
julio 5 R R R R R R R R n
agosto 2 R R R R R R R R R
septiembre 3 R R R R R R R R R

Figura 3. Electroforesis ADN  plasmidico de Pseudomonas aeruginosa
multirresistente carriles 2, 3, 4, 5, 7 y 8 en el carril 6 se¢ muestra Ia pscudomona de}
aislamiento previo al brote.
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Descripcidn del caso indice.

El caso indice ocurrio en un paciente masculino de 88 2acs de edad, quien
ingres6 a la UTI por incstabilidad postoperatoria de cirugia abdomial por probable
absceso pancredtico ol 28 de junio. Se encontraba en su vigésimo séptimo dia de
inernamiento cuando amerité la cirugia. En el décimo primer dia postoperatorio
presentd empeorainiento del problema respiratorio y fiebre. Se tomd una radiografia
de térax que mostré un nuevo infiltrado parahiliar derecho, el cultivo tomado a
través de la cinula mostré como microorganismo tnico: Pseudomonas acruginosa. E1
paciente habia recibido previamente ampiciling, amikacina y metronidazol por 10
dias, por absceso intraabdominal, encontrindose afebril al momento de desarrollar

el nuevo cuadro infeccicso.

Descripcitn de los casos de infeccién por P. aeruginosa multirresistente.
Los episodios de infeccion por I. aeruginosna multirresistente que acurrieron

durante ¢! periodo epidémico fueron: neumonia (2), traqueitis (3), infeccidn de vias

utivatias {4}, droica (1) v bacteremia primaria {1). En la siguiente
figura 2 se observan los casos de este brote por Pscudomonas aeruginosa, donde sc
observa como los casos se concentraron principalmente en julio.

Andlisis de Factores Je riesgo.

ianat

™

v de riesga relacionados con la adquisicion
de una infeccion mullirresistente mostré que la hospitalizacién en urgencias o en
terapia intensiva, la estancia prolongada (mayor de 15 dias), el antecedente de
procedimientos quirdrgicos, el uso de antibidticos y el tiempo de uso de antibidticos
(mds de dos semanas) se relacionaron con un riesgo mayor para adquirir una
infeu lin multirresistente, no asi el uso de catéteres urinarios 0 endovenosos, o la

nutricion parenteral (tabla 7).

r
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Tabla 7
Anilisis Univariado Factores de Riesgo

Factores de riesgo RM* 1G5 P
Estancia Terapia y/o Urgencias 6.09 2.4-16 <.001
Estancia > 15 dias 03 3.8-29 <.001
Procedimientos quirirgicos 2.4 0.9-6 04
Catéteres vesicales 14 0.5-3 5
Catéteres intravenosos 3.76 0.3-33 3
Nutricién parenteral 1.66 0.5-5 4
Uso de antibidticos 6.53 2.6-16.7 <.,001
Tiempo de uso de antibidticos 1.33 1-1.7 01

+ Razon de momins.,

En el andlisis multivariado utilizando un modelo de regresion maltiple se
encontraron como factores de riesgo significativos: la estancia en terapia intensiva
o0 urgencias, la estancia prolongada, el uso previo de antibidticos y la administracion

de antibidticos por mids de dos semanas (tabla 8).

Tabla 8
Anilisis Multivariado de Factores de Riesgo
Factores de riesgo RM 1Cea P
Estancia en Urgencias y/o Terapia 1.6 1.01-3.4 04
Uso de antibidticos . 1.15-4.2 .01
Estancia > 15 dias 2.2 1.16-4.2 .01
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En cuanto al numero de antibiéticos utilizados, la administraci’n de mds de
un antibidtico se relacion6 mds frecuentemente con una infeccion multirresistente
(casos), en cambin, el usc de un “solo” antibidtico fue un factor "protector” para el

desarvollo de una infeccion multirresistente (p<.01, RR.66, IC,54 0.45-0.96) (tabla 9).

Tabla 2
Nimero de Antibiético Utilizados en Casas y Controles
Niimero de antibigticos Casos Controles RR ICssx P
Un antibi6tico 11 7 0.6 0.45-0.96 <01
Dos antibidticos 18 3 1.0 0.83-1.28 1.14
Tres antibidticos 29 1 1.3 1.07-1.604  0.01

RR = Kiesgo relativo (Exacta de Fisher)

En cuanto al tinn de antibidiico, en los casos el uso de triple esquema fue mis
frecuenie al igual que el de ceftriavona scla o combinada con otros antibiGticos. La
administracién de norfloxacina y cotrimoxazol fue mucho mds frecuente en los
controles y generalemente no mas de 15 dias (tabla 10). Micntras que 1a combinacién

fo

de B-lactimicos mis aminoglicésidos 0o mas aminoglicésidos y clindamicina 3/s

metronidazol fué muche mis fiecuente entre los casos.
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Tabla 10
Tipu Jd¢ Antibidticos Recibidos en Casos y Controles
Tipo de antibibtico Casos Conftroles RR 1C,,,, P
Ampicilina + 28 i 13 pE LI 01
Amikacina «+
Clindamicina o
Metronidazol
Cefalotina + 8 2 0.9 .68-1.3 51
Amikacina
Ceftriaxona + 10 1 1.1 .48-1.4 .67
Amikacina
Cefalotina 2 1
Cotrimoxasol 2 2
Norfloxacina 2 3
Ampidilica 2 1
Ceftriaxona 3 1}

Anilisis de microusganismos.

Las infecciones por Klebsiella spp fueion las

oy
ma

s comunes, seguidas por

Pscudomonas spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. y Serratia spp. (tabla 11). La

especie mds comin entre pseudomonas fue P, acuruginosa (89%) y en klebsiella,

K. pnieumoniae (62%).
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Tabla 11
Frecuencias de Gramnegalivos del Estudio Causantes de Infeccién.
Micivorganisio n Frecuencia(®)
Klebsiella spp 45 39
Klebsiella pneumoniae 28
Klebsiclla ozerae 15
Pseudomonas spp 37 30
Pseudonomas aeuruginosa 33
Pseudomonas fluorescens 2
Pseudomonas putida 2
Enterobacter spp 18 15
Enterobacter cloacae 12
Euterobacter acrogenes 6
Citrobacter freundii 10 12
Sernitia spp 10 12
Serratia marcescens 7
Serratia liquefaciens 3

Encuanto a los bacilos gramnegativos aislados tampoco se observé diferencias
entre casos y controles, aunque en el caso de Pseudomonas spp, éstas fueron

ligeramente mds comiines en los casos que en los controles (Ver tabla 12).

Tabla 12

Frecuencia de Bacilos Gramnegativos Encontrados en Casos y Controles
Microorganismo Casos Controles P
Klebsiella spp 28 (35%) 17 (12%) 0.27
Pseudomonas spp 29 (365%) 8 (20%) 0.052+
Enterobacter spp 10 (125) 8 (209} 0.21
Serratia spp 7 (8%) 3 (8%} 0.37
Citrobacter spp 6 (7%) 4 (10%) 0.44
* Exacta de Fisher + RR= 113, 1C,;x = 1.0-1.62

32



Anélisis Microblotoglico

Sensibilidad antimicrobiana.

La sensibilidad por difusion en agar practicada como escrutinio para
determinar susceptibilidad se muestra en las tablas de la 13 y 14, La mayor parte de
los microorganismos que se encontraron resisienivs 1o fucren 2 wids de un 8-
lactimico y a mds de un aminoglicsido. La frecuencia de resistencia de
enterobacterias a amikacina fue de 42%, y para pseudomonas de 64%., para
gentamicina fue de 53 y 72% respectivamente, para el resto de los aminoglicdsidos
fue similar. La elevada frecuencia de resistencia al resto de los aminoglicésidos es
notoria a pesar de que la amikacina es el aminoglicésido que en el INNSZ se emplea

en forma exclusiva desde 1981,

Tabla 13
Sensibilidad por Difusén en Agar a Aminoglicésidos*

Microorganismo  Antibidtico Sensible Intermedio Resistente

Enterobacterias Amikacina 45 3 35
Gentamicina 35 4 44
Netilmicina 36 2 45
Tobramicina 35 2 46

Pseudomonas spp. Amikacina 13 24
Gentaniicina Q 1 27
Netilmicina 10 1 26
Tobramicina 10 27

* Numero de microorganismos encontrados resistentes por este método.
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En el caso de 1a resistencia a 8-lactimicos 1a frecuencia de resistencia fue
mayor en psendomonas gue en enterobacterias, en las primeras la sesistencia a
piperacilina se encontrd en 86%, a cefotaxima 78%, cefoperazona 81% y ceftazidima
67%. En entetobacterias la resistencia a piperacilina fue del 68%, cefviaxima 579,

cefoperazona 43 y ceftazidima 40%,

Tabla 14
Sensibilidad por Difusién en Agar a 8-Lactimicos*

Microorganismo  Antibi6tico Sensible intermiedio Resistente

Enterobacterias Carbencilina+ 18 20
Piperacilina 23 3 57
Cefotaxima 35 48
Cefoperazona 45 38
Ceftazidima 49 34

Pseudomonas spp. Carbenicilina 4 33
Piperacilina 5 32
Cefotaxima 8 29
Cefoperazona 6 1 30
Ceftazidima 12 25

* Nimero de microorganismos enconiiadcs por este método
+ Excepto Klvbsivlla spp.

El andlisis de sensibilidad por microdilucién se hizo por duplicado, el control
de calidad se hizo con 10 aislamientos de Pseudomonas spp, 10 de Klebsiella spp y
10 de Serratia spp practicindose andlisis de correfacién intraclase para dichas
prucbas y fu¢ de 0.81-0.98 {* una dilucion) para los nueve antibidticas probados (ver
tabla 15).



Tabla 15

Correlacién interensayo Sensibilidad por Microdilucién

Antibiéticos Coeficiente de Correlacién Intraclase
Amikacina 0.81
Geniamidiia G.52
Netilmicina 0.92
Tobramicina 0.88
Carbenicilinina 0.98
Piperacilina 0.98
Cefotaxima 0.95
Cefoperazona 0.88
Ceftazidima 0.85

La concentracion minima inhibitoria para ¢l 50 y 90% de Ias cepas se muestra

en la tabla 16, ndtese el alto nivel de resistencia encontradv para pseudomona,

Tabla 16
Concentracion Minima Inhibitoria de Pseudomonus acuruginosa
en Casos y Controles

Antibiético Casos Controles

CIM,, CIM,, Intervalo CIM,, CIM, Intervalo
Amikacina 128 256 8-5256 2 4 0.5-32
Gentamicina 64 128 1-256 2 4 0.25-16
Neiilmicina o4 128 4-128 2 3 0.5-16
Tobramicina 64 128 2-128 1 4 0.25-16
Carbenicilina 1024 1024 256->1024 128 512 32 ->1024
Piperacilina 64 128 32-256 8 32 4-256
Cefotaxima 64 128 4-256 2 8 0.5-16
Cefoperazona 63 128 2-256 2 8 1-16
Ceftazidima 16 64 1-128 2 4 0.5-4

X
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La resistencia fue menor en el resto de las enterobacterias (tabla 17). Llama la
atencitn el alto nivel de resistencia encontrado para amikacina y para ¢l resto de los
aminoglicésidos, asi como para cefoperazona y piperacilina antibigticos cuyo uso es

excepcional en el INNSZ tanto para enterobacterias como para pseudomonas.

Tabla 17
Concentracién Minima Inhibitoria para Enterobacterias en Casos y Contrules
Antibiético Casos Controles
CIM;, CIMy, Intervalo CiM,, CIM,, Intervalo
Amikacina 32 128 8-256 2 4 0.5-32
Gentamicina 32 [ 8-128 1 4 0.5-16
Netilmicina 64 128 8-128 4 8 0.5-32
Tobramicina [ 128 4-256 2 4 0.2- 8
Carbenicilina 1024 1024 1024-1024 16 256 8. -1024
Piperacilina 63 128 32128 4 16 4. -64
Cefotaxima 64 128 4-128 2 3 05-8
Cefoperazona 61 128 2-128 1 4 0.2-16
Cettazidina 22 61 2- 64 0.5 2 0.2- 8

Las prucbas de sensibilidad por microditucién al anadirles un inhibidor de
beta lactamasas mostrd una importante disminucion en la media geométrica de la
concetracién minima inhibitoria a carbenicilina, piperacilina, cefotaxima y menor er
cefoperazona y celiazidima, pasticularmente entre Klebsiella spp. Serratia spp,
Pseudomonas spp, a diferencia de Enterobacter spp. y Citrobacter spp. donde ia
disminucién fue menor. (tablas 18 y 19).

36



Anétisls Mlcrqblolég!cc

Tabla 18
Media Geoméirica de CTibvig o S8-lactémicas ¢ Inkibidores de R-Jartamasas
Mis 8-lactamicos en un grupo de Bacilos Gramnegatives Multirresistentes

Microorganismo CB  CB+CL PIP PIP+CL CrX Crxs+CL
Klebsiella {10} 1258 33 125 32 35 2.97
Psendomonas (10) 977 83 114 32 53 12.33
Enterobacter (7) 234 76 76 17 112 3.17
Citrobacter (5) 1258 83 125 26 46 3.99
Scrratia (5} 1000 16 421 § 15 3.36

CB = carbenicilina, PIP = piperacilina, CL = Clavulanato, CTX = cefotaxima

Todos estos micreorganismos era resistentes a todos los antibiéticos, sin

embargo, como puede osbervarse en la tabla 19 todos fucron sensibles a Imipenem.

Tabla 19
Media Geométrica de Cliviy a B-lactdmicos ¢ Inhibidores de 8-tactamasas
mis 8-lactimicos en un grupo de Bacilos Graminegativos Multirresistentes

Microorganismo CFP  CFP+CL CAZ CAZ+CL AZT IMP
Klebsiclla (10} as AR 35 12 35 1.2
Pseudomonas (10) 100 25 43 29 27 1.44
Enterobacter(7) 38 11 76 17 11.7 1.2
Citrobacter(5) 38 16 125 2 31 1.9
Serratia(5) 251 23 19 8 8 1.2

CFP = cefoperazona, CAZ = ceftazidima, CL = Clavulanato,
AZT = aztreonam, IMP = Imipenem
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El aislamiento de un microorganismo resistente en el laboratorio fue

notificado inmediatamente al comité de vigilancia de infecciones nosocomiales

quienes a su vez comunicaron a {as enfer

eras del sector dende se ¢ncontraba el
paciente iniciindose las medidas de aislamiento dependiendo del sitio de la
infoccibn: aislamiento respiratorio, si se trataba de una neumonia; piel y heridas, en

caso de una infeccidn de herida quirdargica, ete.

Anilisis de plismidos.

El anilisis de plismidos mostté un patrén semejante en los aislamientos
clinicos de P. aeuruginosa (12), Klebsiella penumoniae (10), y Serratia marcescens (5)
multirresistentes (carriles 1, 2, 3, 4 y 5 de la figura 4) diferente en los provenientes
de aislamientos sensibles (carriles 6-10), donde 5¢ observa claramente la ausencia de
los plismidos que corresponden a 26 y 40 Kb. Citrobacter spp (5) y Enterobacter spp
(10) no tuvieron un patrén plasmidico semejante al ya descrito y como se observa en
la figura 5, fue claramente diferente. En esta figura en el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular, en el carril 2 enterobacter, carril 3 klebsiella sensible,
carrii 4 iliobacter y en Ins carriles 5, 6, 7 y 8 pseudomonas multirresistente. El
tamarto de los plismidos encontrados en pseudomonas se muestra en i siguiente
figura (fig. 6), aqui se utilizé lambda digerido (carril 1} y sin digerir {carril 1) como
marcadores de pesu molecular y en los carriles 2 y 3 los prototipos de
microorganismos resistenles y sensibles respectivamente. Los microorganismeos
muitirresisi¢ntes compartiernn dos plismidos, de 26 y 40 ICb respectivamente (figura
6).
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Figura4. Comparacién de los patrones plasmidicos entre microorganismos resistentes
y sensibles (ver texto},
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Figura 5. Se muestran los aislamientos de citrobacter y enterobacter que mostraron
un patron plasmidico diferente.
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Figura 6. Se muestran los controles de peso molecular carriles 1y 4 (Lambda
digerido con HindIll y Lambda sin digerir, respectivamente) y el prototipo de los
plismidos proveniente de aislamientos resistentes (carril 2), y sensibles (carril 3).
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DISCUSION

La emergencia de infecciones nosocomiales multirresistentes es un evento cada
vez mis frecuente, que ha sido informado en diversas partes del mundo (83,84).
Durante el periodo de estudio en el INNSZ, la frecuencia de infecciones
multirresistentes duplicé a la de las infecciones nosocomiales sensibies, razén pur
1a cual se incluyeron el doble de casos que de controles, lo cual fue mids frecuente
en terapia intensiva y urgencias. Los brotes de infecciones por micioorganizmos
multirresistentes en las unidades de terapia intensiva de México y en ctros paises
como Estados Unidos y Europa, se han asociado con una elevada mortalidad (85-88).
La alta resistencia a cefalosporinas de tercera generacién y a1 uno 0 mis
aminoglicosidos encontrada por nusustics enlre 1os casos es alannante, y se asacid

con una mortalidad cruda mayor, aunque no fue estadisticamente significativa.

Durante el periodo de estudio el 61% de las infecciones nosocomiales fueron
producidas por bacilos gramnegativos y una tercera parte por los microorganismos

incluidos.

Los factores de resgo asociados con la adquisicion de infecciones
multirresistentes después del andlisis multivariado faeron: estancia por mds de 15
dias, Ia administracién de antibi6ticos y su empleo por mis de dos semanas, la

haspitalizacién en urgencias y/o terapia intensiva.

Se sabe bien que Ia estancia prolongada en el hospital aumenta el riesgo de
adquirir (91-94) una infeccién nosocomial, aunque con frecuencia esta susceptibilidad
se relaciona con la gravedad de la enfermedad subyacente (89,90). El factor de riesgo
mis importantemente asociado con la adquisicidn de una infeccién por bacilos

gramnegativos multirresistentes encontrado por nosostros, fue la estancia hospitalaria



mayor de dos semanas. Aunque no se analizd la gravedad de la infeccion mis
pacientes con tumores sélidos se observaron entre los casos que entre los controles,
en quienes previamente se ha informado de un riesgu mayur para adquirir una

infeccién nosocomial (95).

La administracion previa de antibiéticos se ha considerado como uno de los
factores de riesgo mds importantes (21,97), en este estudio, efectivamente se asocid
con un riesgo mayor de infeccion nosoccomial por bacilos gramnegativas
multirresistentes; sin einbargo, éste fue mayor cuando ademis se consideraba el tipo
y nimero de antibiéticos administrados, vgr. cefalosporinas de tercera generacién
(92) o combinaciones de antibidticos: £-lactimicos mds aminoglicésidos y
metronidazol o clindamicina, esquemas reconocidos previamente como capaces de
seleccionar bacilos gramnegativos multirresistentes, Staphylococcus anreus resistente
a meticilina, Enterococcus spp. y Candida spp resistentes. (98-100). La mayor parte de
estos esquemas incluyeron amikacina, antibidtico que se ha asociado con una menor
seleccién de microorganimos resistentes, con estabilizacién de esta resistencia en la
mayor pariv de lus hospitales donde oo ha emploado de manera exclusiva como en
el INNSZ; sin embargo, la resistencia que se observé en nuestros casos fue muy
elevada. El uso de un antibiético, especialmente cotrimoxasol o norfloxacina, fue un
factor protector para adquirir una infeccién multirresistente, probablemente debido

al tiempo breve de administracién (7 dias en promedio), por lo que la posibilidad

de seleccion de miuvoiganismos multirresistentos fue wenar. La duracién de la
terapia antimicrobiana, en el andlisis univariado se asocié a un riesgo mayor de
infeccién nosocomial multirresistante; sin  embargo, después del anélisis

multivariado no fue corroborado.

La estancia en urgencias y/o terapia intensiva fue un factor de riesgo debido

probablemente a: 1. Los pacientes que se encuentran en estas dreas gencralmente
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estin mds graves y por lo tanto mds susceptibles de adquirir una infeccién y 2. Con
frecuencia son multiinvadidos con procedimientos diagndsticos v/o terapéuticos,
suelen tener mis de un catéter o estan intubados. Estas caracteristicas son las
resposables de que los pacientes hospitalizados en estas dreas tengan una mayor
morbi-mortalidad al intectarse por baciios gramnegativos muitirresisienies, pur io
que el uso racional tanto de procedimientos como de antibiGticos debe ser una de

las prioridades de estos servicios clinicos (87-90).

Pseudomonas  spp. fue mds frecuentemente causa de infecciones
multirresistentes, evento que se explica por facilidad conque puede adquirir o
generar alta resistencia y por la facilidad con la que puede sobrevivir en el ambiente
hospitalario inanimado por tiempo prolongado, debido a sus bajos requerimientos
nutricionales y a su gran resistencia a un ambiente adverso (temperatura, pH,
antisépticos y desinfectantes) (97,101,102). Se sabe que los pacientes con infecciones
por pseudomonas tienen ademds una mayor mortalidad asociada (96), lo cual fue
cerroborado en este estudio, ya que todos los pacientes que fallecieron tenian una

infeccién por pscudomonas multirresistente,

Durante los meses de julio, agosto y septiembre de 1989, la frecuencia de
aislamientos de P. acuruginosa de terapia intensiva fue mayor que cn los meses
previos y posteriores. Todos las pseudomonas aisladas en este periodo tuvieron el
mismo perfil de multirresistencia y que por el anilisis de plismidos se encontré que
se trataba de un mismo microorganismo. Este brote se originé por la contaminacién
de los nebulizadores de los ventiladores, debido a la dificultad en la esterilizacién
de las mangueras de los ventiladores y a que por falta de repuestos se reutilizaban
después de un proceso incompleto de desinfeccion alta con glutaraldehido. Este
problema ha ocurrido principalmente en unidades de cuidados intensivos neonatales

debido a que se combinan varios factores que favorecen su aparicion como son: un

44



Andlisis Microblolégico

nimero excesivo de pacientes, que permiten el relajamiento de las medidas
habituzales de seguridad para su manejo y enfermos cuyos padecimientos de base los
hacen mais susceptibles (103). En este brote la clara relacidn entre una correcta
esterilizacién del equipo y la desaparicion del mismo explicd su mecanisimo, aunque
no podemos descartar 1a presencia de otros vectores: material de curacion, las manos
del personal, ete., ya que no sélo se observaron infecciones de tracto respiratorio bajo
sino también se observaron infecciones de vias urinarias y un episodio de bacteremia
primaria. En esta epidemia el anilisis de plismidos demostré ser una herramienta
util que perinitié identificar un sola cepa de . aeruginosa como responsable de la
misma, ya que los aislamientos fuera del brote mostraron un patrén de sensibilidad
dislinto y tenian también un pertil ptasmidico diferente. Con ello, se pudo definir

el tiempo de aparicién y desaparicion del microorganismo responsable.

La elevada frecuencia de resistencia especialimente entre pseudomonas
contrasta con los estudios realizados previamente en el INNSZ (65) donde en 1984
Ia resistencia a amikacina era apenas del 18% v 6 afios despnds anmamid hacta o
64%, y en el caso de otras enterobacterias en el mismo aie fue del 0% mientras que
en 1990 fue del 42%; para el resto de aminoglicisidos Ja tasa de resistencia ha
permanecido mds 0 menos constante a pesar de que ya no se utilizan. La resistencia
a B-lactimicos también ha aumentado importantemente, ya que en 1981 la resistencia
a piperacilina en enterobacterias y pseudomanas fue del 12.5 v 42% respectivaments,
y en este estudio la encontramos en el 68 y en el 86% respectivamente, con un
incremento similar para el resto de los R-lactimicos. Este fenomeno puede explicarse
por el empleo de antibidticos de amplio espectro por tiempo prolongado y un
aumento en ¢l nimero y en la sobrevida de los pacientes con diversos grados de
inmunosupresién {neoplasias, transplantes de 6rganos, enfermedades de la coligena,
ete.) en comparacidn con épocas anteriores. La resistencia cruzada entre 8-lactimicos

y aminoglicésidos sugiere un factor comin que podria corresponder al plismido
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observado en la P. acruginosa de terapia intensiva.

L2 adici6n de inhibidores de -lactamasas produjo una drimatica disminucién
de las CIMs de cefotaxima, cefoperazona, carbenicilina y piperacilina, especialinente
en Klebsiclla spp., Serratia spp. y en Pseudomonas spp., a diferencia de Enterobacter
spp. y Citrobacter spp. donde la disminucion {ue wiciiorn Este hallzzgo sugiere en
principio dos mecanismos distintos de resistencia, el primero la presencia de 8-
lactamasas codificadas por plismidos en klebsiel! 1, serratia y pseudomonas y el otro,
B-lactamasas (cefalosporinasas) del grupo Clase 1, mediadas cromosémicamente en
entercbacter y citrobacter. La resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién
que responde a inhibidores de 8-lactamasas y que no cruza con imipenem es una
caracteristica de 1a actividad de 2-lactamasas de amplio espectro, codificadas por
plismidos, y que se han encontrado en bacilos gramnegativos causantes de
infecciones en unidades de terapia intensiva en Francia, Espana, Bélgica, Estados
Unidos y Chile (47-52,104), donde se han asociado con una alita mortalidad. El primer
bacilo gramnegativo que se informé como portador de este tipo de plismido fue
Klebsiellz spp. y, posteriormente se ha encontrado en otras bacilos gramnegativos.
El tratamienlo de las infecciones por estos microorganismos ha requerido de
combinaciones de antibidticos que incluyen carbapenems y aminoglicdsidos, cuando
no se ha encontrado resistencia cruzada, como ocurre en la mayoria de las
enterobacterias; o con ciprofloxacina, en el caso de pscudonionas que pueds ser

resistente a carbapenems (105).

La gran mayoria de los aislamicentos mostraron una elevada resistencia
también a aminoglicdsidos, especialmente amikacina y tobramicina y ligeramente
menor a gentamicina, ésto sugiere la actividad de una enzima de amplio espectro del
como la acetiltransferasa AAC 6, probablemente ésta sea codificada por plismidos,

que se han seleccionado en este hospital por el uso exclusivo de amikacina durante
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10 ados. Posiblemente la expresién fenotipica (produccién de la enzima) ocurre de
manera variable y podria ademds, coexistir con otro tipo de informacién genética
extracromosémica, como la produccion de fR-lactamasas. La disminucién en la
permeabilidad parece una explicacién poco probable, debido a que ia resistencia alia
a amikacina no se asocia, en esos casos, con una resistencia elevada a los 8-

lactdmicos (106).

La presencia de material extracromosdmico comiin en los microorganismos
responsables de brotes de infecciones multirresistentes en el hospital tiene muchos
antecedentes, siendo pariiculanmenie importantes los informes de epidemias de
infecciones nosocomiales multirresistentes por 5. marcescens en Nashville, Tenn.
(107); por S. marce K

? oniae, E. acrogenes, C. freundii, K. oxytoca 'y Proteus

rettgeri en Seattle, Wa (108); por K. pueusnoniac en Richroond, Va. (109); pur
mencionar algunos. Muchos de estos brotes se han originado en las unidades de
terapia intensiva y/o urgencias, y con frecuencia en dreas de quamados o unidades
de cuidados intensivos neonatales, donde el nimero excesivo de pacientes fomenta
Ia relajacién de las medidas de control dentro de esas dreas favoreciendo la
diseminacién de microorganismos altamente resistentes. Los plismidos que se
encuentran en los microarganismos aislados en estas zonas del hospital son muy
polimérficos y varian en sus propiedades y pesos moleculares, ver tabla 20. Sus
pesos moleculares varian desde 45 000 hasta 105 000 daltones y la resistencia que
codifican les permite a los microorganismos sobrevivir en presencia de
aminoglicésidos, 8-lactiraicos, tetraciclinas y sulfametoxasol, En los dos primeros

brotes (Nashville y Seattle), se logré demostrar transmisién a otros gramnegativos.
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Tabla 20
Caracteristicas de los plismidos identificados
en brotes por microorganismos multirresistentes

Origen Enterobacteria Peso* Antibibticos+

Nashville K pureumoniae 105 000 GM,TM,SM,TC,KM

CB,SU,TE,AP
Seattle S marcescens ' 45 000 GM, TM,KM,AP,CB

CF,SM,SU.
Virginia K prneumoniae 71 000 GM,KM,CF,ADP,CB

* megadaltons.

+ gentamicina (GM), tobramicina (TM), kanamicina (KM), estreptomicina
(SM), ampicilina (AP), carbenicilina (CB), cefalotina (CF), cloranfenicol (CM),
tetraciclina (TC), sulfonamida (SU).

Los plismidos que codifican para la produccidn de £ Iactamaeas que se han
aislado de K. pneumoniae ¥ de atros bacilos gramnegatives varian desde menos de
50 Kb hasta mds de 150 Kb, algunos expresan ademds resistencia para
aminoglicdsidos, sulfas o tctraciclinas (33,106,107,110,111). Psecudomonas, klebsiella
y serratia en este estudio tenian varios plismidos, el menor de ellos de 26 Kb

aproximadamente fue el mds constante en nuesirus aislam

sa

peligen de la
presencia de plismidos con informacién para la produccion de enzimas para una
gran variedad de antibidticos depende también de su pusible transmisibilidad,
replicacién y expresidn en clonas diferentes del mismo organismo o bien en especies,
y géneros diferentes dentro del hospital e inclusive la posibilidad de diseminacion

a otras instituciones a través del intercambio de pacientes y de personal.
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Este fendmeno de multirresistencia no se ha confinado al hospital sino
también se¢ han encontrado bacilos gramnegativos multirresistentes especialmente
coliformes en las aguas de algunos rios en HongKong (112}, donde ademis la

frecuencia de multirresistencia era mayor en afluentes provenientes de poblaciones

primeras. Asi como también, en muestras provenientes de la comunidad, hecho

corroborado por otros investigadores en el INNSZ (113) y aunque pseudomonas no
fue de los bacilos gramnegativos mds comunvcs, si fue uno de los mds resistentes. A
diferencia de lo que ocurre en el hospital, P. stutzeri fue la especie de pseudomanas
mds frecuente en !la comunidad y la resistencia a gentamicina en pseudomonas fue
dal 17%.

Las infecciones nosocomiales son pues, uno de los retos mds importantes a
vencer hoy dia. La eficacia de los programas de control de infecciones ha sido
demostrada ampliamente (134,135), al prevenir cuando menos el 30% de las
infecciones nosocomiales. En este estudio, el sistema de vigilancia permanente
permiti6, detectar un aumento del nimero de infecciones por bacilos gramnegativos
multirresistentes en una area del hospital (unidad de cuidados intensivos), esclarecer
su posible origen y mecanimos de transmisién. Un sistema de vigilancia como éste
requiere del laboratorio de Microbiologia Clinica, ya que ¢s el responsable de la
identificacion y la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana de los
organismos aislados de muestras clinicas, con lo que orienta al comité de control de
infecciones y la comunidad médica respecto al uso racional de antibi6ticos, establecer
politicas apropiadas para disminuir el riesgo de induccién de resistencia, lograr una
disminucién de los costos y de la toxicidad de los antimicrobianos que se emplean
de el hospital, A estas dos disciplinas, se ha agregado en anos recientes la biologia
molecular, 1a cual ha revolucionado el conocimiento tanto de la microbiologia como

de la epidemiologia de las infecciones adquiridas ¢n los hospitales, y ha surgido de
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esta asociacién una nueva disciplina: la epidemiologia molecular, cuya aportacién
clave ha sido, entre otras, la demostracion fehaciente. de la identidad (caracterizacidn
de tipos y clonas) de un microorganismo, la definicion de la transferencia de los
factores de resistencia y la caracterizacion de los genes responsables de la misma
{116,117,115). La cunjuncion de estas tres aisciplinas, en este estudio, permitié
conoacer: el comportamiento de las infeciones producidas por bacilos gramnegativos
multirresistentes, los factores de riesgo relacionados con su adquisicién y asi como

los posibles mecanismos de resistencia.

El anilisis de plismidos confirma la impresion de un mecanismo de
resistencia comin entre pseudomonas, kicbsiclla y sorratia; distinto del de
enterobacter y citrobacter, aunque esto requiere la demostracién de que el ADN

plasmidico del primer grupo codifica para las propiedades de resistencia observadas.

El patrén de plismidos semejante entre las pseudomonas multirresistentes
aisladas de terapia intensiva, y diferente del perfil obtenido de las psendomonas
aisladas previamente (sensibles a la mayoria de los antibidticas probados), fue una
herramienta muy Gtil para establecer de manera precisa que el caso indice fue el que
dié origen a la diseminacién del organismo multirresistente durante las 10 semanas

subsecuentes.

El control de infecciones producidas por microroganismos multirresistentes
requiere intervencion en dos niveles: 1. Uso de antibidticos. Utilizar de preferencia
un sé6lo antibiético con actividad bactericida contra el microorganismo causante de
la infeccién; emplear combinaciones cuando se tratan infecciones por
microorganismos potencialmente resistentes, y en caso de prescribir antibidticos
empiricamente cambiar al antimicrobiana de eleccién en cuanto se disponga de la

sensibilidad. 2. Precauciones de manejo. Lavado de manos antes y después de revisar

2
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cada pacienty; aislamiento de aquellos sujetos con infecciones multirresistentes; uso
de guantes para el manejo de heridas y secreciones, y manejo adecuado de excretas
y ropa de cama. La aplicacion de estas recomendacion s es vsencial para evitar la

seleccion de microorganismos resistentes y su subsecuente diseminacion.

En las ultimas décadas fa infioducdisn de una gran voeiedat de nueves
antimicrobianos ha cambiado dristicamente el tratamiento de las enfermedades
infecciosas; sin embargo, la aparicién casi explosiva de nuevos compuestos favorece
la administracion indiscriminada de los mismos, misma que induce la aparicion de
microorganismos resistentes con gran rapidez. Esta carrera aparentemente
interminable, conduce inexorablemente a la seleccion de microorganismos cada vez
mds resistentes y a la sintesis de compuestos cada vez mds costosos. El empleo
adecuado de antibidticos y el juicioso uso de laboratorio de microbiologia son la

estrategias que pueden detener esta carrera (119,120).
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CONCILUSIONES

La frecuencia de infecciones por bacilos gramnegativos fue de 7.5 por cada 100
ingresos, correspondié al 61% de las infecciones nosocomiales, y dos tercios

de éstas fucron por bacilos gramnegativos multirresistentes,

Las dreas del hospital con mayor riesgo para adquirir infecciones por
organismos multirresistentes fueron la unidad de cuidados intensivos y
urgencias, lo cual se comprobé mediante el estudio de casos y controles y
ademids porque durante el estudio se detecté un brote por P. acruginosa

multirresistente en la unidad de terapia intensiva.

Efectivamente el uso previo de antibi6ticos (RR 6.53, ICyy 2.6-16.67),
particularmente el empleo de triple esquema (RR 1.3, ICy, 1.07-1.6) por mis
de dos semanas (RR 1.33, 1C;;4 1-1.7), se relacionaren con la adquisicién de

una infecci6n nosocomial por bacilos gramnegativos multirresistentes,

El anilisis de plismidos permitié identificar epidemiologicamente a un
microorganismo, en particular, como responsable de un brote en Ia unidad de
terapia intensiva. Ademis, se identificd un perfil de plismidos (50 y 30 Kb)
comiin entre klebsiclla, serratia y pseudomonas, que compaitian un patrén de
resistencia stmejanie, En coniraste el pairon de plismidos observado enire
enterobacter y citrobacter fue distinto al igual que la susceptibilidad a
inhibidores de f-lactamasas, ya que no se doumenté una disminucién
importante en la concentracién minima inhibitoria a 8-lactimicos que si se

observd en el primer grupo de organismos.

52



Anlisis Microbiolégico

EI control de infecciones nosocomiales demanda el conocimiento de los
factores de riesgo rclacionados con la adquisicion de una infeccion
multirresistente. En este estudio, la hospitalizacion por mds de 15 dias, Ia

Ry

estancia en 1a unidad de cuidadoc tntencives v o

antibiéticos, el tiempo de uso previo de antibidticos, el antecedente de
procedimientos quirdrgicos, y la presencia de tumores sélidos fueron factores
de riesgo para adquirir una infeccidn nosocomial por bacilos gramngeativos

multirresistentes.
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ANEXO 1

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
Nombre Registro
Servicio, Edad Sexo,
Fecha de ingreso Dia Recaleccion
Diagnosticos e ingyesa’
A) Bj,
) D)
E) Infeccioso Fecha

Tiempo de estancia antes del aislamiento:

Intervenciones quirirgicas y procedimientos invasivos:

A) Fecha
Bj Fecha
Cy Fecha

Origen de la wuestra: () orina () sangre () expect () herida
{ ) otras:

Definicién: () caso { } conteol
Administracion previa de antimicrobianoes () SU ()} NO
cCvafes?: tiempo y dosis

tiempo v dosis
tiempo y dasis
tiermpo y dosis

Motivo de uso previo

Germen aislado: () Klebsiella () Serratia
{ ) Pseudomonas ()} Cateaubacter
( ) Citrobacter () Otros

Sensibilidad: R = resistente S = sensible
{ ) Amikacina ( } Gentamicina () Netiimidina { } Coarbeniclina

e
Al
() Piperacilina () Ceftriaxona () Cefoperazona () Ceftazidima
Qtros:

Tratamiento actual: dosis
dosis __
dosis
dosis

Evolucién clinica: { ) curacién () mejoria { ) falta

Bacteriolégica: () erraicacié () persisitencia () sobreinfeccion
Complicaciones:
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ANEXO {1
IDENTTFICACION DE PSEUDOMONAS spp.

1. Crecimiento de la muestra en agar McConkey y sangre de carnero,

2. Incubacién a 35°C par 18hrs

3. Tincidn de Gram de las colonias.

4. Produccién de oxidasa determinada en una colonia aislada en agar sangre de
carnero (pigmentacién violeta en papel secante).

5. Oxidacién de glucosa demostrada por el método de Hugh-Leifson: se sembro una
colonia en dos tubos con medio de cultivo y glucosa mds colorante [aerobiosis y
anaerobiosis (aceite)], se incubé a 37°C por 18 hrs. Con cambio de color (amarillo)
en tubo sin aceite (metabolismo oxidativo).

6. Produccién de pigmento en agar de Miieller-Hinton.

7. Crecimiento a 42°C.

Identificacion especies de Pseudomonas spp

Caracteristica P. aeruginosa P fluorescens P putida
Piocianina + 0 - -

Pioverdina + 0 - + + 0 -
Indofenol oxidasa + + +
Movilidad + + +
Arginina dehidrolasa + + +
Hidrolisis gelatina -0+ + .
Crecimiento a 42°C + - -
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ANEXO 111

SENSIBILIDAD POR DIFUSION EN AGAR

1. Se crecio ia cepa quc 3¢ deseaba probar en agar McConkey a 35°C durante 18 hrs,
2. Se tomaron colonias individuales y se resuspendieron en caldo infusién cerebro-
corazén (BHI) hasta alcanzar la turbidez del 0.5 de McFarland.

3. Se mojé un hisopo en esta dilucion y se sembro en forma masiva en una placa de
agar Miiler-Hinton.

4. Se colocaron los discos que contenian los antibidticos a probar.

5. Se¢ incubaron a 35°C durante toda la noche (habitualmente 18 hrs.)

6. Se ley6 el halo de inhibicién producido por cada antibiotico de acuerdo a los

estindares propuestos por la NCCLS (78).

ANTIBIOTICO SENSIBLE (mm) RESISTENTE (mm)
EC PS EC PS

AMIKACINA >17 >17 <14 <1
GENTAMICINA >15 >15 <12 <42
NETILMICINA >15 >15 <12 <12
TOBRAMICINA >15 >15 <12 <12
CARBENICLININA >23 >17 <19 <13
PIPERACILINA >21 >18 <17 <14
CEFOTAXIMA >23 >23 <14 <14
CEFOPERAZONA >21 >21 <15 <15
CEFTAZIDIMA >18 >18 <14 <14
EC = Uscherichia coli PS = Pscudomonas aeuruginosa
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ANEXO IV
ANALISIS DE SENSIBILIDAD POR MICRODILUCION.

Material,

1. Piacas de poiiesiitenou vsidiiles para ELISA con 96 poros Je 150 4l de capacidad.
2. Pipeta multicanal

3. Puntas para pipeta 100 gl

4. Viales para antibidticos estériles

5. Charelas de plastico estériles para vaciar reactivos

6. Pipetas IYasteur

7. Balanza analitica

8. Espejo para lectura

Reactivos.

1, Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.1

2. Agua desionizada.

3. Caldo infusion cerebro-curazon (Biil).

4. Caldo Miicller-Hinton, suplementado con Ca** y Mg**.
5. Caldo Soya tripticaseina con gliceiol al 20%.

6. Agar nutritivo.
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Preparacion de soluciones,

Solucién amortiguadora de fosfalos {I'BS).

NaCl 16.0 g.
KH,lPO, 04 g.
Na,HPO, 58 g
KCl 0.4 g.

H,O desionizada 2.0 L.
Ajustara pH 7.1

Esterilizar en autoclave 15 minutos/15 Lb de presién,

Caldo Miiier-Hinton csuplementado.
MgCl,.6H,0 8.36 g.
Se disolvid en 1 L. agua desionizada y se esteriiizé en auloclave 15 min/15 Lb
de presion
CaCl.2H,O 3.68 g.

Se disolvid en 1 L. agua desionizada y se esterilizo en autoclave 15 min/15 Lb
de presién. Se preparé ol caldo Miler-Hinton de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y se esterilizd en autoclave 15 min/15 Lb de presion y se le anadicron 5
m} de {a solucion de MgCl,, y 10 ml de la de CaCl,.

Procedimiento.

1. Se resembrd la cepa obtenida en agar McConkey v se incubd a 35°C por 16-18 hrs.,
posteriormente se tomdé una colonia y se disolvié en caldo BHI hasta ajustar al 0.5
McFarland (1.5x10® unidades formadoras de colonias).

2. De esta diludidu se omaion 10 pl y se disolvicion ¢n 18 mi de PBS.
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3. Mientras lanto se colocaron 50 ul del caldo Micller-Hinton suplementado en cada
uno de los pozos de las imicroplacas exceptuando el nimero uno.
4. Los antibidticos que se probaron fueron sales estériles puras y se caleul6 la

cantidad necesaria de acuerdo a la siguiente férmula:

peso en g. = ml. de diluyente X cantidad deseada en g,

potencia

por ejemplo, para conocer la cantidad de amikacina = 20 X 512 = 11.31
905

Ia cantidad obtenida la dividimos entre 1000, para obtener los gramos que hay que
pesar 011314 g, ésta es la cantidad que diluimos en 20 ml Para ¢l resto de
antibidticos se pesaron:

gentamicina = .00796 g.

tobramicina = .00548 g.

netilmicina = .00876 g.

carbenicilina = .0493 g.

niperacilina = 02552 g. (para 100 mD

ceftriaxona = 00512 g.

cefoperazona = .010813 g.

ceftazidima = .0060 g.

7. Una ver preparadas lac diluciones se inocularon 50 ul del antibiético a todos los
pozos excepto el ultimo. De tal manera que, el pozo 1 sélo contenia antibidtico y el
Glitimo sélo el microorganismo, utilizindose éste altimo como control de crecimiento.
8. De ]a misma manera se inocul6 el microorganismo en todos los pozos.

9. Se incubaron a 352C durante 16-18 hrs y se leyeron con ayuda del espejo.



Andlisis Microbiologlco

10, En cada placa de ELISA se sembraron en las Jdos Gltimas dos lineas de pozos las
cepas control de sensibilidad conocida, Pscudomonas acuruginosa ATCC 27853 y
Eschorichia coli ATCC 25922 cuyos patrones de susceptibilidad a los diferentes

antibidticos son:

Intervalos de Concentracién Minima Inhibttoria para ios AntibidGiicos Frobadus
de las Cepas Controles (up/mL)

Bact Amika Genta Netil Tobra Carbe Pipe Ceft Cefo Caz

rPA 2-8 1-4 2-8 5-2 16-24 2-8 2-8 2-8 2-8

EC 2-8 5-4 .25-1 5-1 .25-1 4-16  1-4 J12-5 .12-5

Bact= bacteria, PA = Pseudomonas acruginosa, EC = Escherichia coli, Amika=
amikacina, Genta= gentlamicina, Netil= netilmicina, Tobra= tobramicina, Carbe=
carbenicilina, Pipe= piperacilina, Ceft= cettriaxona, Cefo= cefoperazona, Caz=

ceftazidima.

11. Se considerd CMI aquella concentracidn existente en ¢l Gitimo pozo donde no

)

hubicse
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ANEXO V

PRODUCCION DE 8-LACIAMASAS

Miétodo Nitrocefin,
Principio. La {ddiGlisis del aniite Qactimice de la cefalosporina cromogénica
nitrocefin {3-(2,4 dinitrostril)(6R,7R)-7-(2-tienilacetamido)-cefem} produce un cambio

de color de amarillo a rojo.

Procedimienio

1. Se utilizaron discos de nitrocefin que contienen 10 mg/ml, los cuales se colocaron
sobre una placa de agar Miller-Hinton previamente inoculada con la cepa quc se
desara probar a una concentracién final de 0.5 McFarland.

2. Se esperd de 10 a 30 minutos y se vigilé el cambio de color de amarillo a rojo.
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ANEXO VI
SINERGISMO 8 LACTAMICOS + CLAVULANATO

Con ¢l mismao procedimiento utilizado para obtener la concentracion minima
inhibitoria por microdilucion en placa, se prepararon placas que contenian
carbenicitina + clavulanato, piperacilina + clavulanato, cefutaxima + clavulanato,
cefoperazona + clavulanato y ceftazidima + clavulanato todas en una relacion 1:2, Las
cepas probadas para estos antibidticos fueron escogidas al azar entre las cepas

multirresistentes y se probaron tamnbién para imipenem y aztreonam.

Se utilizaron los mismos controles de crecimiento y sensibilidad que en el

ensayo de microdilucion (ver anexo 1V).
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ANEXO Vii
PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION DE PLASMIDQOS.
Materiales

A. Amortiguador
Solucién de acetato 40 mM (pH 7.2)

Etilen diaminotetracético 2 mM

1. Ajustar pH 7.29 con solucion glacial de dcido acético.
2. Aforar a 1000 ml

B. Solucién para lisis.
Dodecil sulfato de sodio al 3%
Tris 50 mM pH 12.2
1. Ajustar pH adadiendo NaOH 2N
2. Aforar a 1000 ml

3. Estahilizar por filtracién

C. Solucién fenol-cloroformo {50/50) vol/vol.
Fenol congelado y licuado 50-C: 50 mL
Cloroformo 50 mL

D. Pérpura de Bromocresol en glicerol

Piarpura de Bromocresol 0.25%

Glicerol 50%

Acetato 0.05 M (pH 7.9 )
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PROCEDIMIENTO
1. Después de Ia recuperacién de una de tas cepas en medio BHI (infusidn cerebro-
corazén) suplementado con  antibidlico en el casue  Jdu  microerganismaos

multirresistentes (amikacina 16 ug/imlL, o cefotaxima 8 ug/ml).

2. 5¢ resembid i una placs do agar MceConkey para verificar s tratara de 1a cepa
seleccionada,

3. Se cultivé nuevamente en 3 ml de caldo soya tripticase mdis el antibigtico
apropiado a 35°C durante 18 horas.

4. Se colocéd 1 mL. de caldo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

5. Se centrifugo en una microcentrifuga Eppendorf por 5 minutos a 12000 RPM. Se
decantd el sobrenadante y se repitié este procedimiento en tres ocasiones para
concentray la mayor cantidad de colonias bacterianas.

6. Se resuspendio en 100 pL de solucidn A

7. Se anadieron 200 ul de solucion B, y se mezcld brevemente por agitacidn,

8. Se Incubd 60 min a 0 C.

9. Después se anadieron dos volimenes de 1a solucion C (600 4L aproximadamente),
se emulsificd la solucion agitinduie suavemente v nosteriormente se centrifugé 15
minutos en el a 12000 RPM.

10. Sin utilizar el precipitado de la interfase, se transfirid ¢l sobrenadante a otro tubo
Eppendorf.

11. Se extrajo el ADN plasmidico con fenol saturado utilizando un volimen igual
al sobrenadante (600 ul.).

12, Se mezclé durante 10 minutos y posterionmente se centrifugd durante 10 minutos
a 12000 RPM.

13. Se coloch el sobrenadante en otro tubo Eppendorf y se le agregdé un voltimen
igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1).

14. Se mezcld perfectamente durante 5 minutos y se centrifusd 10 minutos a 12000
RPi.%
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15. Se colocd el sobrenadante en otro tubo Eppendorf v s¢ le agregd un voltmen
igual de cloroformo-alcohol isvamilico (24:1).

16. Se mezcld durante 5 minutos y se centrifugo nuevamente durante § minvtns,
17. Se colocd el sobrenadante en otro tubo Eppendorf y se precipité con dos
voiduéincs 3 medio de alechol etilico absoluto.

18. Se dejo precipitar por lo menos durante 2 horas a -70°C.

19. Después se centrifugd 10 minutos a 12000 RP'M y se tird el sobrenadante.

20. Se dejé secar el exceso de alecohol y el precipitado se resuspendid nuevamente en
30 ul de tris-EDTA 1X.

21. Se tomaron 5 pL y se probaron en una electroforesis con Agarosa tipo 11 al 8%.
22, Se aiadid azul de bromocresol con glicerol como indicador de corrimiento y en
uno de los pozos fago lambda cortado con Hindll como indicador de peso
molecular.
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ELECTROFORESIS SUBMARINA.

1. Se utilizo agarosa ai i%, para evitar subiecalentaimnicalo y per
plismidos relativamente grandes.
2. Se utilizé amortiguador bajo en sal.

40 mM Tris boratos

2mM EDTA.

Se ajustd el pH con dcido acético glacial.
3. La agarosa de disuelvio en el amortiguador durante 3 a 7 min en autoclave u homo
de microondas (2 minutos).
4. La electroforesis se realizé en aparato horizontal descrito por McDonell (27).
5. El voltaje fué de 12 v/em (120 v).
6. Se requirieron 50-6{) minutos.
7. El control de corrimiento se realizé afiadiendo pirpura de bromocresol at ADN
depositado en el gel.
8. Un vez que el colorante Hego a la parte inferior del gel, éste se ting con bromuro
de atilio 085 pa/mT durante 10-30 min a 23°C.
9. Se tomé fotografia del gel tefiido bajo observacion con luz ujtravioleta con

pelicula tipo 55 (0 67) con un filtro naranja.
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