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comunitaria
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Institute
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ETEC E. coli enterotoxigénicas
FDA Food and Drug Administration
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IAAS Infecciones Asociadas a la
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Asistencia Sanitaria de Estados
Unidos (Institute for Healthcare
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Proskauer y Citrato

LEE Ilocus de borramiento de
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MATE multidrug and toxic compound
extrusion

MBL metalo-beta-lactamasa
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tipo porina
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Salud

OMVs outer membrane vesicles

ONPG Orto-Nitrofenil-B-
Galactopirandsido
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PABA acido p-aminobenzoico

Pb Plomo

PBP penicilin-bindingprotein
PCFs Putative colonization factors

PCR Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

PSA Pruebas de Susceptibilidad a
Antimicrobianos

RHOVE Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiolégica

RM rojo de metilo

RND Proteina transportadora

SINAVE Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica

SMR small multidrug resistance)

SPATES serine proteas
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termoestable

TGI Tracto Gastro-Intestinal
Tia toxigenic invasion loci A
TibA: toxigenic invasion loci B
TPS two partner secretion
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RND resistance nodulation division UTI infeccibn del tracto urinario

) . . comunitaria
RND Resistance-Nodulation-Division

rRNA Acido Ribonucleico ribosomal VP Vogues-Proskaeur

6 Resumen

Las infecciones por diversos agentes bacterianos intrahospitalarios multirresistentes
son cada vez mas comunes, esto es debido a que la resistencia a los antibiéticos
representa un problema de caracter mundial que ha ido en aumento en los dltimos
afos, que no solo afecta en el aspecto econémico, si no mas importante en el
humanao.

Dicho aumento ha hecho que los tratamientos con los antibiéticos convencionales,
sean cada vez mas ineficientes, todo esto es por causa del al mal uso de ellos; al
emplearse para tratar infecciones virales, a la automedicacion, a la prescripcion sin
un previo diagndstico e identificacion incorrecta y malas determinaciones de
susceptibilidad.

Debido a esta problematica han surgido nuevas combinaciones de antibioticos, en
este caso Ceftolozano/Tazobactam también conocido como Zerbaxa® de la casa
comercial MSD, una cefalosporina de nueva generacion unida a inhibidor de B-
lactamasas, dicha combinacion se cree sera efectiva contra el tratamiento de
bacterias que presentan multiresistencia a los antibiéticos mas usados. Dicha
combinacion actda principalmente inhibiendo la sintesis de la pared celular, asi
como la inhibicién de enzimas de B-lactamasas de la clase A respectivamente.
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En el presente trabajo se evaluara la susceptibilidad de las cepas multirresistentes
Escherichia coli, Klebsiella spp y Pseudomonas spp, principalmente la especie
aeruginosa aisladas en un hospital especialidades centro médico nacional siglo XXI
Dr. Bernardo Sepulveda, frente a la actividad de Ceftolozano/Tazobactam,
empleando el método de E-test y Kirby-Bauer mediante sensidiscos.

El empleo de la técnica de E-test se fundamenta en una expansion de la técnica de
difusion en disco. Se puede determinar mediante lectura directa, mide la
concentracion minima inhibitoria (CMI). La tira de plastico es no porosa, 6 cm de
largo por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano
equivalente a 15 diluciones. Posterior a una incubacion, se llevo a cabo la lectura y
la correcta interpretacion del resultado obtenido.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) surge una clasificacion
para las cepas multirresistente, llamado ESKAPE; ya a que son las cepas
multirresistentes con alta prioridad; surgen debido a que se han empleado de
manera incorrecta los antibiéticos, generando aumento en la presencia de las
bacterias que conforman este grupo.

7 Marco tedrico
7.1 Enterobacterias: Generalidades

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la localizaciéon habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos,
encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como
formando parte de la microbiota intestinal normal. Denominada asi por Rahn en
1937. (Murray, 2000)

Son microorganismos con forma de baston, por lo general de 1-3 ym de largoy 0,5
pm de diametro, con una temperatura de crecimiento 6ptimo entre 22°Cy 37°C. Las
principales caracteristicas microbioldgicas de la familia Enterobacteriaceae es que
son aerobios no formadores de esporas que pueden crecer en anaerobiosis
(anaerobios facultativos), reducen los nitratos a nitritos (con algunas excepciones),
fermentan la glucosa a acido con produccion de gas o sin ella, son oxidasa-
negativos, a excepciéon de Plesiomonas, producen catalasa, no se ve favorecido su
crecimiento en NacCl, la mayoria son moviles (con flagelos peritricos). (Farmer J. ,
1995)

La familia Enterobacteriaceae estd formada por unos 30 géneros vy
aproximadamente mas de 130 especies, biogrupos y grupos entéricos. Sin
embargo, el numero puede variar ligeramente dependiendo del autor que haya
establecido el ordenamiento taxonémico. (Mariana, 2019)
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Citoplasma

bacteriano 1 Cépsula

Membrana  Ppared celular
plasmatica

Figura 1 Estructura del género Enterobacteriaceae (Puerta, 2010)

Son componentes importantes de la microbiota intestinal normal, pero son
relativamente poco comunes como comensales en otros sitios del organismo, a
excepcion del caso de pacientes internados. Es asi que algunas especies son causa
frecuente de infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS). De los
aislamientos significativos en clinica, las Enterobacterias significan el 80% de los
bacilos Gram negativos aislados en el Laboratorio de Microbiologia y el 50 % de
todos los aislamientos clinicamente significativos. Son causa del 50 % de casos de
septicemia, mas del 70 % de infecciones del tracto urinario dentro de las
Enterobacterias son: E. coli, sobre todo Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Klebsiella y Enterobacter como las mas frecuentes. Afecta a las vias urinarias bajas
provocando cistitis y en casos mas graves a las vias urinarias altas dando lugar a
pielonefritis. Aproximadamente, constituyen un 66 % de cepas aisladas a partir de
materia fecal de pacientes con gastroenteritis. (Lopardo, 2016) (Pérez Granados,
2005)

7.2 Estructura de las Enterobacterias

Su principal caracteristica es la envoltura celular que se caracteriza por una
estructura multilaminar. La membrana interna (o citoplasmatica) consiste en una
doble capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y
macromoléculas. La capa siguiente, 0 capa externa, consiste en un peptidoglucano
delgado junto con un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion
de proteinas. La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de
fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS) (en la parte mas externa, son un
importante factor de patogenicidad de estas bacterias), lipoproteinas (que estan
fijadas al peptidoglucano), proteinas porinas multiméricas (que facilitan el paso de
diversas sustancias, incluidos los antibiéticos betalactamicos) y otras proteinas de
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la membrana externa. LPS tiene muchas funciones importantes, como se aprecia
en la figura 2.

1. Contribuye a la carga negativa en la superficie bacteriana porque el
polisacéarido central generalmente contiene azucares cargados y fosfato.

2. Ayuda a estabilizar la estructura de la membrana externa porque el lipido A
es un componente importante de la capa exterior de la membrana externa.

3. Ayuda a crear una barrera de permeabilidad.

4. EILPS también desempefia un papel en la proteccion de bacterias patégenas
de las defensas del hospedero. (Willey, Woolverton, & Sherwood, 2019)

l
a).r}»/r).‘.) ) ggﬂ gﬁ)u

Figura 2 Estructura tipica de una bacteria Gram negativa (Woolverton, 2019)

El LPS tiene tres dominios principales: el esqueleto de Lipido A, el oligosacarido
fosforilado central (Core) y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticion.
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Figura 3 Estructura de los antigenos de la familia Enterobacteriaceae (Brooks G., 2006)

1)

2)

El lipido A, también conocido como endotoxina, es la parte biol6gicamente
activa de la molécula que el hospedero reconoce. Ejerce su efecto solamente
cuando la bacteria se lisa. La lisis ocurre como resultado del efecto del
complejo de atague a membrana o por el complemento, ingestién y
destruccion por fagocitos o la muerte por ciertos tipos de antibioticos. (Lépez
Molina, Clasificacion de los factores de patogenicidad, 2019)

El polisacarido central (Core) esta unido al lipido A y esta formado por 10
azucares, muchos de ellos de estructura inusual. Se conoce como antigeno
O. Este antigeno es la base para la clasificacion de los serogrupos. Junto con
otros factores, la presencia del antigeno O media la resistencia bacteriana al
efecto bactericida del suero normal, siendo capaces por tanto de sobrevivir
mas tiempo en sangre y causando infecciones hematogenas, diseminadas y
mas graves. También es la parte mas externa del lipopolisacarido de la pared
celular y consiste en unidades repetitivas de polisacarido. Algunos
polisacéaridos especificos de O contienen azlcares Unicos. Los antigenos O
son resistentes al calor, al alcohol y generalmente se detectan por
aglutinacion bacteriana. Los anticuerpos contra los antigenos O son
predominantemente IgM. Aunque cada género de Enterobacterias esta
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3)

asociado con grupos O especificos, un solo organismo puede portar varios
antigenos O. (Brooks, 2013)

Y el antigeno K llamado capsula, es una red de polimeros que cubre la
superficie de una bacteria. La mayoria de las capsulas estan compuestas de
polisacéaridos. Si el polisacéarido forma una capa homogénea y uniforme
alrededor del cuerpo bacteriano se le llama capsula y si solo forma una red
o malla alrededor de la bacteria se le llama glucocalix. El papel de la capsula
bacteriana es proteger a la bacteria de la respuesta inflamatoria del
hospedero, esto es, activacion del complemento y muerte mediada por
fagocitosis. La capsula constituye el llamado antigeno K (capsular). La
capsula por si misma es menos probable que sea opsonizada por C3b y la
bacteria puede no ser ingerida por los fagocitos. (Puerta, 2010)
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Figura 4 Estructura del Lipopolisacarido (Steimle A, 2016)

Existe otro antigeno llamado H, estd localizado en el flagelo y se pueden
desnaturalizar o eliminar por calor o alcohol. Se conservan tratando las variantes
bacterianas moviles con formalina. Estos antigenos H se aglutinan con anticuerpos
anti-H, principalmente 1gG. Los determinantes en los antigenos H son una funcion
de la secuencia de aminoé&cidos en la proteina flagelar (flagelina). Dentro de un solo
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serotipo, los antigenos flagelares pueden estar presentes en una o ambas formas,
llamadas fase 1 (designadas convencionalmente con letras mindsculas) y fase 2
(designadas convencionalmente con numeros arabigos). Esto se conoce como
variacion de fase el cual se define como un cambio en la expresién de los antigenos
de superficie de las bacterias. En general la variacion de fase es un evento
heredable, reversible, estocastico, que puede ser modulado por factores externos y
se refiere como un interruptor reversible entre un «todo o nada». La variacion de
fase se ha asociado con la virulencia de las cepas bacterianas y se presenta en
estructuras de superficie como el LPS, las proteinas de membrana y los pilis, in vivo
la variacion de fase representa un paradigma de microevolucion, puede presentarse
tanto en el antigeno H como en el O. (Reyes & Ramirez Saad, 2010) (Morschhauser,
Kohler, Ziebuhr, & Blum-Oehler., 2001)

7.3 Identificacion bacteriana

Actualmente, la identificacibn bacteriana se realiza por medio de métodos
convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas bacterianas; se basan en
las caracteristicas «observables» de las bacterias, como su morfologia, desarrollo,
y propiedades bioguimicas y metabdlicas. Dentro de esta familia de pruebas
bioguimicas se destacarian las:

e Caracteristicas microscopicas. Macroscopicas: morfologia y hemdlisis:
Cultivo: Medios de cultivo y requerimientos de crecimiento en relaciéon a
atmoésfera, temperatura, pH y nutricion.

e Pruebas bioquimicas; Se utilizan pruebas en la identificacion preliminar y con
lectura inmediata como la catalasa y oxidasa, existen otras pruebas con
lectura menor a 6 horas como lo es la hidrélisis del hipurato, la B-
galactosidasa, las aminopeptidasas, la ureasa y el indol. También se
emplean pruebas de lecturas mas lentas de 18 a 48 horas, como lo son: la
oxido-fermentacion (O/F), Reduccién de nitratos, Rojo de Metilo, Voges-
Proskauer, Agar hierro de Kligler, fermentacion de carbohidratos, hidrdlisis
de la esculina, coagulasa (lectura a las 18 y 24 horas), fenilalanina-
desaminasa, DNasa, hidrélisis de la gelatina, descarboxilasas, lipasa,
lecitinasa, utilizacién de citratos, utilizacion de malonato y finalmente también
se puede utilizar pruebas con caracteres de resistencia a ciertas sustancias
tal y como optoquina, bacitracina, solubilidad en bilis, y crecimiento en caldo
hipersalino.

e Pruebas comerciales automatizadas; hay paneles en los que ademas de
encontrarse los sustratos para el desarrollo de pruebas Bioquimicas, como
las antes mencionadas; se encuentran diversos antimicrobianos a distintas
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concentraciones, con lo que se realiza simultaneamente la identificacion y
antibiograma del microorganismo objeto de estudio. Existen distintos paneles
para distintos grupos de microorganismos. La inoculacion y la lectura de
estos paneles se suele hacer de forma automética, incorporandose los datos
obtenidos en un ordenador, el cual proporciona con un indice alto de
fiabilidad la identificacion del microorganismo; estos son algunos de los
sistemas en paneles comerciales mas extendidos disponibles en el mercado:
MicroScan, Vitek, Pasco, Wider, Phoenix, etc. (Bou, Olmos Fernandez,
Garcia, Saez-Nieto, & Valdezaste, 2011)

Hay cuatro razones por las cuales se desea identificar este tipo de microorganismos:

1. Para ayudar a predecir el posible resultado de la infeccion.

Identificar los riesgos potenciales de infeccidén cruzada y la infeccion cruzada.
Intentar predecir la sensibilidad probable a los antibiéticos.

Obtener informacién de investigacion sobre nuevas asociaciones de
enfermedades con microorganismos.

hwn

Existen diferentes formas de realizar la identificacion de las diferentes cepas de
Enterobacteriaceae. Los laboratorios de microbiologia clinica utilizan el anélisis de
tubos el cual todavia se usa ampliamente en los laboratorios de referencia y de
salud publica. Aunque algunos laboratorios preparan sus propios medios a partir de
polvos comerciales deshidratados, la mayoria de los medios comunes también
estan disponibles comercialmente en tubos de vidrio que estan listos y validados
para su uso. El crecimiento de una sola colonia se inocula en cada tubo, y las
pruebas se leen a las 24 horas y por lo general también a las 48 horas. En muchos
laboratorios de referencia, la mayoria de las pruebas a menudo se mantienen
durante 7 dias para detectar reacciones tardias. Desafortunadamente, los medios y
las pruebas no estan completamente estandarizados, y pocos laboratorios usan
exactamente las mismas formulaciones o procedimientos. Incluso con estas
variables, este enfoque generalmente resulta en identificaciones correctas de las
especies comunes de Enterobacteriaceae. (Farmer J. , 2005)

7.4 Sistemas automatizados

Ademas de las pruebas clasicas en tubos en el laboratorio de microbiologia, en la
década de 1980, se desarrollaron dos programas de micro-computadoras en los
Laboratorios de Referencia Entéricos del Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) para ayudar en la identificacion de
cultivos de Enterobacterias. (Heymann, 2004)

La mayoria de los sistemas utilizan pruebas bioquimicas convencionales con
cambios de color o liberacion de fluoréforos, pero también se incluye la inhibicién
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del crecimiento mediante antibidtico y colorante. Se han desarrollado varios
enfoques diferentes, por ejemplo, el sistema de Biologia determina los perfiles de
utilizacion de la fuente de carbono y el sistema de identificacion microbiana Midi
utiliza un sistema automatizado de cromatografia de gases de alta resolucion
acoplado a una computadora. Uno de los sistemas mas utilizados es VITEK, es un
sistema automatizado de identificacion bacteriana y estudio de sensibilidad
antimicrobiana. La identificacion de las bacterias se basa en la inoculacion de una
suspension de microorganismos en tarjetas con determinados paneles de
reacciones bioquimicas. La sensibilidad antimicrobiana se lleva a cabo en forma
similar a través de tarjetas que contienen diluciones estandarizadas de distintos
antibiéticos correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por
El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio por sus siglas en ingles CLSI. Este
sistema se ha empleado para el estudio de cepas clinicamente significativas
aisladas de muestras clinicas u otras fuentes como alimentos y agua. (Romeau,
Salazar, Armando, & Daysi., 2008) (Hawkey, 2009)

Existen también hoy en dia “kits” comerciales, que se definen como un panel de
pruebas miniaturizadas o estandarizadas que estan disponibles comercialmente. El
enfoque para usar “kits” es similar al método de tubo convencional, con las
principales diferencias en la miniaturizacién, el nimero de pruebas disponibles, el
medio de suspension y el método de lectura e interpretaciéon de los resultados
(algunas veces por maquina). Los “kits” a menudo proporcionan la identificacion
correcta para las especies mas comunes de Enterobacteriaceae, pero pueden no
ser tan precisos para algunas de las nuevas especies. Es importante consultar el
manual de instrucciones para determinar qué organismos se han incluido en la base
de datos y el nimero de cepas que se utilizaron para definir cada organismo.
(Johnson, 2006)

7.5 Métodos Moleculares

También existen los métodos de identificacion moleculares, han demostrado ser
extremadamente Utiles para la identificacion a nivel de familia, género, especie,
serotipo, clon y cepa y para diferenciar las cepas patdgenas de las no patdgenas.
La identificacion bacteriana mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA es un
meétodo de identificacion bacteriana universal que se ha utilizado en combinacion
con la hibridacion de ADN / ADN de genoma completo por taxonomistas
bacterianos. Porque los primeros 500 pb de este gen altamente conservado, tiene
la mayor heterogeneidad, esta secuencia, que puede ser generada, mediante PCR
y secuenciacion automatizada de ADN, se ha utilizado en la laboratorio clinico
(particularmente para Mycobacterium spp.) (Patel, 2001). Sin embargo, pocos o
ninguno de estos métodos moleculares estan disponibles comercialmente. Los
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costos para la identificacion de 16S rRNA es relativamente alta, y debe haber un
equilibrio se realiza entre el valor clinico de la identificacion y el costo. En los
Estados Unidos, las pruebas de diagndstico comerciales a menudo deben ser
aprobadas por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA por sus siglas
en inglés) si se usan en muestras clinicas humanas. Las limitaciones reglamentarias
y de costos han restringido en gran medida el uso de métodos moleculares en los
laboratorios de microbiologia clinica. (Truant, 2002) (Patrick, 2007)

7.6 Pruebas de susceptibilidad

El principal objetivo de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos (PSA) in
vitro es el proporcionar una guia para el manejo terapéutico de las enfermedades
infecciosas a través de la sensibilidad o resistencia de bacterias patégenas aerobias
y anaerobias facultativas a diferentes compuestos antimicrobianos. Estos métodos
pueden clasificarse en métodos cuantitativos y cualitativos. Métodos cuantitativos:
son aguellos procedimientos que permiten determinar la concentraciéon inhibitoria
minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM).

Existen diferentes técnicas de laboratorio para evaluar in vitro la resistencia, entre
estas técnicas la prueba de susceptibilidad de difusion en disco (técnica de Kirby-
Bauer) siendo esta la mas comun, asi como las pruebas de macrodilucion en caldo
y agar. Hoy en dia, el “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI) es
responsable de la actualizacién y modificacion del procedimiento original de Kirby y
Bauer a través de un proceso de consenso global, esto con el fin de obtener
resultados mas confiables y un mayor control de calidad. (Jorgensen & Turnidge,
2007)

El método de Kirby- Bauer, se recomienda por el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio por sus siglas en ingles CLSI para la determinacién de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. El antibiograma disco-placa consiste en depositar,
en la superficie de agar Muller-Hilton de una placa de Petri previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibiéticos. Tan pronto el disco impregnado de antibiético se pone en contacto con
la superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar.
El antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de
incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicion. (Picazo, 2000)

Esta determinacién se realiza con cientos de bacterias para minimizar errores. Se
mide el diametro de la zona de inhibicién obtenida por cada una de tales cepasy se
grafica dicha medida frente a la CMI, obteniéndose la linea de regresion o "recta de
concordancia™” que proporciona la correspondencia entre las CMI y los diametros de
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inhibicion. Para determinar la CMI de una cepa se procede a medir el diametro de
la zona de inhibicién y luego extrapolarlo en el gréfico para obtener la CMI. Existen,
por tanto, unos didmetros de inhibicion, expresados en mm, estandarizados para
cada antimicrobiano. La lectura de los halos de inhibicion debe interpretarse como
sensible (S), intermedia (1) o resistente (R) segun las categorias establecidas por el
CLSI. (Picazo, 2000)

Existe otro método, representada por la figura5, Epsilon test, es una expansion de
la técnica de difusion en disco, empleando el agar Mieller-Hilton. En el método E-
test (AB Biodisk, Suecia) podemos, mediante lectura directa, determinar la
concentracion inhibitoria minima (CMI). Consiste en una tira de plastico no poroso
de 6 cm de largo por 5 mm de ancho que incorpora un gradiente predefinido de
antimicrobiano equivalente a 15 diluciones. Después de un periodo de incubacioén,
con el cual el crecimiento bacteriano es visible, se observa una elipse de inhibicion.
El borde de la zona intercepta la longitud de la tira graduada, en la posiciéon donde
una concentracion especifica del antibidtico causa inhibicion y cesa el crecimiento
bacteriano, como se aprecia en la figura 4. (Velasquez Jaramillo, 2000)

MIC 0.25 pg/ml

Figura 5 Punto de interseccion con la tira, sefialando la concentracion minima inhibitoria
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Figura 6 Principio de la prueba de E-test (Velasquez Jaramillo, 2000)

7.7 Cepas evaluadas

7.7.1 Escherichia coli

Escherichia coli se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”,
pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor a su descubridor. Es
el principal habitante anaerobio facultativo del intestino grueso y es Unico entre los
microorganismos que integran la microbiota normal del tracto gastrointestinal (TGI)
del ser humano, otros mamiferos y las aves y constituye una de las especies
bacterianas mas abundantes en esta localizacion; por cuanto también es el
microorganismo aislado con mayor frecuencia como agente causal de infecciones
de las vias urinarias, de heridas, de neumonia, meningitis y de septicemia, tanto en
las infecciones comunitarias como en las adquiridas en el hospital. (Cordero
Lobaton, 2010) (Scheutz, 2009)

Los representantes de esta especie son bacilos Gram negativos, oxidasa negativos,
con un tamafio promedio de 1,1-1,5 um de ancho y 2,0-6,0 um de largo. De acuerdo
a sus requerimientos de oxigeno son anaerobios facultativos y pueden ser moviles
por la presencia de flagelos peritricos 0 no méviles y poseedores de una proporcién
G+C de 39% a 59% en su DNA. Desde el punto de vista taxonémico su clasificacién
es la siguiente:

Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria



Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie Escherichia coli

La identificacion de las cepas del genero E. coli, iniciando con una tincion de Gram,

permitiéndonos confirmar,

la morfologia caracteristica que son bacilos Gram

negativo, como se representa en la figura 6. En la siguiente tabla se ejemplifica los
medios de cultivo y pruebas bioquimicas mas utilizadas para la identificacion de E.

coli. (Rojas N, 2008)
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Figura 7 TlnC|on de Gram, mérfologia de E.coli, bacilos G(-) sin agrupacién

Tabla 1 Medios de cultivo y

pruebas bioquimicas para la identificacion de E.coli

Medios de cultivo

Pruebas bioquimicas de
identificacion

Salmonella-Shigella

Agar-hierro-triple azucar (TSI)

Tergito Orto-nitrofenil- -  galactopirandsido
(ONPG)

MacConkey Movilidad

Eosina-Azul de Metileno de Levine | Gelatinasa|

(EMB)

Rojo de Metilo (RM) y Vogues-
Proskaeur (VP)

Fenilalanina desaminas

Ureasa

Citrato
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Indol

Malonatos

Nitratos

Fermentacion de carbohidratos

Un reciente reporte publicado en 2015 por la Organizacion Mundial de la Salud
estima que en las enfermedades diarreicas, en el cual E.coli patégena es un
contribuyente importante, son responsables de 550 millones de enfermedades y
230,000 muertes cada afio. (OMS, World Healt Organization, 2015)

Algunas cepas de E. coli son capaces de formar antigeno O y K, confiriéndoles
propiedades antifadgocitarias y de resistencia frente a sustancias bactericidas,
proporcionandole con ello un alto poder invasivo.

Se distinguen dos grandes grupos de E.coli patdégenas segun el tipo de infeccién
que provocan. Un primer grupo esta constituido por las cepas de Escherichia coli
responsables de infecciones extraintestinales (tracto urinario, sepsis y meningitis
neonatal) y un segundo grupo constituido por cepas patdgenas intestinales,
responsables de un elevado nimero de infecciones gastrointestinales. Dentro del
segundo grupo se han realizado diferentes clasificaciones. Una de las mas
utilizadas es la que toma en consideracion sus factores de virulencia y patogénesis.
Segun esta clasificacion, se distinguen seis grupos diferentes: E. coli
enterotoxigénicas (ETEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC), E. coli enteroagregativas
(EAEC), E. coli enteropatogénicas (EPEC) y E. coli enterohemorragicas (EHEC) y
Escherichia coli de adherencia difusa (ADEC). (Romeu, 2012)

Aproximadamente, cada afio se presentan 280 millones de infecciones por ETEC
en nifos bajo 4 afos, de los cuales entre 300.000 a 500.000 mueren y se cree que
mas de 40 millones son asintomaticos. Cada cepa tiene estructuras en su superficie,
necesarias para la adhesién, denominados factores de colonizacion (CFs:
colonization factors) y que en ETEC son llamados antigenos de superficie coli (CSs:
Coli surface antigens), antigenos de los factores de colonizacion (CFAs:
colonization factor antigens) o PCFs (putative colonization factors). (Farfan-Garcia,
Ariza-Rojas, Vargas-Cardenas, & Viviana., 2016)

Las cepas de E. coli ETEC presentan dos los principales mecanismos de
patogenicidad: adherencia y toxinas;

¢ Adhesion; Los CFs se encargan de la adhesion de las bacterias a receptores
(fibronectina, glicoesfingolipidos y glicoproteinas) de las células epiteliales del
intestino delgado, lo que permite su colonizacion. (Mazariego K, 2010)Para la
adherencia de ETEC a las células epiteliales, la bacteria expresa la EtpA,
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exoproteina de adhesion (TPS: two-partner secretion) situada al extremo del
flagelo, para permitir que los CFs se adhieran a éstas. Inmediatamente después,
el auto-transportador EatA (EatA: autotransporter A) incluida en el grupo de las
serin-proteasas (SPATES: serine proteas autotransporter of Enterobacteriaceae)
inhiben la actividad de EtpA, lo que da origen a la adhesion de ETEC a los
enterocitos por el loci toxigénico de invasion A (Tia: toxigenic invasion loci A),
una proteina de membrana externa y el loci toxigénico de invasion B (TibA:
toxigenic invasion loci B). (Roy K, 2010) (Kansal R, 2011)

Toxinas; se caracterizan por la produccion de al menos uno de los dos tipos de
enterotoxinas termoestales: ST (enterotoxina monomeérica termoestable) y LT
(enterotoxina oligomérica termolabil). EI LT se clasifica en tipo | (LTI) estan
directamente asociadas a cepas humanas y tipo Il (LTII). LTI es una proteina
periplasmica codificada por un plasmido que se parece a la toxina del célera
(CT). Cada toxina se divide en dos subunidades Ay B, ETEC secreta, mediante
el sistema de secrecion tipo 2, la LT dentro de las vesiculas de la membrana
externa (OMVs: outer membrane vesicles) y posteriormente con ayuda de la
subunidad B de LT se une al gangliésido GM1, que por endocitosis permite que
las OMV ingresen al citoplasma. (Tauschek M, 2007) Una vez ahi se dirige al
aparato de Golgi y al reticulo endoplasmatico. Estas reacciones producen un
aumento del AMP ciclico, lo que estimula la secrecién de cloruro y demas
electrolitos a través del canal regulador transmembranal de la fibrosis quistica.
Ademas, las ST tienen la capacidad de controlar la proliferacion celular. Segun
estudios, inhibe la sintesis de ADN en células de cancer de colon, que depende
de los niveles de calcio intracelulares. La citolisina A (ClyA: cytolysin A)
expresada del gen clyA también ha sido descrita como citotoxina de ETEC cuyas
funciones son la formacion de poros, induccién de apoptosis en los macréfagos
y actividad hemolitica. (Sato T, 2005)
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Figura 8 E.coli ETEC, mecanismo de accion patogénica, sitios de unién (Farfan-Garcia, Ariza-Rojas, Vargas-
Cérdenas, & Viviana., 2016)

EPEC y EHEC son patégenos extracelulares de la mucosa que comparten un
mecanismo Unico de colonizacién caracterizado por la formaciéon de lesiones de
adherencia y borrado o esfacelacion (A / E) en el epitelio intestinal donde las
bacterias se adhieren intimamente a la membrana plasmatica de los enterocitos del
huésped e inducen reordenamientos citoesqueléticos debajo de las bacterias
adherentes (El desarrollo de las lesiones A/ E se basa en la patogenicidad del locus
de borramiento de enterocitos (LEE), que codifica el sistema de secrecion de tipo
tres (T3SS) y las proteinas efectoras necesarias para la patogénesis. Estas
proteinas efectoras desempefian funciones criticas cuando se desplazan a las
células huésped al subvertir las defensas del huésped y los procesos celulares que
permiten a las bacterias colonizar, multiplicar y causar enfermedades. Los genes
gue codifican las proteinas efectoras varian considerablemente entre los patdgenos
A/ E,y es esta variacion la que probablemente refleja su diferencia en los fenotipos
de virulencia. (Contreras & Ochoa, 2010) (Lluque, y otros, 2010)

La capacidad toxigénica de las cepas EHEC, es necesaria para que el paciente
desarrolle colitis hemorragica y diarrea con sangre, ya que la citotoxina STX es el
principal mecanismo de patogenicidad de EHEC y su sintesis esta relacionada con
la presencia del bacteriéfago STX, que se encuentra en el genoma. La STX actla a
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nivel de sintesis de proteinas ya que se une a la subunidad 60S de los ribosomas
de las células intestinales o renales del hospedero. Ademas de la toxina, presentan
el gene cromosomal eae que codifica para la proteina de membrana externa (OMP)
de 94 kilodaltones (kDa), llamada intimina, cuya expresion es regulada por genes
plasmidicos; el gene eae también se encuentra en las cepas EPEC. Otro factor de
patogenicidad es el plasmido pO157, de 60 megadaltones (MDa), que codifica para
la enterohemolisina. El periodo de incubacién de EHEC es de 1 a 8 dias;
inicialmente produce diarrea sin sangre, con o sin vomito, dolor abdominal, fiebre, y
después de 1 a 2 dias la diarrea se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor
abdominal, de una duracion de 4 a 10 dias, con heces abundantemente
sanguinolentas. Los diferentes serotipos EHEC se han relacionado con la etiologia
de la diarrea esporadica en adultos, en brotes asociados a la ingesta de alimentos
contaminados, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y purpura
trombocitopénica. Estos padecimientos se han observado con mayor frecuencia en
paises con climas templados como los Estados Unidos, Canada, Inglaterra,
Argentina, Alemania y Japdén. (Angeles Rodriguez, 2002) (Gonzalez Ayala &
Cecchinini, 2015)

Las EPEC inducen una profusa diarrea acuosa, a veces sanguinolenta. Son una de
las principales causas de diarrea infantil en los paises en desarrollo. Los brotes se
han relacionado con el consumo de agua potable contaminada, asi como algunos
productos carnicos. La patogenia de la EPEC implica una proteina codificada por
plasmidos conocida como factor de adherencia EPEC (EAF) que permite la
adherencia localizada de bacterias a las células intestinales y una adhesina no
fimbrial designada intimin, que es una proteina de la membrana externa que media
en las etapas finales de adherencia. No producen toxinas ST o LT. La adherencia
de las cepas de EPEC a la mucosa intestinal es un proceso muy complicado y
produce efectos dramaticos en la ultraestructura de las células que resultan en
reordenamientos de actina cerca de las bacterias adherentes. El fenomeno a veces
se llama "apego y borrado” de las células. Se dice que las cepas de EPEC son
"moderadamente invasivas”, lo que significa que no son tan invasivas como Shigella
y, a diferencia de ETEC o EAEC, causan una respuesta inflamatoria.

La diarrea y otros sintomas de las infecciones por EPEC probablemente son
causados por lainvasion bacteriana y la interferencia con la transduccion de sefiales
celulares normales, en lugar de por la produccion de toxinas. Algunos tipos de EPEC
se conocen como E. coli difusamente adherentes (DAEC), segun los patrones
especificos de adherencia. Son una causa importante de la diarrea del viajero en
México y en el norte de Africa. Uno de los aspectos mas importantes de la
epidemiologia de la diarrea producida por EPEC es la poblacion afectada. Esta se
presenta principalmente como una enfermedad de nifios menores de 2 afios de
edad. En la actualidad los casos de diarrea por cepas EPEC en paises
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industrializados son poco frecuentes. En los paises en desarrollo, la incidencia de
diarrea producida por EPEC sigue siendo alta. Diferentes estudios realizados en
México, Brasil, y Africa del Sur refieren que entre 30 y 40% de los casos de diarrea
puede ser atribuido a cepas EPEC. (Todar, 2019) (Vidal, Roman Canizélez, &
Jiménez Guitiérrez, 2008)

De acuerdo a la clasificacién antes mencionada en el primer grupo encontramos a
E. coli, a menudo llamado UPEC (E. coli uropatdgena), que es responsable de las
infecciones urinarias agudas y cronicas es distinto de la E. coli comensal que se
encuentra en el colon de los humanos y estid representado por unos pocos
serogrupos (01, 02, 04, 06, O7). y O75). A menudo poseen genes que codifican
muchos factores asociados a la patogenicidad, incluidas adhesinas, sideréforos (es
decir, aerobactina), capsulas y toxinas implicadas en la patogénesis de las
infecciones urinarias. Las toxinas producidas por UPEC incluyen hemolisina y factor
de necrotizacion citotoxico 1 (CNF1) y toxina autotransportadora secretada (Sat)
gue se ha demostrado que tiene un efecto citopatico en varias lineas celulares de
vejiga y rifidn. (Hernandez Manjarrez, 2013)

La adherencia es un paso critico en la patogénesis de la meningitis por E. coli. Los
factores implicados en la union de E. coli a las células endoteliales microvasculares
del cerebro (BMEC) incluyen las fimbrias S, que también son importantes en la
patogénesis de la UPEC. La invasion posterior se ve facilitada por varios
determinantes microbianos, incluida la invasion de las proteinas del endotelio
cerebral (Ibe), que pueden promover el cruce de la barrera hematoencefélica. El
organismo Gram negativo mas comun responsable de la meningitis durante el
periodo neonatal es E. coli. La sepsis y la meningitis del recién nacido por sus siglas
en inglés (NBM) a menudo se asocian con E. coli que pertenece a un namero
limitado de serotipos, particularmente aquellos que expresan el antigeno capsular
K1, p. Ej. 083: K1y O7: K1 y especialmente O18: K1. (Baylis, Penn, Thielman, &
Gillespie, 2008)

Los mecanismos de resistencia antibiotica en E. coli hacia ampicilina, Trimetropim-
Sulfametoxazol, Tetraciclina, Cloramfenicol y Acido Nalidixico son mdltiples y estos
mecanismos se adquieren mediante mutaciones puntuales a nivel cromosémico o
transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas o
diferentes facilitada por algunos elementos maviles tales como los integrones, estas
son piezas genetecias capaces de captar genes que codifican determinantes de
resistencia antibidtica u otras funciones. Estas compuestos por tres elementos
necesarios para la insercion y expresion de genes exdgenos: unos fragmentos que
codifica una integrasa (int), una secuencia att a la que se unen los genes en casetes
gue codifican diferentes mecanismos de resistencia y dentro del intl, en el extremo
3’, una secuencia promotora (Pc) a partir de la cual se transcriben los casetes de
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resistencia integrados. Entre estos tipos de integrones, el mas frecuentemente
descrito es el integrén | (Intl), relacionado con resistencia antibiética en Gram
negativos. Existen dos tipos de integrones: el grupo | o también llamado “integrones
moviles” relacionados con los casetes de resistencia antibidtica y el grupo Il o
“superintegrones” presentes, a diferencia de los primeros, a nivel cromosémico y no
relacionados con la resistencia antibiotica salvo algunas excepciones. Esta
transferencia horizontal permite que los mecanismos se trasladen entre diferentes
enteropatdgenos y que se diseminen rapidamente a nivel mundial. (Mosquito, 2011)
(Pérez, Pavas, & Rodriguez, 2011)

7.7.2 Klebsiella pneumoniae

El término Klebsiella fue nombrado por el bacteriélogo aleman Edwin Klebs, K.
pneumoniae es una bacteria de forma bacilar, Gram negativa (figura ),
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, anaerobia facultativa, inmovil y
usualmente encapsulada, ampliamente esparcida en el ambiente, y presente de
manera especial en las superficies mucosas de mamiferos; en los seres humanos
coloniza la nasofaringe y el tracto gastrointestinal. La tasa de deteccion de adultos
portadores de K. pneumoniae en materia fecal es de 5-38%, y en nasofaringe entre
1y 6%; en los nifios el estado de portador fecal puede alcanzar el 100%. Algunos
de los miembros de este género habitan en el suelo o forman parte de la microbiota
del tracto respiratorio y gastrointestinal en los humanos. Las especies de Klebsiella
que se asocian a infecciones en humanos son principalmente Klebsiella
pneumoniae, posteriormente Klebsiella oxytoca y Klebsiella ozaenae. (Echeverri
Toro, 2010)
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Figura 9 Tincion de Gram, morfologia de Klebsiella spp,‘bacilo G(-).

Siete especies del género Klebsiella, se conocen. Estas son.

1) Klebsiella pneumoniae 4) Klebsiella rhinoscleromatis
2) Klebsiella ozaenae 5) Klebsiella oxytoca
3) Klebsiella terrigena 6) Klebsiella planticola
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7) Klebsiella ornithinolytica

Este bacilo muestra un aspecto pegajoso y brillante, con crecimiento mucoide
debido a la presencia de capsula. En el agar McConkey las colonias seran rosadas,
tonalidad conseguida por la presencia de B-galactosidopermeasa y -galactosidasa;
conjuntamente, Klebsiella no produce hemolisis en agar sangre. (Rojas N., 2007)

Klebsiella pneumoniae es una bacteria anaerobia facultativa, es decir, capaz de
crecer en presencia o ausencia de oxigeno, inmovil, su porcentaje de Guanina-
Citosina en ADN oscila entre el 53% y el 58% y sus resultados para IMViC Indol,
Rojo de metilo, Voges-Proskauer y Citrato son -/-/+/+. (Ray Sherris, 2005)

Los miembros del género Klebsiella, poseen tres tipos de factores de patogenicidad.
Ejemplificado en la figura 6

e El lipopolisacarido (LPS), es una molécula compuesta por el lipido A, un

nucleo de polisacarido y una cadena lateral denominada antigeno O, cuya
funcibn es proteger a las células bacterianas de la actividad del
complemento. El lipido A es el anclaje hidrofébico a la membrana celular
y puede estar compuesto por una gran variedad de sacaralipidos y acidos
grasos involucrados en la resistencia a los péptidos antimicrobianos. Es
el responsable de la toxicidad de la molécula. (LIobet E, 2015)
El antigeno O es el principal factor de resistencia al complemento y de
defensa frente a la fagocitosis. Sin embargo, la expresion de la capsula
es imprescindible para la resistencia al complemento siendo menos
importante la composicion quimica del polisacarido capsular (antigeno K).
(Alvarez D, 2002)

En Klebsiella pneumoniae, el antigeno O1 es el mas prevalente y esta formado por
unidades D-galactanol | y D-galactano Il repetidas, tienen un papel determinante en
la integridad y la permeabilidad de la membrana externa, es en el transporte de
moléculas a través de la membranay en la patogénesis jugando un papel importante
en la interaccion de la bacteria con el sistema inmune. (March C, 2018)

e Polisacarido capsular (antigeno K); la capsula es un elemento importante
en la virulencia asociada a Klebsiella, gracias a ella estos
microorganismos son capaces de evitar la fagocitosis y resistir la actividad
bactericida de algunas sustancias presentes en el suero sanguineo, dicha
estructura esta compuesta por cadenas de polisacaridos muy complejas.
Hay reportes de al menos 80 serotipos capsulares en esta especie.

e Adhesinas; la adhesién a las mucosas y a los tejidos es el paso
fundamental para que se logre llevar a cabo la colonizacion-infeccion del
hospedero. En las especies de Klebsiella y otras Enterobacterias se lleva

31



a cabo gracias a la ayuda de las fimbrias, que estan ancladas a la
membrana celular externa y sirven de soporte de las adhesinas facilitando
la adhesion de la bacteria a las superficies celulares. (Téartara, 2013)
(Brooks G., 2006)

La primera etapa en el proceso infeccioso por Klebsiella es la adherencia del agente
a las células del hospedero, por accion de unas proyecciones filamentosas de la
superficie bacteriana llamadas pilis, de las cuales existen dos tipos predominantes
en Klebsiella spp;

Tipo 1: Son mas gruesas (de 5 a 7nm de diametro), rigidas, producen canales y su
propiedad adhesiva esta mediada por la adhesina fimH la cual reconoce estructuras
gue contienen manosa presentes en las células del huésped o en la matriz extra
celular, lo cual favorece que la bacteria se adhiera y colonice al epitelio del tracto
urogenital. El tipo 1 esta asociado en la patogénesis de las infecciones del tracto
urinario, adhiriéndose a las células del tubulo proximal. Su adherencia a las células
del tracto respiratorio afecta la resistencia a la colonizacién, lo cual conlleva a la
proliferacion de patdgenos potenciales y puede conducir a neumonia,
principalmente en pacientes con ventilacion mecanica. (Struve C, 2009)

Tipo 3: Son mas delgadas (de 2 a 5nm de diametro), intervienen en la adherencia
basolateral a las células endoteliales y los epitelios del tracto respiratorio y urinario.
Favorecen la adhesion a la superficie del higado, pulmones y vejiga. El operon mrk
codifica una adhesina de tipo fimbria tipo 3, facilita la unién a la matriz extracelular,
esta compuesta por seis genes requeridos para la expresion de las fimbrias tipo 3:
mrkA; codifica para la subunidad mayor de la fimbria (desempefia un papel
importante en la formacién de biopelicula en K. pneumoniae sobre todo en las
infecciones asociadas a la salud); mrkB, mrkC y mrkE: ensamble de la fimbria y
regulacion de la expresion de la fimbria mrkD: codifica la adhesina responsable de
la hemaglutinacion y resistencia a la manosa y mrkF: mantiene la estabilidad de la
fimbria en la superficie celular. (Lépez JA., 2009) (Stahlhunt SG, 2012)

El hierro es un elemento vital para el desarrollo bacteriano, y su disponibilidad en el
ambiente del hospedero es muy limitado, pero muchas bacterias lo obtienen
produciendo agentes quelantes llamados sideréforos, que son capaces de tomarlo
de las proteinas del hospedero. Existen varios tipos de sideréforos que se han
reunido en dos grupos quimicos diferentes, segun produzcan enterobactinas y
aerobactinas, las cuales, como se ha demostrado, son producidas por las especies
del género Klebsiella spp. (L6pez Vargas, 2009)
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Figura 10 Representacion esquemaética de los factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae (Lopez Vargas,
2009)

Las infecciones producidas por K. pneumoniae pueden presentarse en casi
cualquier parte del cuerpo, siendo el tracto urinario y respiratorio los mas comunes;
la mayoria de las infecciones ocasionadas por K.pneumoniae estan asociadas al
ambiente hospitalario, se asocia significativamente con padecimientos como la
diabetes mellitus, obstruccion pulmonar crénica o algun grado de deficiencia en el
sistema inmune. Este tipo de infecciones se asocian a una alta morbilidad y
mortalidad. (Chan K., 2007)

Las cepas hipervirulentas de K. pneumoniae con serotipos relacionados con la
elevada produccién de polisacéarido capsular, pueden afectar a personas sanas y
causar infecciones adquiridas en la comunidad como abscesos hepaticos pidgenos,
abscesos cerebrales, endoftalmitis y neumonia. (Li B., 2014)

Estas cepas pueden presentar un fenotipo hipermucoviscoso (fiura7) que puede ser
debido a la expresion de dos genes: gen A asociado a la mucoviscosidad (magA es
caracteristico del serotipo capsular K1) y gen regulador del fenotipo mucoide A
(rmpA). Dicho fenotipo hipermucoso se puede apreciar a simple vista realizando el
test conocido como “string test”, mediante el cual obtendriamos un resultado positivo
cuando se genera un hilo mucoso de mas de 5mm al tocar la colonia con un asa,
como se presenta en la siguiente imagen. (Fang, Lai, Yi, Hsueh, & Liu, 2010)
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Figura 11 Fenotipo hipermucoviscoso de una cepa de K.pneumoniae (Flemming HC., 2010)

Se estima forma parte del 8% de las infecciones asociadas a la atencion de la salud,
en Estados Unidos y en Europa, por tanto, se sitla entre los ocho patdégenos
infecciosos mas importantes en hospitales. En México Klebsiella pneumoniae
permanece como uno de los principales patégenos con una alta presencia en
urocultivos; de 8,718 urocultivos; de los cuales 7,978 (91.5%) reportaron
informacion de Escherichia coliy 740 (8.5%) de Klebsiella pneumoniae. (Ponce de
Ledn, 2018)

Se caracterizan por tener enzimas codificadas genéticamente, que confieren
resistencia a multiples antimicrobianos, incluyendo los carbapenems. Las
carbapenemasas son codificadas por el gen blakpc localizado en plasmidos.
(Montufar-Andrade, 2015)

7.7.3 Pseudomonas spp
Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae.

Etimolégicamente, “Pseudomonas” significa “falsa unidad”, del griego “pseudo”, que
significa “falso”, y “monas”, que significa “unidad simple”. Se trata de un bacilo recto
o ligeramente curvado Gram negativo, crece mejor en aerobiosis, es muy versatil
nutritivamente y no fermenta hidratos de carbono pero produce acido a partir de
azucares como la glucosa, fructosa y lactosa o sacarosa, por accién de las vias
extracelular, donde la oxidacion de glucosa a gluconato por la enzima glucosa
deshidrogenasa y la consecutiva reaccion de gluconato a 2-ceto-gluconato por
gluconato deshidrogenasa, respectivamente e intracelular donde se lleva a cabo
principalmente por la ruta metabdlica Entner-Doudoroff (EDP) donde gluconato-6-
fosfato es el principal intermediario. (Rojas, Villafafia, & Nungaray, 2007)
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Figura 12 Tinciéon de Gram, morfologia de Pseudomonas, bacilo G(-)

En el ambiente hospitalario la Pseudomonas aeruginosa puede colonizar superficies
hiamedas de los pacientes oidos, axilas, periné y también se aisla en entornos
hamedos inanimados que incluyen agua de lavabos, sumideros, duchas, etc. La
mayoria de las cepas presentan también un olor caracteristico similar a la uva o a
una fruta madura. (Mandell, 2010)

La clasificacion taxonémica de Pseudomonas:
Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Pseudomonadales

Familia Pseudomonadaceae

Genero Pseudomonas

Especie P. aeruginosa, P. putida, P. fluorescens
(Brenner, 2005)

Es un patdgeno oportunista capaz de causar infecciones sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos. Tiene una peculiar predileccion por los tejidos blandos en
donde puede ocasionar infecciones agudas o cronicas. Las infecciones cronicas en
diferentes 6rganos pueden persistir por meses o0 afios. Por ejemplo, los pacientes
con fibrosis quistica presentan infeccidn crénica y ésta puede persistir por décadas.
Las infecciones agudas, pueden iniciar de forma local y rapidamente diseminarse y
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volverse sistémicas. P. aeruginosa posee diversos factores de virulencia los cuales
incluyen proteasas, fosfolipasas, exotoxinas y endotoxinas. (Hernandez, 2017)

Con un tamafio de 2—4 x 0,5-1 micras, y movil gracias a la presencia de un flagelo
polar. Se caracteriza por producir una variedad de pigmentos, como la piocianina
(de color azul verdoso), la pioverdina (pigmento fluorescente de color verde
amarillento), la piorrubina (de color rojo) y piomelanina (café oscuro). Es
considerado un patdgeno oportunista. Es un microorganismo altamente versatil,
capaz de tolerar condiciones bajas de oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles
de nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C. En relacién a la
morfologia de las colonias puede ser variada y generalmente pigmentadas, se
encuentran las tipicas colonias que se extienden en la placa con un brillo metalico
y con un aspecto gelatinoso, viscoso especialmente en zonas de mayor crecimiento
y las variantes de colonias con morfo tipo enano, coliforme y mucoide frecuentes se
observan en las vias respiratorias y en pacientes con fibrosis quistica (FQ). (Ochoa,
2013)

Pseudomonas spp se ha clasificado en cinco grupos en base a su ADN y ARN,
como se muestra en la tabla_, ademas de caracteristicas de cultivo en comun. El
grupo | de la familia Pseudomonadaceae se subdivide en fluorescentes y no
fluorescentes. El grupo fluorescente que produce pigmentos incluye el género
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida.
(Romero, 2008)

Tabla 2 Clasificacion de la familia Pseudomonadacae

Grupo | Grupo IV
Grupo fluorescente Grupo Diminuta
Pseudomonas aeruginosa Brevundimonas diminuta
Pseudomonas fluorscens Brevundimonas vesicularis
Pseudomonas putida
Grupo I Grupo V

Grupo Pseudomallei
Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei
Burkholderia cepacia
Burkholderia gladioli
Burkholderia pickttii

Grupo Il
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Comamonans acidovorans

Comamonas testosterona

Grupo Acidovorans

Comamonas terrigena

(Winn & Koneman, 2008)

P. aeruginosa es un patdégeno oportunista que rara vez causa enfermedad en
individuos sanos; en el caso de producirse esta, suele manifestarse como:

Infecciones dérmicas: puede causar foliculitis (foliculitis de la bafiera), que
se caracteriza por la aparicion de papulas pruriginosas en la zona lateral
del tronco y/o en las zonas axilar, inguinal, pubica, etc., estando asociada
al contacto prolongado con agua contaminada. También puede ocasionar
el sindrome de la ufia verde (cloroniquia), una paroniquia consistente en
la coloracion verdosa de la lamina ungueal y causada por la exposicion
frecuente de las ufas previamente dafladas a ambientes humedos
contaminados.

Neumonia: producida por la inhalacion de bioaerosoles de agua o fluidos
contaminados (p.ej. taladrinas o fluidos de corte). La infeccién en
personas sanas es extremadamente rara, siendo el prondstico muy grave.
Otitis externa (otitis del nadador): infeccién del canal auditivo externo
ocasionada por contacto prolongado con agua contaminada.

Infeccidn ocular: asociada principalmente a la contaminaciéon del liquido
utilizado para la limpieza de las lentes de contacto, pudiendo causar una
queratitis que puede resultar en la perforacion y derretimiento corneal, en
la infeccién de cicatrices o, incluso, en la pérdida de vision del ojo
infectado.

(Lujan Roca, 2014) (Ben Haj Khalifa A, 2011)

Su patogenicidad estd mediada por diversos factores de virulencia, que dependen
de la cepay entre los cuales destacan;

>
>

Los pilis; causando adherencia a células epiteliales y mucina

Los cilios; los cuales, en las vias respiratorias, el glucolipido M1 (aGM1)
es uno de los blancos para la unién a la superficie epitelial celular.

El flagelo; Movilidad y adherencia a musina.

Biopelicula-alginato; proteccion de fagocitosis, adhesina, resistencia
contra antibidticos.

Los pigmentos; la piocianina pueden cambiar el color del pus en el
hospedero

Rhamnolipido; dafio a membrana celular del hospedero
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Elastasas; causan dafio a tejido de pulmoén y vasos sanguineos.
Proteasas alcalinas; producen dafio a tejidos

Lectinas solubles

Fosfolipasa C; dafio de tejido, estimulacion de mediadores de inflamacion
Sistema de secrecion tipo lll; dafio a tejido del hospedero, dafio citotéxico,
relacionado al proceso de invasion, produce diversas toxinas como;

» Endotoxina; Responsable de la estimulacion excesiva del sistema
inmunitario, puede provocar shock séptico y producir la muerte.

» Endotoxina A; Citotoxica. Inhibe la sintesis proteica celular, es
responsable de necrosis tisular y afecta la respuesta del
hospedador a la infeccion.

» Exoenzima S (ExoS) y Exoenzima T (ExoT); Citotéxica. Facilita la
adhesidén de la bacteria a las células epiteliales y la necrosis tisular.

» Exoenzima U (ExoU); Citotoxica. Produce lesiones en las células
epiteliales, es responsable de bacteremia e, incluso, de shock
toxico.

YV VYV VYV

(Driscoll JA, 2008) (Markey, 2013)

Principalmente se utiliza el agar MacConkey para su identificacién, donde presentan
un brillo metalico distintivo, las colonias son grandes, palidas y con pigmento azul
verdoso, en un agar sangre para evidencia de la B—hemolisis y los cultivos presentan
un olor caracteristico comparado con las uvas. Los bacilos son; oxidasa positiva,
licuan gelatina, peptonizan leche tornasol, utilizan el citrato, reducen nitrato y no
producen indol. Las colonias pueden variar dependiendo de las especies, por
ejemplo:

s Forma S, suaves y brillantes
% Forma R, pequefias, secas y granulares
% Forma M, mucoides (forma atipica)

(Markey, 2013) (Vallés, 2006)

Aunque P. aeruginosa es la bacteria con mayor importancia clinica, es importante
diferenciarla en el diagnostico de otras especies de Pseudomonas, en la siguiente
tabla se presentan las diferencias metabdlicas entre P.aeruginosa y P.putida.
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Tabla 3 Diferencias metabdlicas en P. aeruginosa y P. putida

Caracteristicas P.aeruginosa P.putida
Metabdlicas
Crecimiento a 4°C - + (variable)
Gelatinasa
Reduccion de nitratos
Produccién de piocianina
Produccion fluoresceina

++ + +

Ademas de la identificacion por caracteristicas bioquimicas y morfologicas, también
puede ser empelado la tipificacién seroldgica, sensibilidad a bacteriéfagos, patrones
de sensibilidad a antibidticos y produccion de piocianias. Ademas de técnicas
moleculares, las cuales brindan una mayor sensibilidad y especificidad. (Forbes,
2009)

Posee una capacidad para defenderse generada por un gran namero de factores
de patogenicidad estructurales (capsula exopolisacarida, adhesinas, pili, pigmentos
difusibles, endotoxinas) y toxinas (exotoxinas A, Sy T) como enzimaticos (elastasa,
proteasa alcalina, ramnolipido, fosfolipasas C) esto explica en gran parte que
Pseudomonas aeruginosa pueda causar una amplia variedad de infecciones. Estos
factores de patogenicidad bacteriana que contribuyen en el proceso patologico
asociado a la infeccién por Pseudomonas aeruginosa son variados tanto en forma
como en funcién. (Garua, 2011)

Por otra parte, en ambientes acuosos esta bacteria se adhiere a superficies,
produciendo una especie de agregado llamado biopelicula. La formacioén de estos
cumulos de bacterias y material extracelular representa un problema de salud pues
contamina dispositivos que se implantan dentro del cuerpo, como por ejemplo
dispositivos intrauterinos, catéteres o valvulas cardiacas. Las biopeliculas también
representan un problema en el proceso de produccion de diversas industrias pues
provocan taponamiento y corrosion de conexiones Yy filtros. (Gloria, 2009)

Pseudomonas aeruginosa presenta un alto nivel de resistencia, por un lado,
resistencia intrinseca o natural a los antibioticos y por otro lado una extraordinaria
capacidad para adquirir mecanismos de resistencia, generalmente mediante
mutaciones. La resistencia intrinseca se define como la falta de casi la totalidad de
los aislados de una especie bacteriana al efecto de un antimicrobiano, seria la
presencia natural en un microorganismo de un mecanismo de resistencia que afecta
a un antibiético de la misma o diferentes familias. (Poole, 2002)
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La resistencia intrinseca est4 dada, en el caso de la Pseudomonas aeruginosa en
gran medida por su membrana externa, probablemente el factor mas importante sea
la presencia de bombas de expulsion, sobre todo MexAB-OprM, con capacidad para
expulsar antibidticos betalactamicos, tetraciclina, cloranfenicol, macrdlidos,
fluoroquinolonas, sulfonamidas y trimetroprim. (Cantén R. , 2006)

Una de las caracteristicas de las bacterias del género Pseudomonas es su gran
capacidad para catabolizar distintos hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Esta
caracteristica generalmente esta codificada en plasmidos, llamados catabdlicos,
gue casi siempre se encuentran en cepas de P. putida y rara vez en P. aeruginosa.
En el caso de esta ultima bacteria su enorme versatilidad metabdlica parece
deberse al gran nimero de genes que codifican para enzimas con actividades
novedosas. Los plasmidos que se presentan en P. aeruginosa codifican para
resistencias a antibidticos o a metales y su extensa distribucién representa un
problema clinico. (Adriana Callic, 2005)

Los principales mecanismos de resistencias de la Pseudomonas aeruginosa a los
betalactamicos son: (Aloush, 2006)

a) Perdida de porinas:

Las porinas son canales proteicos de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas que participan en el transporte de moléculas hidrofilicas desde el medio
externo al espacio periplasmatico. Los carbapenem llegan al espacio periplasmético
pasando a través de porinas. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir
mutaciones y producir proteinas alteradas no funcionales o pueden disminuir su
expresion. Una porina especifica de sustrato, llamada OprD, es la encargada de
transportar los carbapenem a través de la membrana externa. Su pérdida eleva
considerablemente la concentracion inhibitoria minima (CIM) de Imipenem y en
menor grado, la de Meropenem. De las diferentes porinas que se encuentran en la
membrana externa de Pseudomonas aeruginosa, la mas abundante es la porina
OprF, probablemente es utilizada por la mayoria de betalactdmicos para acceder al
interior de las bacterias. Las porinas OprC y OprE son canales inespecificos,
aunque son empleados por algunos antibiéticos. (Livermore D. , 2000) (Riera E,
2011)

b) Bombas de expulsién activa:

Pseudomonas aeruginosa posee en su envoltura celular, un sistema que acoplado
al gradiente electroquimico de protones o con gasto de ATP, permite la expulsion al
exterior de la célula de ciertos metabolitos y sustancias toxicas, estas son unas
estructuras proteicas capaces de expulsar del citoplasma y del periplasma
bacteriano compuestos toxicos para la bacteria, como los antibioticos. La expresion
de estas bombas puede ser permanente (expresion constitutiva) o intermitente
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(expresion que puede inducirse). Las bombas de flujo se clasifican en 5
superfamilias, de acuerdo a su secuencia de aminoacidos, la fuente de energia y la
especificidad del sustrato, en el caso de Pseudomonas aeruginosa, el mayor
namero de bombas se incluyen dentro de la familia RND (Resistance-Nodulation-
Division). Los sistemas RND estan compuestos por tres proteinas: una proteina de
estructura de porina que se encuentra insertada en la membrana externa y que
actia como canal de expulsion, la bomba propiamente dicha constituida por un
transportador situado en la membrana plasmatica y una lipoproteina periplasmatica
gue acopla ambos componentes. En el caso de Pseudomonas aeruginosa se han
descrito 10 sistemas de RND como bombas de expulsion activa (Mex AB-OprM,
Mex CD-OprJ, Mex EF-OprN, Mex XY-OprM, Mex JK-OprM/OprH, Mex GHI-OpmD,
Mex VW-OprM, Mex PQ-OpmE, Mex MN-OprM y Tri ABC-OpmH.) (Grkovic, 2005)
(Lister PD, 2009)

c) Betalactamasas AmpC cromosomica:

Las B-lactamasas tipo AmpC, similar a la descrita en miembros de la familia
Enterobacteriaceae. También es llamada cefalosporinasas, median la resistencia a
las cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam, cefemicinas (cefoxotin y
cefotetan) e inhibidores de B-lactamasas. Las B-lactamasas tipo AmpC presentan
baja afinidad a los carbapenem; sin embargo, cuando la enzima se produce en
exceso Y la bacteria cierra porinas, la baja cantidad del antibiético presente en el
espacio periplasmatico permite que la enzima hidrolice al antibitico y se registre
resistencia a los carbapenem. (Suéarez, 2008)

d) Betalactamasas plasmidicas:

La presencia de este tipo de betalactamasa en Pseudomonas aeruginosa es menos
frecuente que en Enterobacterias. De las carbapenemasas de la clase A se han
descrito en Pseudomonas aeruginosa la KPC y GES/IBC, dentro de las KPC, se
han descrito la KPC-2 y la KPC-5, con un espectro sobre todos los betalactdmicos
y para GES solo se encuentran GES-1 y GES-5, presentes en Pseudomonas
aeruginosa. (Juan C, 2011)

Se han descrito también carbapenemasas de tipo métalo-beta-lactamasas (MBL).
Identificandose hasta 8 grupos de MBL plasmidicas (IMP, VIM, SPM, GIM, AIM, DIM
y KHM), de las cuales las mas extendidas son las IMP y las VIM. La VIM-2 es la
mas prevalente en el género de Pseudomonas. Dentro de las IMP, existen 21
variantes de las que todas excepto las IMP-3, IMP-5, IMP-17, IMP-23 e IMP-24 se
identificaron en Pseudomonas aeruginosa. Los genes responsables de la
produccion de MBL, suelen formar parte de integrones que contiene ademas genes
de resistencia a otros antibiéticos como los aminoglucosidos. Dichos integrones
pueden localizarse en el cromosoma, pero también en plasmidos transferibles de
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una bacteria a otra lo que facilita su diseminacion. (Walsh T.R, 2006) (Zavascki AP,
2005)
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Figura 13 Representacion de los mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa a los betalactamicos
(Miller GH, 1999)

Los mecanismos mas importantes implicados en la resistencia (figura8) a los
amiglucosidicos en Pseudomonas aeruginosa son: inactivacion por enzimas
modificantes, alteraciones en la permeabilidad y eliminacion por bombas de
expulsion. Las enzimas mas frecuentes en Pseudomonas aeruginosa son
nucelotidiltransferasa [ ANT (2°-1)] que confiere resistencia a gentaminicina,
tobramicina, dibekacina y kanamicina y una aceltiltransferasa [AAC(6")-1I] cuyo
sustrato es gentaminicina, tobramicina y netilmicina. Las alteraciones en la
permeabilidad comportan resistencia a todos los aminoglucésidos y junto con las
enzimas modificantes, constituyen los mecanismos de resistencia mas habituales.
Sin embargo, las bases moleculares de la resistencia a aminoglucdésidos son poco
conocidas. (Msuda N, 2002)

7.8 Resistencia bacteriana

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de un microorganismo de resistir los
efectos de un antibiotico y, una vez que se genera esta resistencia, la informacion
genética de las bacterias pueden transmitirse a los nuevos genes a través de
trasferencia horizontal (entre individuos) por intercambio de plasmidos. (Rios-
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Mondragén L., 2012). Hay que recordar que las bacterias pueden ser resistentes
intrinsecamente a uno 0 Mas agentes antimicrobianos, cuya resistencia pueden
adquirirla entre otras por, mutaciones de novo o por adaptaciones metabdlicas al
farmaco. (Becerra G, 2009)

La resistencia bacteriana continla en aumento y representa serios retos para el
tratamiento de infecciones tanto adquiridas en la comunidad como en los hospitales.
Se calcula que entre el 50% y el 60% de mas de dos millones de infecciones
hospitalarias son causados por bacterias resistentes, y que son responsables de
cerca de 77.000 muertes por afio. (Ronald, 2001)

En las ultimas décadas, estos bacilos han adquirido mayor importancia como
agentes causantes de infecciones relacionadas a la atencidén de la salud (IAAS)
debido a que han desarrollado fenotipos de resistencia bastante amplios frente a los
antimicrobianos; situacion que ha sido reportada en practicamente todo el mundo.
(Villegas MV, 2008).

Las infecciones asociadas con la atencion de la salud (IAAS) son un serio problema
de salud publica a escala mundial, pero con mayor acentuacién en los paises
emergentes en comparacion con paises europeos o Estados Unidos. Pueden
definirse como una condicion localizada o generalizada secundaria a la presencia
de un agente infeccioso o su toxina y que ademas no estaba presente o en periodo
de incubacién al momento del ingreso hospitalario, que ocurrié 48 a 72 horas
posterior al ingreso. (Tapia-Rombo KA, 2012)

En México, segun la OMS, se calcula que 450 mil casos de infeccion relacionada
con la atencion sanitaria causan 32 muertes por cada 100 mil habitantes por afio
(cuyo costo de atencion anual se aproxima a los 1,500 millones). ((OMS)., 2017)
Por otra parte, algunos informes revelan que la prevalencia de IAAS puede llegar
hasta 21% de los casos de hospitalizacién, e incluso hasta mas de 23% en unidades
de cuidados intensivos, dichas cifras duplican o triplican los estandares
internacionales. (Rodriguez Salgado, 2017)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Foro Econémico Mundial, la
resistencia a los antibidticos es uno de los mayores problemas de salud publica
mundial porque: impide nuestra capacidad de controlar las enfermedades
infecciosas, aumenta la morbi-mortalidad, permite la transmision de
microorganismos infecciosos de un individuo a otro, aumenta los costos en la
atencion de salud y amenaza la seguridad sanitaria perjudicando el comercio y la
economia. (Cifuentes M, 2014)

Hay que tener en claro la diferencia entre los conceptos resistencia antimicrobiana
y multiresistencia antimicrobiana. El primero se refiere a la capacidad que tiene una
bacteria de sobrevivir ante la exposicion de la concentracion minima inhibitoria
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(CMI) de cualquier tipo de antibiotico, que inhibe/mata a otras de la misma especie,
mientras que el segundo habla sobre la resistencia que presenta un microorganismo
ante la exposicion de dosis terapéuticas adecuadas de tres 0 mas antibiéticos los
cuales pertenecen a diferentes grupos de antibiéticos. (Alos, 2015)

La prevalencia de las infecciones asociadas con la atencion de la salud (IAAS) en
el mundo es variable; en paises europeos se reportan cifras de 3 a 6% mientras que
en México hay reportes que van de 5 hasta 19%. (Garay UA, 2010)

En la siguiente tabla se enlistan factores que, dentro del hospital, predisponen a las
IAAS segun las caracteristicas intrinsecas del paciente o procedimientos que se le
realizan. Los procesos invasivos o bien que hacen que uno permanezca en cama
durante su estancia hospitalaria o hacen mas susceptible a padecer alguna
complicacion. (Avila C, 1999)

Tabla 4 Factores que indican la predisposicion a padecer una IAAS

Relacionados Relacionados Relacionados a Relacionados a
al estado de a procesos procedimientos tratamiento
salud infecciosos invasivos
agudos
Edad Cirugia Intubacién Transfusiones
endotraqueal o nasal sanguineas
Desnutricion Traumatismo Catéter venoso Terapia antimicrobiana
central reciente
Alcoholismo Quemaduras Soporte renal Tratamientos
inmunosupresivos
Tabaquismo Drenajes quirdrgicos  Profilaxis para ulcera
gastrica por estrés
Diabetes Tubo nasogastrico Alimentacion
parenteral
Enfermedades Traqueostomia Internamiento
respiratorias prolongado
cronicas

Existen cuatro tipos principales de IAAS, las infecciones de vias urinarias,
infecciones del sitio quirdrgico, infecciones del torrente sanguineo y las neumonias
asociadas a la ventilacion mecanica. (RHOVE, 2015)

El impacto de las IAAS repercute en el incremento de las tasas de mortalidad,
morbilidad y estancias hospitalarias prolongadas, lo cual genera un incremento en
afios de vida perdidos ajustados (DALYS por sus siglas en inglés), aumento de

44



resistencia antimicrobiana, asi como elevacion en los costos de atenciéon médica.
(Kuri, 2012)

Debido a la relevancia de las IAAS se han creado estrategias para hacer frente a
algunos de los riesgos mencionados con anterioridad, por lo cual la OMS propone
las siguientes medidas de prevencion: prestar especial atencion a las areas de
calidad y uso de productos sanguineos, practicas de inyeccién e inmunizaciones,
agua potable, saneamiento bésico y gestiébn de residuos y finalmente en los
procedimientos clinicos, especialmente en la atencién de emergencia. ((WHO),
2019)

En México la vigilancia epidemiologica intrahospitalaria se realiza siguiendo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana 045-SSA2-2005 para la vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de las Infecciones Nosocomiales, actualizada
recientemente cambiando su nombre a NOM 045-SSA2-2015 Vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de las IAAS, sin estar aun publicada su fecha
de inicio de vigencia. (Diez, 2005)

Las IAAS son producto de tres clases de factores;

1. Los inherentes al hospedero; Edad avanzada, nacimiento prematuro,
inmunodeficiencia (la causada por uso de farmacos), enfermedades
(diabetes, desnutricién) y quemaduras.

2. Los ambientales (involucran al medio en el que se encuentran); Ambiente
animado (personal médico, familia, visitas, otros pacientes de la unidad
terapéutica), ambiente inanimado (superficies, instrumental, equipo médico,
limpieza de la unidad, temperatura, humedad, maniobras terapéuticas).

3. Los del agente (correspondientes al agente causal de la infeccién); Bacterias
(cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos), hongos y virus.

(RHOVE, 2015)

A nivel global los microrganismos causantes de IAAS en su mayoria pertenecen al
denominado grupo ESKAPE, que por sus siglas incluye a;

e E: proviene de Enterococcus Vancomicina Resistente (EVR)

e S: proviene de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM),
La oxacilina y la meticilina son penicilinas semisintéticas que son
estables a la beta-lactamasa estafilocdcica, gracias a la ubicacion
estratégica de ciertas cadenas laterales en la molécula. La resistencia a
estos antibiéticos marcadores identifica resistencia cruzada a los
betalactamicos.

e K: proviene de Klebsiella pneumoniae, cuya produccién de
betalactamasas de espectro extendido y de carbapenemasas genera una
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gran preocupacion, pues la transmision de resistencias puede hacerse a
través de plasmidos entre distintas especies.

A: proviene de Acinetobacter baumanii, cuya multiresistencia a
antibidticos genera un reto en las recomendaciones internacionales de
tratamiento.

P: proviene de Pseudomonas aeruginosa cuya resistencia a
carbapenems y a quinolonas genera gran preocupacion en una
neumonia asociada a ventilador con esta etiologia.

E: proviene de Enterobacterias como Escherichia coli, Enterobacter

cloacae, Morganella morganii, etc.

En la siguiente tabla se ilustra el grupo de microorganismos encabezan las
estadisticas referentes a la produccion de IAAS en las instituciones de salud del

pais.

Tabla 5 Principales agentes etiologicos de IAAS de las unidades médicas del

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), 2013

Unidad médicas Unidades médicas Unidad Médica de
Agentes del IMSS de segundo nivel  Alta Especialidad
etiolégicos n % n % n %
Escherichia coli 8192 16.9 6282 17.9 1910 14.5
Staphylococcus 4725 9.8 3534 10 1191 9
aereus
Staphylococcus 6771 14 4899 13.9 1872 14
aereus
coagulasa (-)
Klebsiella 3122 6.5 2118 6 1004 7.6
pneumoniae
Klebsiella 371 0.8 268 0.8 103 0.8
oxytoca
Acinetobacter 1437 3 690 2 747 5.7
spp.
Pseudomonas 5275 10.9 3721 10.6 1554 11.8
aeruginosa
Enterobacter 1696 3.5 1158 3.3 538 4.1
cloacae
Candida 3115 6.4 2499 7.1 616 4.7
albicans
Otros 13673 28.3 10001 28.4 3672 27.8
Total 48377 100 35170 100 13207 100
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(Arias-Flores, Rosado-Quilab, Vargas-Valerio, & Grajales-Mufiiz, 2016)

La aparicion de las estas especies de microorganismos causantes de IAAS tanto a
nivel global como nacional, demuestran la gran importancia de tomar acciones para
el control y disminucion de casos dentro de los hospitales de la Ciudad de México,
y para logar esto es mas que necesario contar con buenos sistemas de vigilancia
epidemiologica que desarrolle estrategias para frenar el incremento de este tipo de
infecciones, impidiendo la propagacion de microorganismos multirresistentes. Para
la revision epidemiologica en México la NOM-017-SSA2-2012, se encarga de la
vigilancia epidemioldgica, la cual corresponde a la Secretaria de Salud gestionar el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), con ayuda del sector
publico, social y privado, mientras que la vigilancia epidemiolégica de las IAAS esta
a cargo de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE),
sustentandose en la NOM-045-SSA2-2005 y mediante la implementacion del
manual de procedimientos estandarizados para la vigilancia epidemiologica.
(Carrascoso, 2015)

Como se ha mencionado, las IAAS son producto de mdultiples factores que
interaccionan en el ambiente hospitalario. Varios de estos son susceptibles de
prevencion y control a través de vigilancia epidemiolégica estrecha, la evaluacion
continua de programas y politicas, asi como de la capacitaciébn constante del
personal de salud. (Ponce de Lebén-Rosales, Molinar-Ramos, Dominguez-Chertt,
Rangel, & Vazquez-Ramos, 2000)

Debido a la relevancia de las IAAS se han creado estrategias para hacer frente a
estas, por lo cual la OMS propone las siguientes medidas de prevencion:

e Prestar especial atencion a las areas de calidad y uso de productos
sanguineos

e Practicas de inyeccion e inmunizaciones

e Agua potable, saneamiento basico

e Gestion de residuos

e Procedimientos clinicos, especialmente en la atencidon de emergencias.

En 2001, por iniciativa del Instituto para la Mejora de la Asistencia Sanitaria de
Estados Unidos (Institute for Healthcare Improvement o IHI por sus siglas en inglés),
se desarroll el concepto de paquetes preventivos (bundles o patient care bundles)
en el contexto de una iniciativa para mejorar los cuidados de pacientes criticos,
especialmente pacientes conectados a ventilador mecénico y pacientes con
catéteres intravenosos centrales. Un cumulo de intervenciones basadas en
evidencia que se aplican en pacientes o poblaciones definidas y que en su conjunto
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llevan a mejores desenlaces que cuando se implementan cada una de las medidas
de forma separada. (Resar R, 2012)

Los paquetes preventivos que se desarrollaron fueron;

1. Paquete preventivo para bacteriemias asociadas a catéteres intravasculares
centrales

Paquete preventivo de neumonia asociada a ventilador (NAV)

Paquete preventivo de infeccion de vias urinarias asociada a sonda urinaria
Paquete preventivo de infecciones de sitio quirargico

5. Paquete preventivo de infeccion por Clostridium difficile (ICD).

hwn

(Ochoa-Hein & Galindo-Fraga, 2018)

La prevalencia de resistencia entre las Enterobacterias es alta en todo el mundo y
la produccién de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) constituye el
mecanismo mas importante (Seral C, 2010), en términos generales resistentes a
penicilinas, cefalosporinas (excluidas cefamicinas, que no se hidrolizan por estas
enzimas) y monobactamicos. Ademas, las cepas productoras de BLEE también
presentan altos niveles de resistencia a quinolonas y aminoglucosidos. (Rodriguez,
2008)

Las principales especies causantes son las bacterias y de estas las Gram negativas
ocasionan entre 60 y 70% de las infecciones nosocomiales de acuerdo con algunas
publicaciones, mientras que las Gram positivas de 20 a 25%. (Rincon-Le6n HA.,
2016)

El aumento en la resistencia a antibiéticos y la disminucion en la produccion de
nuevos antibidticos hace que las infecciones asociadas con la atencion de la salud
sean un serio problema, sobre todo aquellas que son producidas por las tipo Gram
negativa; esto hizo que en una publicacion en el 2015 en Estados Unidos se hicieran
advertencias a través del Centro de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés) sobre la gran capacidad que tienen este tipo de bacterias
de generar resistencias no solo a los B-lactamicos, sino también a otros grupos de
antibioticos como son quinolonas, aminoglucésidos y SXT. (Ruiz-Lépez IK, 2008)

Las bacterias pueden presentar resistencia a los antibidticos como resultado de
mutaciones cromosomales e intercambio de material genético de otras bacterias o
fagos (virus que utilizan bacterias para su desarrollo y reproduccion), a través de
mecanismos como

1. Transformacién; consiste en la transferencia o incorporaciéon por una bacteria
de ADN libre extracelular procedente de la lisis de otras bacterias, para la
expresion posterior de una caracteristica genotipica o fenotipica que antes no
poseia, no es un proceso que se dé con facilidad en la naturaleza, ya que solo
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algunos géneros o especies bacterianos son capaces de hacerlo, por ejemplo;
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus spp y Bacillus spp.

Captacion del Integracion .
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Figura 14 Esquema de la transformacion bacteriana (Bentacor, Cadea, & Flores, 2006)

2. Transduccion; transferencia de ADN cromosémico o plasmidico de una
bacteria a otra mediante un bacteriéfago (virus que infecta bacterias) y se
incorpora a la célula receptora como consecuencia de la infeccion por el virus.
Si el fragmento de ADN que queda envuelto es totalmente bacteriano se
denomina transduccién generalizada y si s6lo se encapsula parte del genoma
bacteriano, pero se conserva el genoma viral se habla de transduccion
especializada.
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Figura 15 Esquema de la transduccion generalizada (Brooks, 2013)

3.

Transposicién; (transposon) movimiento de una seccién de ADN (proveniente
de un bacteri6fago u otra bacteria) que puede contener genes para la resistencia
a diferentes antibiéticos y otros genes casete unidos en equipo para expresion
de un promotor en particular.
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Figura 16 Esquema de la transposicién generalizada (FACENA-UNNE, 2019)

4. Conjugacion; consiste en el intercambio de material genético entre dos
bacterias (donante y receptor), a través de una hebra sexual (pili) o contacto
fisico entre ambas. La informacion que puede contener el plasmido no se limita
a la transferencia de genes relacionados con la conjugacion, también puede
contener genes que favorecen la supervivencia de la bacteria, siendo de
relevancia clinica los involucrados a la resistencia contra antibiéticos. (Cabrera
C, 2007) Por ejemplo;

Tabla 6 Tipos de plasmidos y su microorganismo portador

Tipo de plasmido Microorganismo portador

Resistencia a antibiéticos (R) Enterobacterias,  Staphylococcus,
Pseudomonas

Resistencia a metales pesados Hg, Enterobacterias, Staphylococcus,

Cd, Ni, Cu, Pb Pseudomonas

Conjugativos Escherichia coli

Produccién de bacteriocinas y Enterobacterias, Clostridium vy

antibiéticos Streptomyces

Metabdlicos;

Metabolismo de carbohidratos Enterobacterias

Degradacién de hidrocarburos Pseudomonas
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Virulencia o interaccion con el Escherichia coli
hospedero (enterotoxinas, Clostridium tetani

neurotoxinas y hemolisinas)
Obtenido de http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/geneticabacteriana_9091.pdf.

(Moreno C, 2009) (Cabrera, Gémez, & Zufiga, 2007)

La resistencia bacteriana puede ser natural o intrinseca y adquirida, y debe ser
analizada desde varios puntos de vista (farmacocinético, farmacodindmicos,
poblacional, molecular y clinico).

e Intrinseca; la resistencia natural o intrinseca es una propiedad especifica de
las bacterias, su aparicion es anterior al uso de los antibidticos y tiene la
caracteristica de ser inherente a una especie en particular.

e Adquirida; es un verdadero cambio en la composicion genética de la bacteria
y constituye un verdadero problema en la clinica.

o Tolerancia; es considerado como un tipo de resistencia adquirida, aun
cuando el microorganismo siga siendo sensible al medicamento.
(Abreu O, 2011)

7.8.1 Mecanismos de resistencia

Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de
mecanismos de resistencia a su disposicidén y que la seleccion de estos mecanismos
puede llevar a falla terapéutica, es importante conocer los mecanismos de
resistencia mas prevalentes en las bacterias Gram negativas. Estos mecanismos
de resistencia podrian resumirse en cuatro categorias, de acuerdo a la siguiente
imagen. (Tafur, 2008)
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Figura 17 Principales mecanismos de resistencia a los antibidticos. 1.Enzimas modificadoras. 2. Bombas de
salida. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas unidoras de penicilina. (Andrés Opazo C., 2009)

7.8.2 Modificacion enzimatica del antibiético.

Las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del
antibiotico haciendo que éste pierda su funcionalidad. Las R-lactamasas son las mas
prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo 3-lactamico que poseen
los antibioticos de esta familia. De igual forma, las enzimas modificadoras de los
aminoglucésidos son capaces de modificar estos antibiéticos mediante reacciones
de acetilacién, adenilacién y fosforilacion. (Livermore D. , 2000)

Debido a que el mecanismo de resistencia mas prevalente en las bacterias Gram
negativas a los antibidticos es la produccion de R-lactamasas. Muchas
Enterobacterias tienen una beta-lactamasa cromosémica (de las clases A o C) y
expresan de forma basal o aumentada bombas de expulsibn activa, lo que
determina una resistencia intrinseca a bastantes antimicrobianos. Ademas, se
pueden seleccionar con facilidad mutaciones cromosémicas en los genes que
codifican las topoisomerasas de clase Il (relacionadas con la resistencia a
quinolonas) o las porinas (responsables de un ligero incremento del nivel basal de
resistencia a multiples compuestos). (Navarro, 2010).

Existen 3-lactamasas de tipo AmpC, estas enzimas se han encontrado codificadas
por cromosomas de una amplia variedad de bacterias Gram negativas como;
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Aeromonas spp., Morganella morganii, Providencia spp, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus spp. (Indol positivo), Citrobacter freundii, Enterobacter spp. y Serratia spp.
Las R-lactamasas tipo AmpC hidrolizan generalmente a las cefalosporinas de
espectro reducido, cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam e inhibidores
de R-lactamasas. (Jacoby G. , 2005)

Al igual hay B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), que han sido reportadas
en multiples especies de bacterias Gram negativas: Klebsiella spp. y Escherichia
coli son los mas frecuentes. Estas enzimas confieren resistencia a las
oximinocefalosporinas, el aztreonam, las penicilinas y las cefalosporinas de
espectro reducido. Las BLEE son inhibidas por los inhibidores de R-lactamasas
como el acido clavulanico, el sulbactam y el tazobactam, lo cual las diferencia de
las 3-lactamasas tipo AmpC. Se han descrito varias familias de BLEE, y las mas
prevalentes son las TEM, SHV y CTX-M. La mayoria de BLEE se han originado por
mutaciones espontaneas de 3-lactamasas de espectro reducido, por cambios en los
aminoacidos en su sitio activo, lo que permite ampliar su capacidad hidrolitica.
(Livermore M. , 2000) (Corp, 2019)

Otras familias de BLEE son PER, VEB-1 y BES-1, estas son menos prevalentes en
el mundo que las previamente descritas. (Nordmann, 2008)

Una caracteristica importante de las BLEE es que son mediadas por plasmidos, lo
cual les confiere una increible capacidad de diseminacion entre diferentes especies.
El mismo plasmido que porta los genes de BLEE, pueden encontrarse genes que
codifican resistencia para aminoglucésidos, tetraciclinas y
trimetoprim/sulfametoxazol, lo cual puede contribuir a la resistencia de mdultiples
antibiodticos. (Martinez-Martinez, 2007).

Existe otro grupo de enzimas modificadoras, que son carbapenemasas. Este grupo
de enzimas hidroliza hasta los carbapenems. Se ha propuesto una clasificacién en
dos grupos: carbapenemasas de serina (incluidas en la clasificacion molecular de
Ambler, clases Ay D) y metalo-3-lactamasas, MBL (Ambler, clase B), denominadas
asi por la dependencia de metales como el zinc para su funcionamiento Un fenotipo
gue puede ayudar a la deteccion de carbapenemasas tipo MBL, es la resistencia a
todos los B-lactamicos, excepto a aztreonam. En el caso de las carbapenemasas
de serina, no existe un fenotipo caracteristico. (Poriel, 2007)

En K. pneumoniae se han descritos enzimas de tipo KPC, se trata de una clase de
betalactamasas, detectada en Carolina del Norte en 1996 designandose como KPC-
1 por identificarse por primera vez en Klebsiella pneumoniae, codificada en el gen
blakpc. Hasta 7 tipos de betalactamasas fueron encontrados asociados con blakprc
en un unico aislamiento de K. pneumoniae. Las enzimas KPC pueden ser
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confundidas con BLEES, dado que también confieren resistencia a cefalosporinas y
son parcialmente inhibidas por acido clavulanico y tazobactam. (Paciel, 2011)

Ademas de las B-lactamasas, existen otras enzimas responsables de la aparicion
de resistencia contra los antimicrobianos, como son las metilasas, acetil-
transferasas, nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas que inactivan,
especialmente, los aminoglucésidos. Vale la pena mencionar a la acetil-transferasa
AAC (6")-Ib y a las 16S rARN metilasas las cuales confieren resistencia a varios
aminoglucésidos, inclusive kanamicina, amikacina y tobramicina. (Dery, 2003)

Los genes responsables de la produccion de estas metilasas por las bacterias se
han encontrado en plasmidos que portan otros genes de resistencia, lo cual lleva a
patrones multirresistentes en bacterias Gram negativas. (Arakawa, 2007)

7.8.3 Bombas de salida

Operan tomando el antibiético del espacio periplasmico y expulsandolo al exterior,
con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este mecanismo es
frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas. (Vila, 2007)

Para ello, utilizan la hidrélisis de ATP o un mecanismo de contra-transporte iénico
como sustrato energético. El principal papel de este mecanismo es mantener bajas
las concentraciones de sustancias toxicas dentro de la célula. Las bombas de salida
pueden ser especificas para un farmaco (generalmente, codificadas en plasmido vy,
por lo tanto, transmisibles) o inespecificas (generalmente expresadas en el
cromosoma bacteriano). (Depardieu, 2007)

Estos transportadores se pueden clasificar en seis familias: La familia ABC (casete
de unidén a ATP, por sus siglas en ingles ATP Binding Cassette), MF (facilitador
principal, por sus siglas en ingles Major Facilitator), MATE (eflujo multidrogas y
toxicos, por sus siglas en ingles Multidrug and Toxic Efflux), RND ( division de
nodulacién de resistencia por sus siglas en inglés Resistance Nodulation Division),
SMR (pequefia resistencia multidroga, por sus siglas en ingles Small Multidrug
Resistance) y DMT (superfamilia transportadora de farmacos /metabolitos por sus
siglas en ingles Drug/Metabolite Transporter Superfamily). (Poole, Outer
membranes and efflux: the path to multidrog resistance in Gram-negative bacteria,
2007)

En A. baumannii la resistencia mediada por bombas de salida, generalmente, se
asocia a las familias RND y MFS. Por otro lado, el sistema de salida RND mas
frecuentemente encontrado en P. aeruginosa es MexAB-OprM. La MexXY-OprM es
otra bomba muy importante, ya que es responsable de la expulsion de multiples
antibidticos, en especial, los aminoglucdosidos; recientemente se ha asociado con
resistencia al cefepime; sin embargo, no tiene accion contra cefalosporinas de
tercera generacion, como la ceftazidima. (Hocquet, 2006)
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Evitando la union del antibiético mediante su expulsion por un sistema de bombeo
de excrecion (BE) efflux. Los genes y proteinas de la bomba de excrecion (BE) estan
presentes en todos los organismos, en las bacterias, los genes que codifican para

las bombas efflux se localizan en el cromosoma o los plasmidos.
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Figura 18 Bombas de excrecion en Gram negativas. Representando las principales familias RND, ABC y MFS.

(Becerra Gerardo, 2010)

De acuerdo a la figura 13, existen cinco superfamilias de proteinas de BE (bombas

de excrecion):
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1)

2)

3)
4)

5)

Familia de casete de union al ATP (ABC, por sus siglas en inglés, ATP binding
cassette); son transportadores primarios presentes en las células eucariotas,
eubacteria, archaeabacteria. Estas bombas utilizan como fuente de energia la
hidrolisis de moléculas de ATP. Esta superfamilia comprende dos clases de
proteinas diferentes, las denominadas;
1.1 Tipo-pro-cariota (PK-type); consiste en tres componentes; dos
proteinas integrales con seis segmentos transmembranosos, dos
proteinas periféricas que capturan e hidrolizan ATP y una proteina
periplasmica donde se une el sustrato.
1.2 Tipo-eucariota (EK-type); la proteina de transmembrana y la que se
une al ATP estén fusionadas y el transportador consiste en dos cadenas
polipeptidicas conteniendo cada una un dominio de transmembrana y un
dominio de unién a ATP.
Superfamilia del facilitador mayor (MFS, major facilitator superfamily); tienen una
estructura conformada por dos dominios proteicos que constituye un poro de
translocacion central. Tienen de 12 a 14 segmentos de transmembrana con un
sitio de unién al sustrato simple conteniendo un residuo cargado para la union
del protdn que sera intercambiado por dicho sustrato.
Familia de extrusiébn de multifarmacos y toxicos (MATE, multidrug and toxic
compound extrusion)
Familia de resistencia pequefia a multifarmacos (SMR, small multidrug
resistance)
Familia de resistencia a division por nodulacién (RND, resistance nodulation
division); Esta familia es exclusiva de microorganismos Gram negativos,
contando con un espectro de accion amplio, permitiéndole conocer una gran
variedad de antibiéticos, asi como de otros agentes farmacoldgicos. Los
integrantes de esta familia muestran caracteristicas topoldgicas comunes, tienen
dos lazos, prolongaciones extracitoplasmaticas o “loops” y 12 segmentos de
transmembrana (Marreno J, 2015)
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Figura 19 Representacion esquematica de la estructura y funcion de los sistemas de eflujo RND. Los antibiéticos
son capturados desde el espacio preriplasmico (EP), la membrana citoplasmatica (MC) y/o el espacio
citoplasmatico (EC) por este tipo de transportadores. (Marchetti ML., 2011)

Un solo organismo puede expresar mas de una familia de BE. En el caso de P.
aeruginosa y E. coli, pueden expresar mas de un tipo de BE de la familia RND, las
cuales se expresan por bacterias Gram negativas y se relacionan con
multiresistencia clinicamente significativas. (Martinez A, 2009)

Las bombas de exclusion (BE) es el mecanismo de sospecha de la resistencia
antimicrobiana cuando se incrementa la concentracién minima inhibitoria (CMI) de
tres o mas antibiéticos para una bacteria en particular, en comparacion con la CMI
de estos antibidticos frente a la cepa nativa. La CMI de estos agentes
antimicrobianos para BE mutante puede ser de dos a ocho veces mas alta que la
CMI de estos agentes para la cepa susceptible. Cuando el CMI se incrementa mas
de 100 veces, por lo general se asocia con cualquier expresion de enzimas que
inactive agentes antimicrobianos. (Poole K, 2004)

7.8.4 Cambios en la permeabilidad de la membrana externa.

Las bacterias pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la
permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las
porinas. Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua embebidos
en la membrana externa que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos,
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los antibioticos. Los cambios en su conformacion pueden llevar a que la membrana
externa no permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico. (Vila, 2007)

Ademas de otras funciones vitales, estas moléculas tienen la capacidad de retardar
el acceso de los antibidticos al interior de la bacteria. Los antibioticos 3-lactamicos
deben penetrar a través de estos canales; cuando se pierde una porina por
mutaciones, aumentan las CIM (Concentracion Minima Inhibitoria) para el
antibiotico. En el caso de P. aeruginosa, los carbapenems como el Imipenem y el
Meropenem, utilizan una porina especifica llamada OprD. La OprD puede cerrarse
durante la terapia con carbapenems, lo que lleva a una resistencia. Meropenem es
menos dependiente que el Imipenem del paso por esta porina, por otro lado, el
Meropenem puede ser expulsado por bombas de salida, lo cual no es el caso del
Imipenem. (Kohler, 2000)

7.8.5 Alteraciones del sitio de accion.

Las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibi6tico se une a la bacteria para
interrumpir una funcion vital de ésta. Este mecanismo es, principalmente, utilizado
por las bacterias Gram positivas, las cuales generan cambios estructurales en los
sitios de accion de los antibiéticos R-lactamicos a nivel de las proteinas unidoras de
penicilinas. (Cavaco, 2008)

La alteracion o modificacion del sitio de unién del antimicrobiano se traduce en una
pérdida de la afinidad y por ende le impide ejercer su accién. La modificacién de un
aminoé&cido genera un blanco diferente y asi disminuye la afinidad de union por el
antimicrobiano, hay dos tipos de modificacion del sitio de activo;

A) Modificacion de PBP (penicilin-binding protein): complejo enzimatico que
permite la sintesis del peptidoglicano, compuesto de pared celular de
bacterias principalmente Gram positivas, si se produce la mutacion del sitio
de unién al antimicrobiano como los betalactdmicos, estos no pueden actuar
y se genera resistencia.

B) Modificacion ribosomal; los genes erm A y erm B modifican el sitio activo
del ribosoma mediante metilacion, mecanismo importante en la resistencia a
macrolidos (S. pneumoniae y S. pyogenes). (Moreno C, 2009)

El cambio en la estructura terciaria del sitio donde los antibiéticos ejercen su accion
es el otro mecanismo de resistencia. Los sitios de accion se pueden encontrar en
diferentes componentes bacterianos que involucran actividades celulares vitales.
Este mecanismo el mas importante para las bacterias Gram positivas,
especialmente, Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina y Staphylococcus
aureus resistente a meticilina. Para las bacterias Gram negativas, esta estrategia es
menos frecuente. (Endtz, 1991)
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7.8.6 Biofilmes

Las biopeliculas o biofilmes son agregados adherentes que se forman en superficies
bidticas o abidticas. (Callow, 2006) Las bacterias que forman biofilme estan
protegidas de la luz ultravioleta, la deshidratacion, la accion de los antibioticos, los
mecanismos de defensa del organismo como la fagocitosis y otras amenazas
ambientales. La resistencia antimicrobiana a los antibiéticos dentro del biofilme se
debe a multiples mecanismos, que pueden incluso actuar de forma sinérgica. (Lasa,
2005)

Se han propuesto cuatro mecanismos por los cuales las biopeliculas contribuyen a
la resistencia.

a) Labarrera de difusion fisica y quimica a la penetracion de los antimicrobianos
gue constituye la matriz de exopolisacaridos.

b) EIl crecimiento ralentizado de las bacterias del biofime debido a la limitacion
de nutrientes.

c) Se trata de una forma de indiferencia al farmaco a causa de los nutrientes y
otros limitantes, pues muchas células bacterianas dentro de la biopelicula no
se replican ni metabolizan lo suficiente para que el antibidtico funcione de
manera eficaz.

d) La activacion de respuestas de estrés que provocan cambios en la fisiologia
de la bacteria y la aparicion de un fenotipo especifico del biofiime que
activamente combata los efectos negativos de las sustancias
antimicrobianas. (Mah TF, 2002) (Anderl JN, 2004)

La explicaciébn mas intuitiva para la pobre eficacia de los antibiéticos contra las
bacterias en biofilme es la incapacidad del antibiético para penetrar en el biofilme a
través de la matriz exopolisacaridica. Sin embargo, diferentes estudios en los que
se ha medido la penetracion de los antibiéticos en los biofilmes de P. aeruginosa
han mostrado que la matriz del biofilme altera la velocidad de penetracion de los
antibiéticos, por ejemplo: las fluoroquinolonas penetran rapidamente y los
aminoglucésidos mas lentamente. (Donlan RM, 2003)

7.8.7 Sobre-expresién del sitio blanco

El sobre-expresién del sitio blanco, s6lo se ha descrito en micobacterias. La
duplicacibn génica o las mutaciones de los promotores implicados en la
transcripcion de estos genes, son probablemente el mecanismo responsable. La
hiper-produccion de betalactamasas (gen Tem) induce resistencia al clavulanato y
se podria considerar la sobreexpresion del blanco del antibiotico. (Cabrera, Gomez,
& Zuiiga, 2007)
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7.8.8 Carbapenemasas

Las carbapenemasas representan la familia mas versatil de las [B-lactamasas.
Tienen la capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a otros (-
lactdmicos. (Fresnadillo Martinez, 2010)

Se ha propuesto una clasificacion en dos grupos: serin carbapenemasas que
pertenecen a la clase molecular A o D de Ambler y metalo-B-lactamasas (MBLS)
gue corresponden a la clase B de Ambler, denominadas asi por la dependencia de
metales como el Zinc para su funcionamiento. Estos grupos difieren en su
mecanismo de hidrdlisis, el modo de transferencia y la accién de los inhibidores.
(Le, 2010)

Las serin carbapenemasas clase A hidrolizan penicilinas, cefalosporinas (en menor
grado tercera y cuarta generacion), monobactamicos y carbapenémicos. Su
actividad hidrolitica depende del sustrato sobre el que actian, por ejemplo, SME-3
y KPC-2 hidrolizan mejor el Imipenem que el Doripenem, y son levemente inhibidas
por el acido clavulanico y el tazobactam. (Bush, 2010)

Las serin carbapenemasas pueden dividirse fenotipicamente en seis diferentes
grupos, de los cuales cuatro grupos estan formados por miembros de las enzimas
SME, IMI/NMC-A, KPC y GES/IBC, que se caracterizan por tener en comun tres
motivos altamente conservados esenciales para su actividad, mientras que SHV-38
y SFC-1 constituyen cada una un grupo diferente. (Leavitt, 2009)

Las metalo-B-lactamasas (MBLsS) o carbapenemasas clase B, son el grupo mas
relevante de carbapenemasas, son enzimas que tipicamente hidrolizan todos los B-
lactAmicos excepto monobactamicos y son inhibidas por quelantes de iones
metalicos tales como EDTA, acido dipicolinico o 1,10-c-phenantrolina, pertenecen
al grupo B de Ambler. (Jacoby G. B., 2010)

Los genes MBLs pueden distinguirse ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AlM,
DIM y KHM. Las mas importantes incluyen las familias VIM, IMP y SPM-1 las cuales
han sido detectadas en cepas de P. aeruginosa, miembros de la familia
Enterobacteriaceae y A. baumanni. (Kitchel, 2010)

7.9 Antibiéticos

Los antibidticos son considerados habitualmente como uno de los descubrimientos
terapéuticos mas importantes de la historia de la medicina. Durante gran parte de la
historia se pensaba, siguiendo las ensefianzas de Hipdcrates (siglo IV a.C.), que las
enfermedades eran producto del desequilibrio de sustancias —o “humores™
corporales. Hacia 1859, Louis Pasteur y Robert Koch, el primero sobre el gusano
de seday la fermentacion del vino y de la cerveza; y el segundo sobre el antrax y la
tuberculosis; sentaron las bases de la Teoria Microbiana de la Enfermedad. Es una
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teoria cientifica que propone que los microorganismos son la causa de una amplia
gama de enfermedades. Los microorganismos causantes de enfermedades son
llamados patogenos y las enfermedades que causan son llamadas enfermedades
infecciosas (Belloso, 2008) (Volcy, 2008).

Era el inicio de la era bacteriolégica. En 1887, Louis Pasteur, descubrio que
bacterias ambientales pueden destruir el B. anthracis y que animales infectados con
otros microorganismos son resistentes al &ntrax. Este fenomeno de interferencia se
denomind “antibiosis” (Acufia, 2003).

El progreso de la era antimicrobiana se acelero; en 1940 Ron Waksman aislo
actinomicina, en 1942 la estreptotricina y en 1944 la estreptomicina. El nombro estos
compuestos como antibiéticos; son medicamentos utilizados para prevenir y tratar
las infecciones bacterianas. (OMS, World Health Organization , 2019)

Los antibiéticos se definen como drogas producidas por un microorganismo, que
inhiben el desarrollo o provocan la muerte de otros microorganismos. Los
antibioticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accién especifica
sobre alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia
bioldégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una
minima toxicidad para las células de nuestro organismo. (Vignoli, 2010)

Los antibidticos se diferencian de otros farmacos debido a que no actian sobre el
individuo a quien le es administrado sino sobre una poblacion bacteriana que esta
produciendo una infeccién. Esta poblacion bacteriana se caracteriza por tener
muchas variables que pueden afectar la accion del antibiético como ser la o las
especies bacterianas involucradas. Estas variables incluyen su estado metabdlico -
pueden estar en activa replicacién o con una baja actividad metabdlica-; el sitio de
la infeccidn; parasitismo intracelular, etc. (Quintana, 2005)

7.9.1 Clasificacion de los antibiéticos
e De acuerdo a la interaccion microorganismo-antibiético, estos farmacos pueden
dividirse con base en el efecto final que ejercen sobre la viabilidad bacteriana.
a) Bactericidas: su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana, actian en
la fase de crecimiento logaritmico bacteriano.
Los antimicrobianos bactericidas deben administrarse siempre en
infecciones graves, cuando se necesita la muerte rapida de los
microorganismos para controlar la infeccién, y cuando no se cuenta con
un sistema inmune adecuado para detener el proceso infeccioso.
Ejemplos de enfermedades infecciosas donde deben utilizarse
antimicrobianos bactericidas lo constituyen la meningoencefalitis
purulenta y la endocarditis infecciosa, también se utilizan en el paciente
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Figura 20 Sitio de accién de los bactericidas. (UNR, 2019)

b) Bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos
impiden el desarrollo y multiplicacién bacteriana, pero sin llegar a destruir
las células. Por lo tanto, estos antimicrobianos no deben indicarse al
paciente inmunocomprometido. Actian en la fase estacionaria de
crecimiento bacteriano.

1. Sulfamidas

2. Clindamicina

3. Macrolidos

4. Tetraciclinas

5. Cloramfenicol para Neisserias meningitidis y Haemophilus
influenzae es bactericida.
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Figura 21 Sitio de accién de los bacteriostaticos. (UNR, 2019)

(Alvo, 2016) (Basualdo, 2008)

e De acuerdo al espectro de accion. El numero de clases o especies bacterianas
sobre las que puede actuar un antimicrobiano se conoce como espectro de
actividad o accion. Asi mismo se pueden dividir en amplio, intermedio o reducido:

a) Antibidticos de espectro amplio, como aquellos antibiéticos que son
activos sobre un amplio nimero de especies y géneros diferentes.
Penicilina y Ampicilina

b) Antibi6ticos de espectro reducido, antibiéticos solo activos sobre un grupo
reducido de especies. Macrolidos para Gram (+) y Gentamicina para G (-
)

c) Antibioticos de espectro intermedio: Actuan frente a un nimero mas
limitados de especies. Este grupo incluye la mayoria de los
antimicrobianos, entre los que se destacan los macrolidos vy
aminoglucosidos.

(Rodriguez, 2012) (Lorenzo Velazquez, 2008)
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Figura 22 Diferentes espectros de antibidticos para diferentes géneros bacterianos (Toro, 2012)

7.9.2 Segln el mecanismo de accion

Es el mecanismo por el cual un antibiético es capaz de inhibir el crecimiento o
destruir una célula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la formacion de la pared
bacteriana, inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores de la duplicacion del DNA,
inhibidores de la membrana citoplasmatica, e inhibidores de vias metabdlicas.
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Figura 23 Sitio de accion de los antimicrobianos con un ejemplo de un antibiéticos del grupo (Bado, 2009)

7.9.3 Antibidticos que inhiben la sintesis de pared celular

La pared celular protege la integridad anatomofisiolégica de la bacteria y soporta su
gran presion osmoética interna. La ausencia de esta estructura condicionaria la
destruccion del microorganismo, inducida por el elevado gradiente de osmolaridad
gue suele existir entre el medio y el citoplasma bacteriano. La sintesis de la pared
celular se desarrolla en 3 etapas, sobre cada una de las cuales pueden actuar
diferentes compuestos: la etapa citoplasmica, donde se sintetizan los precursores
del peptidoglucano; el transporte a través de la membrana citoplasmica, y la
organizacion final de la estructura del peptidoglucano, que se desarrolla en la parte
mas externa de la pared (Morales Araya, 2000).

Existe una linea de antibidticos conocidos como (B-lactdmicos, que reune cinco
grandes grupos de antibiéticos de uso clinico, penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, monobactamicos, acido clavulanico y carbapenémicos, todos poseen
una estructura comun, el anillo B-lactamico. (Sheldon, 2005)
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Figura 24 Estructura general de los antibioticos 3-lactamicos mas representativos (Bado, 2009)

La accion de las penicilinas esta relacionada con el desarrollo de la pared celular
bacteriana durante el proceso de division celular. Las penicilinas inhiben el
crecimiento bacteriano por interferencia con el proceso de biosintesis de la pared
celular. Puesto que esta estructura no existe en las células eucariotas, este modo
de accién condiciona su selectividad por las células bacterianas haciéndolas no
toéxicas. Son uno de los farmacos mas seguros conocidos en medicina. Las
penicilinas actdan durante la formacién de la estructura tridimensional de
peptidoglicano. (Williams, 2016)

Estos antibiéticos inhiben la maduracion del peptidoglicano (maduracion de la pared
es la formacion de enlaces cruzados pentaglicina entre cadenas del peptidoglicano)
gue es catalizada por una proteina ligadora de penicilina (PBP) con actividad doble
de carboxipeptidasa y transpeptidasa. Las penicilinas son bactericidas. Sin
embargo, son susceptibles de ser destruidos por la accion de enzimas producidas
por las bacterias, las B-lactamasas. Tienen la propiedad de romper el anillo
betalactdmicos de las penicilinas de origen natural. Es por esto que se han
desarrollado otras penicilinas semisintéticas con el fin de conferirles resistencia ante
estas proteinas también llamadas penicilinasas. (Mufioz, 2005)

Uno de los mecanismos de accion mas aceptados para las penicilinas es el basado
en su similitud estructural con la conformacion adoptada por el fragmento D-Ala-D-
Ala que interviene en la formacion de los enlaces cruzados. Asi las penicilinas son
reconocidas erroneamente como sustrato por la transpeptidasa, cuyo centro activo
queda acilado por reaccién con el sistema de B-lactama.

Las penicilinas se dividen en diferentes grupos. El primer grupo incluye a las
penicilinas G y V. Las penicilinas G mas utilizadas son la penicilina G procainica y
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la penicilina G benzatinica, estas tienen un amplio espectro de accion. El segundo
grupo se conoce como penicilinas penicilinasa-resistente, o isoxazolilpenicilinas, e
incluye a la meticilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina y nafcilina, cuentan con
espectro de accién principalmente en cocos Gram (+). El tercer grupo se les llama
aminopenicilinas, y sus ejemplos clasicos son la ampicilina y la amoxicilina. Tienen
un espectro similar a las penicilinas G y V, pero son inactivados por la lactamasa .
Y por ultimo el cuarto grupo son las penicilinas contra Pseudomonas spp. , e incluye
a las carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. (Giron Matute, 2008)

7.9.4 De acuerdo a su farmacocinética y farmacodinamia

La farmacocinética estudia los procesos y factores que determinan la cantidad de
farmaco presente en el sitio en que debe ejercer su efecto bioldgico en cada
momento, a partir de la aplicacion del farmaco sobre el organismo vivo. La curva
farmacocinética y la vida media son ejemplos de variables farmacocinéticas. La
farmacodinamia estudia las acciones y los efectos de los farmacos en el organismo.
Su conocimiento proporciona informacion importante para predecir la accién
terapéutica o toxicidad. Ejemplos farmacodinamicos clasicos incluyen la
concentracion inhibitoria minima (CIM) esta concentracion minima de un antibiético
es requerida para impedir el crecimiento de un inéculo de 10° UFC/mL en fase de
crecimiento tras la incubacion de una noche. O también conocido como la
concentracion bactericida minima (CBM).

PARAMETROS DE FARMACOCINETICA-
FARMACODINAMICA RELACIONADOS CON
EVOLUCION CLINICA

Cmax = Pico sérico

ABC = Area bajode la curva

CIM= Concentracion
inhibitoria minima
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Figura 25 Representacion grafica de los pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos. (Carrillo & Bustos
Zavaleta, 2013)
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Para obtener un resultado exitoso debe existir una interaccion especifica entre el
agente antimicrobiano y el microorganismo patégeno (farmacodinamia) en las
concentraciones mas adecuadas (farmacocinética).

El efecto postantibiotico (EPA) mencionado en la figura 20 suele ser otra variable a
considerar y se define como la supresion del crecimiento bacteriano posterior a la
exposicion a un antibidtico in vitro. Por ejemplo, los farmacos inhibidores de la
sintesis de la pared celular como los betalactamicos y la vancomicina tienen un corto
EPA sobre cocos Gram positivos y minimo para Gram negativos. (Carrillo & Bustos
Zavaleta, 2013)

De acuerdo a estos parametros, existen dos grandes grupos de antibioticos para
esta clasificacion.

a) Los agentes concentracién-dependientes: logran su mayor efecto
bactericida cuando alcanzan concentraciones mayores a la CIM
(concentracion de inhibicion minima), es decir, a mayor concentracion,
mayor actividad bactericida. Por ejemplo; Aminoglucoésidos, Daptomicina,
Fluorquinolonas, Metronidazol, Azitromicina, Cetdnicos.

b) Los antibi6ticos tiempo-dependientes: su concentracion debe superar
la CIM durante el 40%-60% del intervalo de administracion. Por ejemplo;
Betalactamicos, Vancomicina. (Albelo Noda, 2006)

7.9.5 Antibidticos inhibidores de la sintesis proteica

La sintesis proteica es uno de los procesos mas frecuentemente afectados por la
accion de los antimicrobianos, y su inhibicién selectiva es posible gracias a las
diferencias estructurales entre los ribosomas bacterianos y eucariotas. Los
ribosomas bacterianos estan formados por dos subunidades (30S y 50S), que
contienen ARN ribosdmico (ARNr 16S en la subunidad 30S, y ARNr 5S y ARNr 23S
en la subunidad 50S) y diversas proteinas llamadas S (“small” o pequefia, en la
subunidad 30S) o L (“large” o grande, en la subunidad 50S). En esta estructura
diferentes componentes pueden ser lugares de unién para los antimicrobianos (p.
ej., determinados nucleétidos para las oxazolidinonas, algunas proteinas S para las
tetraciclinas o proteinas L para el cloranfenicol). La mayoria de los antibidticos de
este grupo tiene actividad bacteriostatica, aunque los aminoglucésidos se
comportan como bactericidas. La accion bactericida o bacteriostatica también va a
depender de las concentraciones del antimicrobiano, y del microorganismo
afectado. (Herrera-Gonzalez, Garcia-Tovar, & Rojas, 2016)
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Figura 26 Esquema de antibiéticos que alteran la sintesis de proteinas (E. A. Vives, 2019)

7.9.6 Antibidticos que actian en el metabolismo o la estructura de los
acidos nucleicos

Muchos agentes antimicrobianos pueden interferir a diferentes niveles en la sintesis
de los &cidos nucleicos. Pueden inhibir la sintesis de nucle6tidos o causar una
interconversion de nucleétidos, pueden interferir con polimerasas involucradas en
la replicacion y transcripcion del ADN. Un grupo numeroso de agentes interfieren
con la sintesis de purinas y pirimidinas dando lugar a interconversion de nucleétidos
o actuando como analogos de nucleétidos e incorporarse a la cadena de
polinucledtidos.

La inhibicién de la replicacion del DNA puede provocarse por antimicrobianos que
inhiben la actividad de la DNA girasa, involucrada en el rompimiento y reunion de
tiras de DNA. La girasa esta constituida por dos componentes, A y B. El &cido
nalidixico, una quinolona, se une al componente A de la DNA girasa e inhibe su
accion. El acido nalidixico tiene accién antimicrobiana solo contra especies
gramnegativas, aunque recientemente se ha sintetizado un derivado carboxil
fluorinado que inhibe bacterias Gram positivas. La subunidad B de la DNA girasa
puede ser inhibida por agentes como la novobiocina, un antibiético de uso
restringido debido a su toxicidad. (Lopez Molina, UNAM, 2019)

Un ejemplo de antibiéticos que inhiben a la DNA girasa son las quinolonas,
representado en la figura__
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Figura 27 Mecanismo de accién de las quinolonas sobre la DNA girasa, causando la inhibicion de la sintesis
del DNA (Victor M. Chavez-Jacobo, 2015)

7.9.7 Bloqueo de la sintesis de factores metabdlicos

Las sulfamidas son estructuralmente similares al acido p-aminobenzoico (PABA).
De esta manera logran inhibir competitivamente a la dihidropteroato sintentasa, y
asi inhiben el crecimiento bloqueando reversiblemente la sintesis del &cido félico Su
espectro es amplio, cubriendo tanto Gram negativas y positivas, ademas de algunas
Enterobacterias como E. coli, Klebsiella spp, Salmonella y Shigella. A este grupo
pertenecen la sulfadiazina, sulfametoxazol y sulfadoxina, entre otros, los cuales
tienen actividad bacteriostatica. Este grupo mencionado, se usa comunmente en
combinacion con el trimetoprim, que inhiben la reductasa del acido dihidrofolico
bacteriano. Dicha combinacién favorece un sinergismo entre estos que resulta en
una actividad bactericida, distinta a la que ocurre cuando la sulfamida actta sola.
(Calvo, 2009) Un ejemplo de antibiotico inhibidor de metabolitos o la estructura de
los acidos nucleicos, son las sulfamidas, actuan mediante la inhibicion reversible de
la enzima bacteriana dihidropteroato sintasa, lo que bloquea la sintesis de
metabolitos necesarios para la obtenciéon de bases nitrogenadas, impidiendo la
proliferacion del microorganismo, como se muestra en la figura 28.
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Figura 28 Mecanismo de accién de las sulfamidas. (Camara, 2008)

7.9.8 Antibidticos activos en la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmica es vital para todas las células, ya que interviene
activamente en los procesos de difusién y transporte activo, y de esta forma controla
la composicion del medio interno celular. Las sustancias que alteran esta estructura
modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio, elementos
esenciales para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas concentraciones
alteran el metabolismo bacteriano normal. Los antimicrobianos que actian en esta
estructura se comportan como bactericidas, incluso en bacterias en reposo, y
pueden tener alta toxicidad sobre las células humanas, al compartir algunos
componentes de la membrana citoplasmica. A este grupo pertenecen las
polimixinas, los lipopétidos, los antibiéticos poliénicos (activos frente a hongos) y 2
grupos de escaso interés clinico (ion6foros y formadores de poros). (Calvo, 2009)

Un ejemplo de este grupo de antibiéticos, son las polimixinas, como se representa
en la figura_. El mecanismo de accion de las polimixinas. A: Inicialmente se genera
una atraccion electrostatica entre la polimixina, de carga neta positiva, y el lipido A,
de carga negativa, lo que genera el desplazamiento repulsivo de los cationes
divalentes que estabilizan el LPS, a lo que sigue la insercion del antibiotico a traves
de sus residuos hidrofobos en la membrana externa; B: Una vez inserta la
polimixina, se genera una alteracion estructural de la membrana citoplasmatica que
llevaria a la lisis bacteriana por pérdida de la resistencia osmdética. LPS:
lipopolisacéarido; G: glucosamina; P: fosfato; Mg?*: ion magnesio; Ca?*: ion calcio.
Intencionalmente no se esquematizo el core ni el antigeno O.
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A NH3' NH3*
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Figura 29 Esquema del mecanismo de accion de las polimixinas. (Gerardo, 2019)
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7.9.9 Antibidticos que bloquean mecanismos de resistencia

Los mas importantes son los inhibidores de B-lactamasas de serina, que incluyen
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Carecen (habitualmente) de accién
antibacteriana intrinseca de verdadera importancia clinica, pero se unen
irreversiblemente a algunas [-lactamasas, protegiendo de su accidbn a los
antibioticos b-lactamicos. El sulbactam, ademas, es activo frente a A. baumannii.
Aungue se conocen sustancias que bloquean in vitro las bombas de expulsion activa
o las enzimas modificadoras de aminoglucésidos, ninguna de ellas ha podido
introducirse en terapéutica. (Lépez Molina, UNAM, 2019)

7.10 Ceftolozano/tazobactam

Ceftolozane/tazobactam, también conocido como Zerbaxa® es una combinacion
compuesta por, ceftolozano que es una cefalosporina de nueva generaciéon con
actividad antipseudomonas, esta asociado a un inhibidor de p-lactamasas
(tazobactam). Ceftolozane ejerce su actividad bactericida al unirse a proteinas
fijadoras de penicilinas (PBP por sus siglas en ingles), lo que inhibe la sintesis de la
pared celular bacteriana y causa la muerte celular. Tazobactam es un inhibidor de
B-lactamasas, relacionado estructuralmente con las penicilinas, es un inhibidor de
muchas B-lactamasas de clase A, como las enzimas CTX-M, SHV y TEM. (MSD,
2019)

CH, \\/
HC-|-COH  Co- __'\/
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Figura 30 Estructura quimica de ZERBAXA® (MSD, 2019)

Ceftolozane es una cefalosporina oxiimino que se parece mucho a la Ceftazidima
estructuralmente; sin embargo, también comparte muchas similitudes con otras
cefalosporinas de espectro extendido, como la Ceftriaxona y la Cefepima.
Ceftolozane contiene un 7 aminotiadiazol, que proporciona una mayor actividad
contra los organismos gramnegativos, asi como un grupo alkoximino, que
proporciona estabilidad frente a muchas betalactamasas. (Murano K, 2008)

La adicion de una cadena lateral voluminosa (un anillo de pirazol) en la posicion 3
evita la hidrélisis del anillo de p-lactamasas a través de un impedimento estérico.
Esta cadena lateral, en particular, contribuye a la estabilidad del ceftolozano en
presencia de AmpC B-lactamasa, una cefalosporinasa frecuentemente producida
por P. aeruginosa. Los sustituyentes en el anillo de pirazol se modificaron en un
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esfuerzo por maximizar la actividad antipseudomona. (Cluck, Lewis, Stayer, Justin,
& Moorman, 2015)

El Ceftolozano, al igual que otros B-lactamicos, se une a las proteinas de union a la
penicilina (PBP), lo que resulta en una alteracion del “cross-linking” del
peptidoglicano. La inhibicion del cross-linking conduce a la interrupcion de la sintesis
de la pared celular y la eventual lisis celular. El perfil de union a PBP es importante
porque es un determinante clave del perfil de actividad de una B-lactamasa. En
comparacion con la ceftazidima, se demostré que el ceftolozano tiene al menos el
doble de afinidad por las PBP 1b, 1c, 2y 3. (Moya B, 2010)

Tazobactam es un inhibidor de la penicilina sulfona B-lactamasa, que confiere
proteccion al anillo B-lactamico. La adicion de tazobactam a ceftolozane facilita la
mejora de la actividad contra otras Enterobacterias, incluyendo la mayoria de los
productores de espectro de lactamasa b (lactato-B) y algunos anaerobios. (Drawz
SM, 2010)

Ceftolozane/ tazobactam tiene adecuada penetracion en epitelio pulmonar.
Ceftolozane solo presenta mayor estabilidad en la presencia de Amp C que otras
cefalosporinas, aunque en una menor medida que Cefepime. La combinacién con
tazobactam aporta actividad contra organismos productores de BLEE. Ceftolozane/
tazobactam es susceptible a hidrélisis por carbapenemasas como
metalobetalactamasas y carbapenemasas de K. pneumoniae (KPC), pero se
mantiene con actividad contra otras formas de resistencia como bombas de eflujo y
pérdida de porinas. Por lo tanto P. aeruginosa cuyas principales formas de
resistencia son la Amp C, pérdida de porinas y bombas de eflujo se mantiene
altamente susceptible a ceftolozane/ tazobactam. Esta combinacion representa una
alternativa a colistina. (Cluck, Lewis, Stayer, Justin, & Moorman, 2015)

La dosis aprobada por la FDA para cUTI (infeccién del tracto urinario comunitaria),
y para clAl (infeccion intraabdominal comunitaria) es de 1.5 gramos IV cada 8 horas.
Se recomienda administrar durante 7 dias para las infecciones en la terapia
intensivay de 4 a 14 dias en combinacién con metronidazol 500 mg IV cada 8 horas
para tratamiento de clAl. Para neumonia asociada a ventilacién por P. aeruginosa
la dosis es de 3 gramos iv cada 8 horas por 14 dias. (Munita J, 2017)

La versatiidad de Ceftolozane-Tazobactam es secundaria a su falta de
susceptibilidad a los mecanismos comunes de resistencia que se ven comunmente
en los organismos Gram negativos, incluida la produccién de B-lactamasas, la
pérdida de porina y las bombas de flujo de salida. La alteracién de los PBP vy los
cambios de membrana tampoco parecen afectar negativamente la actividad del
ceftolozano. Quizas el aspecto mas importante de la versatilidad de este agente es
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su actividad mejorada contra las cepas de P. aeruginosa y de la familia
Enterobacteriaceae con fenotipos resistentes. (Farrell DJ, 2013)

7.10.1 Farmacocinética y farmacodinamia de Ceftolozano-Tazobactam
La farmacocinética y farmacodinamia que sigue Ceftolozane-Tazobactam, inicia
con;

e Absorcion y distribucion; Demuestra poca union a proteinas plasméticas, en
volumen de distribucion promedio en equilibrio dindmico (estado estable) en
hombres adultos sanos después de una dosis Unica de 1.5g via intravenosa fue
de 13.5litros (21%) para el Ceftolozano y de 18.2litros (25%) para el
Tazobactam, similar al volumen de liquido extracelular.

¢ Biotransformacion; El ceftolozano se elimina por orina, el anillo 3-lactamico del
Tazobactam se hidroliza para formar el metabolito 1 farmacolégicamente
inactivo.

¢ Eliminacion; Es eliminado por accion del rifidon, se ha demostrado que el 95% de
las dosis del medicamento son excretados en orina, La vida media de
eliminacion es de aproximadamente 3 horas para el Ceftolozano y 1 hora para
Tazobactam. Después de una dosis Unica de Ceftolozano-Tazobactam, la
depuracion renal de Ceftolozano (3.41-6.69 litros/hrs) fue similar a la depuracion
plasmatica (4.10-6.73 litros/hrs) y similar a la tasa de filtracion glomerular para
la fraccion no unida, sugiriendo que este es eliminado via rifidén, por acciéon de la
filtracion glomerular.

La farmacodinamia, es igual que otros agentes (B-lactamicos, el tiempo en el que la
concentracion plasmatica de ceftolozano excede la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del patégeno ha demostrado ser el mejor predictor de eficacia en modelos de
infeccion en animales. Para tazobactam el indice de farmacodinamia asociado con
la eficacia fue determinado como el porcentaje del intervalo de dosis durante el cual,
la concentracidn plasmatica de tazobactam supera un valor umbral (%T>umbral).
La concentracién umbral que se requiere, depende del organismo y de la cantidad
y tipo de B-lactamasa producida.

(MSD, 2019) (Cluck, Lewis, Stayer, Justin, & Moorman, 2015)
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8 Objetivo general

Evaluar la susceptibilidad a Ceftolozano/Tazobactam (Cefalosporina de 52
generacion) en diferentes cepas bacterianas aisladas en un Hospital de Tercer
Nivel: Enterobacterias multirresistentes (Klebsiella spp y E. coli.) y Pseudomonas
aeruginosa multirresistente, mediante el método de Kirby Bauer / E-TEST.

9 Objetivos especificos

¢ Siguiendo los criterios de inclusion, exclusion y eliminacidn, se recopilaran cepas
bacterianas que presenten caracteristicas de multirresistencia, obtenidas en el
ambito hospitalario.

e Comprobar la eficacia de la combinacién de Ceftolozano/Tazobactam, en cepas
catalogadas como resistentes.

e Dar a conocer la importancia de llevar a cabo un correcto uso de los antibi6ticos,
para asi evitar el crecimiento de los casos de resistencia bacteriana, asi como la
prevalencia de las IAAS.

10 Justificacion del problema

Enterobacterias como Klebsiella spp y Escherichia coli. Y la familia
Pseudomonadaceae principalmente el género Pseudomonas spp, son unos de los
principales microorganismos causantes de infecciones asociadas a la atencion
sanitaria (IAAS) antes conocidas como intrahospitalarias. En los Ultimos afios estan
aumentando las resistencias a antibiéticos como los carbapenémicos y las
cefalosporinas de tercera generacion (los mejores antibioticos disponibles para
tratar las bacterias multirresistentes) y las infecciones producidas por estas cepas
se han asociado a un aumento de la mortalidad.

Por lo que se genera una falla de respuesta clinica que se traduce en mayor
frecuencia de efectos adversos asociados a antibidticos, incremento en la
morbilidad y mortalidad, causados por intoxicaciones por malas dosificaciones,
reacciones alérgicas. En los ultimos afios ha habido un aumento en la incidencia de
cepas multidrogorresistentes.

La OMS elabor6 una tabla en febrero 2017 que divide en tres categorias con arreglo
a la urgencia en que se necesitan nuevos antibiéticos: prioridad critica, alta o media.
De acuerdo a las categorias, los tres agentes patégenos estudiados se encuentran
dentro del grupo uno que corresponde a prioridad critica, a causa de que son
especialmente peligrosas en hospitales.
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11 Hipotesis

Al evaluar la susceptibilidad de cepas multidrogorresistentes (E. coli, Klebsiella spp
y Pseudomonas aeruginosa), se espera que se presencia de una inhibicion sobre
las cepas multirresistentes por acciéon de la combinacion de antibiticos
Ceftolozano/Tazobactam.

12 Criterios de inclusion

Pacientes derechohabientes del IMSS, de ambos sexos, mayores a 18 afos, con
resultado de resistencia, obtenido por el sistema Vitek de Biomeriux, como se
muestra en el anexo 1, realizado en el laboratorio de bacteriologia del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI, del mes de septiembre a
diciembre del 2018.

13 Criterios de exclusidn

Cepas repetidas del mismo paciente

Bacterias que no integran parte del grupo E-E.S.K.A.P. E (E. coli, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae.)

Cultivos positivos para mas de un microorganismo multirresistentes durante el
mismo periodo de tiempo.

14 Criterios de eliminacion

Cepas cuyo registro de resultados no estuvo en la base del sistema.

15 Metodologia

1. Aislamiento de cepas multirresistentes

e Las cepas fueron aisladas de diferentes cultivos (urocultivo, hemocultivo, lavado
bronco alveolar, secrecion de herida, semen, punta de catéter, secrecion
traqueal, expectoracion y liquido cefalorraquideo) y servicios del hospital
(nefrologia, medicina interna, cuidados intensivos, microcirugia, unidad de
trasplante renal, geriatria y CPCA) ver anexo 1.

e Las bacterias se identifican por accion del sistema Vitek de Biomeriux y con su
antibiograma determinar CMI correspondiente.
2. Evaluacién de cepas multirresistentes y cepas ATCC vs

Ceftolozano/Tazobactam
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Reacondicionamiento de las cepas obtenidas de muestras clinicas con
resultado positivo de multiresistencia a antibioticos y de las cepas ATCC,
sembrandolas en tubos con 5ml de caldo BHI, mediante un inoculo pesado,
llevandolo a incubacion por 24hrs a 37°C.

Sembrado en agar MacConkey, por la técnica de dilucibn americana
mediante el asa calibrada de 0.001ml, llevandolo a incubacion por 24hrs a
37°C.

Posterior al crecimiento de las cepas en agar MacConkey de la casa
comercial BD®, se llevé acabo la evaluacion de la susceptibilidad contra
Ceftolozano/Tazobactam.

En tubos de ensayo de 100mmx13mm, se adiciono 3ml de solucién salina
fisiolégica de concentracidon 0.45%, ajustando el Nefelémetro a O con un tubo
con agua destilada.

Una vez ajustado a 0, mediante un hisopo se tomara una pequefia cantidad
de muestra para poder ajustarlo al 0.5 de Macfarlan, como se muestra en la
siguiente figura 30 Ajuste al 0.5 de Macfarlan.

Sembrado masivo en agar Miller Hinton con el hisopo previamente
humedecido con el tubo ajustado al 0.5 de Macfarlan, colocar tira o
sensidisco de antibiético al centro de la caja y llevar a incubacién por 24hrs
a37°C.

Interpretacion de los resultados empleando, los siguientes criterios
(presentes en la siguiente tabla) presentes en los insertos del antibiético, para
poder determinar la susceptibilidad, sensible, intermedio o resistente.
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Tabla 7 Criterios para determinar el resultado de susceptibilidad de las cepas
bacterias empleando tiras o sensidiscos

Para las tiras reactivas Para los sensidiscos
Para Para Resistente halo de inhibicion
Pseudomonas Enterobacterias <17 mm
Sensible <1 yg/ml  Sensible <0.5 pg/ml
Intermedio 2 pg/ml  Intermedio 1 pg/ml Sensible halo de inhibicion
Resistente >1 Resistente >2 ug/ml >18mm
pg/ml
3. Conservacion de las cepas multirresistentes

Una vez que se evalué la susceptibilidad de las cepas frente a las tiras de la prueba
de E-test, se realizé lo siguiente;

Preparacion de medio de cultivo liquido, en este caso Infusion Cerebro
Corazon BHI (por sus siglas en inglés “Brain Heart Infusion”), se sembraron
con inoculo pesado y llevaron a la estufa por 24hrs a 37°C.

Posteriormente en tubos Eppendorff estéril de 600uL, afiadir 400uL de
solucion crio preservacion (medio Muller-Hinton + glicerina al 20%).

Con el asa estéril, se toma inoculo pesado de las cepas, agregando el
contenido de los tubos Eppendorff.

Homogeneizar

Llevar a congelacién a -70°C.

4. Recolecciéon de datos

Una vez realizadas las pruebas de susceptibilidad, se recolectaron los datos en una
base (hoja de Excel), registrando: sexo, edad, servicio del hospital, resultado de
susceptibilidad (sensible, intermedio y resistente) y género bacteriano.

5. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos

Agrupamiento de datos por servicio, muestra, sexo, edad, obtencién de porcentajes
de sensibilidad, resistencia. Calculo de prevalencia.

Diagrama de flujo resumido para la evaluacion de la susceptibilidad
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Evaluacion de la susceptibilidad de ceftolozane/tazobactam
una cefalosponna de 5° generacion en cepas de
Enterobactenas multiresistentes (Kiebsiella spp, Escherichia
coli) y Pseudomonas aeruginosa.

\J

Recuperacion de las diferentes cepas provenientes

de muesras clinicas de los diferentes servicios del

hospital. Con resultado positivo de multiresistencia
a anubidticos

\j

Reacondicionamiento de la cepa a evaluar

de la muestra clinica, en caklos BHI por
24hrs a 37°C

\

Sembrado en agar MacConkey por téenica de
dilucian y llevar a incubar por 24 hrs a 37°C

v

Evaluacion de las cepas contra
ceftolozano/tazobactam mediante la
prueba de ETEST

\
En tubos de ensaye adicionar 3mL
aproximadamente de Solucion Salina Fisjologica
[0.45]

\i

Ajustar el Nefelometro a O con tubo bianco y
mediante un hsopo con un poco demuestra ajustarlo
al 0.5 de Mactarlan

l

Sembrar masivamente en agar Muller Hinlon y colocar la tira/sensi
disco al centro del agar y llevar a Incubacion por 24hrs a 37°C

1

Lectura de las cajas a las 24hrs, flevando acabo Ia calificacion con el
mserto, para conocer si s sensible, intermadio o resistente.

'

Parss las liras reactivas
Para Pseudomonas
Sesible <1
Intormedio 2
R e >4

Para Enterobactelas
Sansible <0.5
Inermedio 1
Resistante >2

Para los discos:
<1?mm
Resistants
>18mm Sensible
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16 Descripcion de las variables

Tabla 8 Descripcion de variables

Variable Tipo Definicion Unidad de medicion
Cuantitativa Tiempo de vida de | Afios, meses, dias
Edad al | discreta una persona desde su
diagnostico nacimiento
Cualitativa Genero asignado que | Masculino
Sexo nominal identifica a los seres | Femenino
humanos como
masculino o femenino
Sensibilidad | Cualitativa Cualidad de la cepa | Sensible
antibiotica ordinal bacteriana de ser | Intermedio
inhibida 0 no en su | Resistente
crecimiento por la
accion de un
antibidtico
Tipo de | Cualitativa Muestra bioldgica | Orina, sangre, LCR,
muestra nominal obtenida de los | secrecion de herida,
pacientes absceso, lavado
broncoalveolar,
espermocultivo, drenaje de
sonda, exudado nasal,
expectoracion, Aspirado
bronqueal, punta de catéter.
Cepa Cualitativa Resistente a mas de | Multidrogorresistentes y
multirresisten | nominal un antibidtico, en las | susceptible
tes pruebas de
susceptibilidad por el
sistema Vitek.
Servicio del | Cualitativa Area especifica del | Nefrologia, geriatria, UCI,
hospital nominal hospital de donde | medicina interna, unidad de

proviene la muestra.

trasplanté renal, otorrino,
gastroenterologia,

microcirugia.
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17 Resultados

Figura 31 Resultado de susceptibilidad de la cepa ATCC de Klebsiella pneumoniae 700603

Con respecto a la figura 31, muestra un resultado de 0.19ug/ml, siendo este un
resultado de SENSIBILIDAD

Figura 32 Resultado de susceptibilidad de la cepa ATCC de Pseudomonas aeruginosa 27853.
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Con respecto a la figura 32, muestra un resultado de 1.5 pg/ml, siendo este un
resultado de RESISTENCIA

Figura 33 Resultado de susceptibilidad de la cepa ATCC de E.coli 25922.

Con respecto a la figura 33, muestra un resultado de 0.38 pg/ml, siendo este un
resultado de SENSIBILIDAD
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Figura 34 Resultado de la prueba de susceptibilidad a Ceftolozano / Tazobactam en cepas de P.aeruginosa por
la prueba de E-test.

Con respecto a la imagen 34 del lado izquierdo encontramos un resultado de
RESISTENTE con una concentracion de 6ug/ml y del lado derecho tenemos que es
SENSIBLE con una concentracion de 0.56ug/ml.
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Figura 35 Resultado de la prueba de susceptibilidad a Ceftolozano-Tazobactam en cepas de Klebsiella
pneumonie, mediante la prueba de E-test.

Con respecto a la figura 35 del lado izquierdo encontramos un resultado de
RESISTENTE con una concentracion de 16 pg/mly del lado derecho tenemos que
es SENSIBLE con una concentracion de 0.38 pg/ml.

Figura 36 Resultado de la prueba de susceptibilidad a Ceftolozano-Tazobactam en cepas de Escherichia coli
mediante la prueba de E-test.

Con respecto a la figura 36 del lado izquierdo encontramos un resultado de
RESISTENTE con una concentracion de 96 pug/ml y del lado derecho tenemos que
es SENSIBLE con una concentracion de 0.25 pg/ml.
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Figura 37 Resultado de la prueba de susceptibilidad a Ceftolozano-Tazobactam en cepas de Pseudomonas
aeruginosa, mediante el uso de sensi-discos (método de Kirby Bauer).

Con respecto a la figura 37 del lado izquierdo encontramos un resultado de
RESISTENCIA donde no se aprecia desarrollo de un halo y del lado derecho hay
un resultado de SENSIBILIDAD con un didmetro en el halo de inhibicion de 3mm.
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Figura 38 Resultado de la prueba de susceptibilidad a Ceftolozano-Tazobactam en cepas de Klebsiella
pneumoniae, mediante el uso de sensi-discos (método de Kirby Bauer).

Con respecto a la figura 38 del lado izquierdo encontramos un resultado de
RESISTENCIA donde se aprecia el desarrollo de un halo de 1.5mm y del lado
derecho tenemos que es SENSIBILIDAD con un diametro en el halo de inhibicién
de 3mm. Colonias, puede ser clonas resistentes, este fenbmeno es conocido como
clones de alto riesgo (por sus siglas en inglés high-risk-clones [HRC]). Esto es co-
seleccién de plasmidos hibridos que portan genes de resistencia y virulencia de
manera concomitante, un ejemplo muy caracteristico es el clon de Escherichia coli
ST131 (O25:H4) productor de CTX-M. (Bou, Relacion entre resistencia y virulencia
en bacterias de interés clinico, 2014)
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Gréfica 1 Comparacion de los resultados entre las diferentes especies evaluadas.
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Gréfica 2 Porcentaje de E.coli en diferentes cultivos y servicios del Hospital
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Gréfica 3 Porcentaje de Klebsiella spp, en diferentes cultivos y servicios del hospital
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Grafica 4 Porcentaje de Pseudomonas aeruginosa en diferentes cultivos
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Gréfica 5 Porcentaje de P.aeruginosa en diferentes servicios del hospital
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Gréfica 6 Proporcion de susceptibilidad contra el genero
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Gréfica 7 Proporcion de cepas resistentes por tipo de muestra
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Gréfica 8 Proporcidn de cepas resistentes por servicios del hospital
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Gréfica 9 Proporcion de cepas resistentes en base a la edad

Edad vs Resultado de suscpetibilidad
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Tabla de contingencia: PREVALENCIA EN GENERAL DE RESISTENCIA A
CEFTOLOZANO/TAZOBACTAM

SEXO 168 (100%)
HOMBRES 104 (62%) 85 2 17 62% (54%-68%)
MUJERES 64 (38%) 53 2 9 38% (31%-45%)
EDAD
0-20 11 (6.5%) 10 1 0 6.50% (3.7%-11.3%)
20-40 44 (26%) 32 2 10 26% (20%-33%)
40-60 57 (34%) 47 O 10 34% (27%-41%)
60-80 51 (30%) 44 1 6 30% (23%-37%)
80-100 5 (3%) 5 0 0 3% (1%-6%)
SERVICIOS 32 (100%)
CPCA 1 (3%) 0 0 1 3% (0.55%-15%)
Gastroenterologia 1 (3%) 1 0 0 3% (0.55%-15%)
Geriatria 4 (12%) 3 1 0 12% (4%-28%)
MD 2 (7%) 2 0 0 7% (1.7%-20%)
Medicina interna 6 (19%) 6 0 0 19% (8%-35%)
Microcirugia 1 (3%) 1 0 0 3% (0.55%-15%)
Nefrologia 4 (12%) 4 0 0 12% (4%-28%)
Otorrino 2 (7%) 2 0 0 7% (1.7%-20%)
Unidad de cuidados intensivos 7 (22%) 5 1 1 22% (11%-38%)
Unidad de transplante renal 4 (12%) 3 0 1 12% (4%-28%)
MUESTRA 136 (100%)
Abceso 8 (6%) 6 0 2 6% (3%-11%)
Aspirado bronqueal 1 (1%) 1 0 0 1% (0.13%-4%)
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Drenaje de sonda 1 (1%) 0 0
Espermocultivo 2 (1%) 0 0
Expectoracion 11 (8%) 10 0
Exudado nasal 1 (1%) 1 0

Hemocultivo 11 (8%) 11 0
Herida 10 (7%) 6 0

Lavado bronquial 8 (6%) 6 0
Liquido cefalorraquideo 2 (1%) 1 0
Punta de cateter 6 (4%) 3 0
Secrecion de herida 7 (5%) 5 0
Secrecion traqueal 7 (5%) 7 0
Urocultivo 61 (44%) 54 2

Tabla 9 PREVALENCIA EN  GENERAL

CEFTOLOZANO/TAZOBACTAM

18 Analisis Estadistico

Mediante la tabla 9 titulada “Prevalencia en general

Obteniendo se los siguientes resultados.

1. Genero vs Susceptibilidad (Chi?)
X-squared = 0.021076
Grados de libertad = 1
p-value = 0.8846

2. Edad vs Suscpetibilidad (F de Fisher)
p-value = 0.2258
alternative hypothesis: two.sided

3. Muestra vs Susceptibilidad (F de Fisher)
p-value = 0.001499
alternative hypothesis: two.sided

4. Servicios vs Susceptibilidad (F de Fisher)
p-value = 0.2452
alternative hypothesis: two.sided

oo O N W B N b O O BB N B

1%
1%
8%
1%
8%
7%
6%
1%
4%
5%
5%
44%

RESISTENCIA

(0.13%-4%)
(0.4%-5%)
(0.4%-13%)
(0.13%-4%)
(0.4%-13%)
(0.4%-13%)
(3%-11%)
(0.4%-5%)
(29%-9%)
(2%-10%)
(2%-10%)
(36%-53%)

a

resistencia a
Ceftolozano/Tazobactam”, también conocida como tabla de contingencia se realizé
un andlisis estadistico por partes, sexo, edad, servicio y tipo de muestra.
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19 Discusion

En los dltimos afios ha existido un problema de salud que ha ido en aumento, la
resistencia bacteriana, esto es la capacidad de las bacterias para soportar el efecto
de los antibidticos sobre ellas. Las bacterias que originalmente eran sensibles al
efecto de un medicamento antimicrobiano y que posteriormente no lo son, se
consideran bacterias multirresistentes. (OMS, Instituto Nacional de Salud Publica ,
2019)

Es un fendmeno es muy preocupante porque las infecciones por microorganismos
resistentes pueden causar la muerte del paciente, transmitirse a otras personas y
generar grandes costos tanto para los pacientes como para la sociedad. Se ve
facilitada por el uso inadecuado de los medicamentos, como, por ejemplo, al tomar
antibioticos para tratar infecciones viricas como el resfriado o la gripe, o al compartir
el tratamiento con otros pacientes. Los medicamentos de mala calidad, las
prescripciones erroneas y las deficiencias de la prevencion y el control de las
infecciones son otros factores que facilitan la aparicion y la propagacion de la
farmacorresistencia. La falta de empefio de los gobiernos en la lucha contra estos
problemas, las deficiencias de la vigilancia y la reduccién del arsenal de
instrumentos diagndsticos, terapéuticos y preventivos también dificultan el control
de la farmacorresistencia. (OMS, Organizacién Mundial de la Salud, 2019)

Desde el uso masivo de los antibidticos se ha constatado a nivel mundial un
aumento muy importante de la prevalencia de la resistencia. Algunos ejemplos son
la reciente diseminacion de Enterobacterias productoras de Carbapenemasas
(EPC) a nivel mundial, que amenaza a los betalactamicos mas activos, las
carbapenemasas. La creciente (cualitativa y cuantitativamente) resistencia a
Ceftriaxona, Cefixima y fluoroquinolonas, complica demasiado el tratamiento de la
gonorrea. (Bolan, Sparling, & Wasserheit, 2012)

En los ultimos 30 a 40 afios se han descubierto seis mecanismos de resistencia que
han tenido un impacto en las IAAS, todas estas con alta complejidad genética; a)
Dehidrofolato-reductasas (DFHRs), b) Betalactamasas de espectro extendido
(BLEES), c) Nuevas proteinas fijadoras de penicilina (PBPs), d) Topoisomerasas
mutantes, e) Aminoglucdsidos modificados por enzimas y f) Nuevas enzimas con
alteraciones de la pared celular. Esto hace que el perfil fenotipico sea dificil de
interpretar y el tratamiento muy dificil de abordar. (Canton-Moreno & Cobo, 2009)

Entre los diversos factores que han contribuido al incremento significativo de la
aparicion de resistencia bacteriana se puede mencionar la presion selectiva ejercida
al prescribir formal o liboremente medicamentos para uso terapéutico, la utilizacion
generalizada de antibioticos en pacientes inmunocomprometidos y en la unidad de
cuidados intensivos, el uso de dosis o duracién inadecuada y el desconocimiento
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de los perfiles de sensibilidad de los microorganismos asilado, la resistencia
bacteriana tiene una base genética intrinseca y una adquirida. (Pérez & Robles,
2016)

Al existir esta resistencia a los antibidticos, como se presenta en las graficas de
resultados para las tres especies evaluadas, se generan lo que se llamaban
Infecciones Nosocomiales (IN) o intrahospitalarias, hoy conocidas como Infecciones
Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), estas son un problema recurrente y de
gran relevancia en las instituciones de salud.

Para poder combatir este enorme problema a la resistencia antimicrobiana, como
consecuencia del uso inadecuado de los antibidticos, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), propone diversas estrategias, que se definen como un conjunto de
intervenciones coordinadas para mejorar y medir el uso apropiado de antibiéticos
mediante la seleccidn del agente, dosis, duracion y via de administracion éptimos.

La recomendacion para el hogar:

e Utilizar los antibioticos Unicamente cuando los haya prescrito un medico

e Completar el tratamiento prescrito, aunque ya se sienta mejor

e No dar los antibidticos sobrantes del tratamiento a otras personas ni
reutilizarlos

e Recordar que los antibiéticos no deben utilizarse para tratar gripas o
resfriados de origen viral

e Para el profesional de la salud

e Mejorar la prevencion y el control de las infecciones

e Prescribir y dispensar antibiéticos solo cuando vean verdaderamente
necesarios

e Prescribir y dispensar los antibiéticos adecuados para cada enfermedad.

(INSP, 2019)

De acuerdo a la estructura quimica de Ceftolozano/Tazobactam, sabemos que es
una combinacion de dos antibioticos, donde Ceftolozano es un betalactamicos que
pertenece al grupo de las cefalosporinas, ejerciendo su actividad bactericida
uniéndose a las llamadas proteinas de union a las penicilinas (PBP) estas tienen
actividad transpeptidasa, transglucosilasa y carboxipeptidasa, pertenecientes a
P.aeruginosa por ejemplo PBP1b, PBP1c y PBP3 (esta ultima aplica para E.coli),
estas dan lugar a la inhibicibn de la sintesis de la pared celular bacteriana
principalmente a nivel de la formacion del peptidoglucano y por consiguiente la
muerte celular, la modificacion de las PBP, la hiperproduccion o la adquisicion de
PBPs resistentes, son algunos de los métodos por los cuales se adquiere la
resistencia, debido a que impiden la entrada a través de las porinas. (Daza, 1998)
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Las PBP concretamente las transpeptidasas presentan una similitud estructural con
el extremo D-alanina-D-alanina del pentapéptido que enlaza las cadenas de N-
acetilmuramico y N-acetilglucosamina del peptidoglucano. En presencia del
antibiotico, las transpeptidasas hidrolizan el enlace amida del anillo beta-lactamico
y se forma un éster estable entre el compuesto hidrolizado y un grupo hidroxilo de
la serina del sitio activo de la enzima. Con ello se inhibe la transpeptidacion, se
desestabiliza la pared celular y finalmente se produce la lisis bacteriana mediada
por autolisinas. (Karen & George, 2010)

Mientras que Tazobactam es un B-lactamico estructuralmente relacionado con las
penicilinas, debido a que es un derivado de la sulfona del 4cido penicilanico. Posee
una pequefa actividad antibacteriana, pero tiene afinidad por las PBP de tipo Il de
las bacterias Gram negativas. Inhibe muchas B-lactamasas de clase A, incluyendo
las enzimas CTX-M (cefotaximasas), SHV (la variable de sulfhidrilo) y TEM
(betalactamasa de espectro extendido de tipo temoniera.) Dichas enzimas se
encuentran presentes en Escherichia coli y Klebsiella spp, principalmente, cumplen
funciones que suelen conferir resistencia en forma variada a penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos, carbapenems, acido clavulanico y tazobactam.
(Tercero, 2008) Principalmente tenemos a TEM-1 y TEM-2 y SHV-1, las cuales
estan clasificadas en el grupo 2b de la clasificacion de Bush, atacan a los mismos
beta-lactAmicos. Tienen una alta afinidad por ampicilina y amoxicilina y las modifica
rapidamente. (Susan, Joaquim, José Luis, & Theresa, 2011)

Estas enzimas derivan de genes cromosomicos que han sufrido mutaciones,
movilizacion e integracion de diferentes estructuras genéticas, siendo la mayoria de
ellas codificadas por plasmidos. Son estos plasmidos o los integrones los que les
proporcionan alta capacidad de expansién y prevalencia, mediante la transmision
horizontal entre diferentes especies y diferentes familias bacterianas. El principal
factor que interviene en la alta prevalencia de las Enterobacterias productoras de
BLEE es la diseminacién clonal. Una muestra de ello es la rapida diseminacién del
clon E. coli 025:H4-ST131, asociada a infecciones urinarias y con la diseminacién
del genviactx-m-15. ESte mismo problema ocurre en las Enterobacterias Productoras
de Carbapenemasas (EPC), mas claramente en la especie Klebsiella productora de
SHV-5 o0 SHV12. (Salgado, Gilsanz, & Maseda, 2016)

Las BLEE provienen de una serie de mutaciones por parte de las enzimas TEM-1,
TEM-2 o SHV-1, estas producen resistencia a cefotaxime, ceftazidime y otras
cefalosporinas de amplio espectro y a aztreonam, pero no aportan resistencia a la
accion de las cefamicinas o imipenem. (Garcia, 2013)

Como se menciond las R-lactamasas de clase A, son el principal mecanismo de
resistencia de la mayoria de las Enterobacterias, con la ayuda de las bombas de
expulsion, recordando que son adquiridas por accion de mecanismos genéticos
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(Jacoby G. B., 2010). Cuentan con dos subgrupos de importancia clinica: las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) las cuales hidrolizan cefalosporinas
de amplio espectro y antibiéticos monobactamicos, son inhibidas por el acido
clavulanico. Las serin-carbapenemasas, con capacidad de hidrolizar toda clase de
betalactamicos. (Cantén & Cercenado, 2011)

Las enzimas TEM, SHV y CTX-M; son inhibidas con mayor facilidad por la accion
del tazobactam que por el &cido clavulanico y generan resistencia a
monobactamicos, penicilinas y cefalosporinas.

Para el caso de P. aeruginosa, puede decirse que la resistencia es generada por la
accion de enzimas R-lactamasas de tipo AmpC, otro mecanismo de resistencia
mutacionales destacado o probable para P. aeruginosa es la represién o
inactivacion de la porina OprD, que junto con la expresion inducible de AmpC
confiere resistencia a imipenem Yy sensibilidad disminuida al meropenem
(antipseudomonas mas usados). Esta inactivacion de la porina OprD, actia de
manera sinérgica con la depresiéon de AmpC confiriendo resistencia a todos los
betalactamicos, dicho lo anterior ceftolozane es una cefalosporina (con accion de
betalactamicos) dichas enzimas producen su accion sobre ella, hidrolizando
generalmente a las cefalosporinas de espectro reducido o cefalosporinas de tercera
generacion.

De igual manera otro posible mecanismo de resistencia que emplea P. aeruginosa
podria ser las multiples bombas de expulsion de la familia RND (Divisién de
Nodulacién de Resistencia por sus siglas en inglés Resistance Nodulation Division),
encontrando principalmente a MexAB-OprM y MexXY-OprM y en menor medida
MexEF-OprN y MexCD-OprJ, contribuye de forma notable a los fenotipos de
resistencia. Estas bombas se conforman por tres componentes: una proteina
transportadora ubicada en la membrana interna, una proteina accesoria
periplasmatica y una proteina de membrana externa o porina, las cuales son
energizadas por gradientes de protones.

MexAB-OprM es la que presenta un perfil de sustratos mas amplio. Su expresion
constitutiva juega un papel notable en la resistencia intrinseca y su hiperexpresion
por mutaciones cromosOmicas afecta a todos los antibi6ticos beta-lactamicos
(excepto el imipenem) y a las fluoroquinolonas. Esta hiperexpresion de MexAB-
OprM agregada a la inactivacion de OprD es una de las causas mas frecuentes de
la resistencia clinica a meropenem (betalactamico). Estos sistemas de expulsion
son los responsables de la “impermeabilidad” a la mayoria de los antibidticos.
Dichas bombas pueden ser inducidas por antibidticos (especialmente
ciprofloxacina), de igual forma por cambios mutacionales por mas minimo que sea
(1 par de base nucleotidica). (Andrés Opazo C., 2009)
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Otra sobre expresion puede ser de la bomba, MexEF-OprN, que confiere también
resistencia a quinolonas y algunos betalactdmicos, esta posee gran relacién con el
gen MexT, que estd involucrado con las mutaciones que originan la pérdida de la
porina OprD. De igual manera la sobre expresion de MexXY-OprM afecta a los B-
lactamicos, las quinolonas, el meropenem y los aminoglucdésidos sin afectar la
accion del imipenem.

Ademas, se encuentras las R-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales
confieren inhibicion al tazobactam, lo cual no realizan las [-lactamasas de tipo
AmpC. Esto puede ser por accion de las MBL (Metalo-lactamasas). Entre las BLEE
destaca el tipo OXA, pertenecientes a la clase molecular D y al grupo funcional 2d,
basado en la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros, confieren gran resistencia a
betalactamicos como: ampicilina, cefalotina y sobre todo a cloxacilina, pueden
afectar también a las cefalosporinas de tercera generacién, especialmente a la
cefotaxima y al aztreonam, como OXA-10, OXA-11, OXA-14, OXA-18 y OXA-28.
(Artola, 2005)

La susceptibilidad presentada en las pocas cepas de P. aeruginosa, puede ser
atribuido a que expresan el fenotipo de betalactamasas de tipo TEM, las cuales
presentan mayor susceptibilidad al tazobactam que las derivadas SHV. (Livermore
D., 2000)

Comenzando con la primera gréfica titulada proporcion de cepas en base al
resultado de susceptibilidad podemos observar que la cepa de Pseudomonas es el
principal patégeno que presenta resistencia, puede ser debido a su resistencia
intrinseca que esta mediada por su membrana externa y la presencia de bombas
de expulsiébn como lo es MexAB-Oprm, la cual tiene la capacidad de expulsar a
antibioticos como Ceftolozane/Tazobactam. Como podemos apreciar en las graficas
2, 3y 4 que muestran la proporcién de las cepas evaluadas en diferentes muestras,
siendo los urocultivos los més presentes en las 3 cepas bacterianas. Por ejemplo,
la alta incidencia de E. coli esta relacionado con las cepas UPEC, debido a que
poseen mayor capacidad de adherencia a las células del epitelio vaginal y urinario,
mayor produccion del antigeno capsular (antigeno K). Las fimbrias de tipo P y 1
actian de manera sinérgica para facilitar la colonizacion del tracto urinario, en el
caso de las demas cepas, estas no presentan este tipo de adherencias, para el caso
de Klebsiella esta presente accion de fimbrias manosarresistentes como adhesinas
X. Esto puede ser debido a que E. coli forma parte de las cepas de Enterobacterias
BLEE+, las cuales estan teniendo incrementos en sus incidencias principalmente
en personas cuya hospitalizacion o cirugia previa fuese de 3 a 12 meses, junto con
un uso de antibidticos de al menos 30 dias. Esto se relaciona también con las
muestras obtenidas por la punta del catéter.

100



De acuerdo a la prueba de chi? obtuvimos diferencia significativa en la relacién que
existe entre el sexo y la susceptibilidad, debido a que este valor nos indicara que
tan diferentes o cercanas son dos variables, el valor obtenido en la prueba fue de
chi?= 0.0210176, con un p-value de 0.8846, comparandolo con el valor de tablas
para 1 grado de libertad y un p-value de 0.05, el valor es 3.84, esto nos dice que
existe diferencias significativas entre dos variables debido a que el valor calculado
es mucho menor al de tablas, en la grafica 6, se ve la proporcion de resultados
resistentes y sensibles donde se evidencian las diferencias a simple vista esta
asociada mas con los hombres teniendo una mayor incidencia sobre las mujeres,
como se aprecia en la tabla 9. Esto puede deberse a dos cosas, que existe mayor
cantidad de hombres en el estudio y a un punto de vista epidemiolégico que de
acuerdo a la OMS la salud se relaciona en 3 puntos importantes con el género; 1)
los determinantes de la salud relacionados con el género, incluida la interaccién con
otros determinantes sociales y estructurales, 2) las conductas en la esfera de la
salud en funcion del género y 3) la respuesta del sistema de salud en funcion del
género. ((OMS), 2018)

En este caso se realizd una prueba de F de Fisher, donde los valores obtenidos del
p-value fueron de 0.2258, en este caso es mayor al 0.01 (valor que nos permite
saber si la hip6tesis nula se rechaza o acepta) siendo este caso mayor se rechaza,
por lo tanto en la susceptibilidad tenemos que las variables de edad y resistencia
son las de mayor indice o destacables. Esto se puede justificar con en grafico 9,
donde se observa que entre los 40 y 80 afios es donde mas prevalencia de cepas
multirresistentes existen, esto puede estar relacionado con los puntos previamente
descritos por las OMS y a su vez desde un punto de vista inmunoldgico, donde los
estados de maduracion del sistema intervienen, asi como la respuesta es cada vez
menos eficaz conforme a la edad aumenta. Por esto es apreciable la existencia de
pacientes con 60 u 80 afios, con estos padecimientos, que a su vez se encuentra la
relacion con los determinantes socioecondémicos, debido a que mucha gente es de
bajo recursos o con dificil acceso a instalaciones médicas que puedan cumplir sus
necesidades, relacionando esto con el hecho econémico y que no todos pueden
costear los tratamientos. Muchas veces esto tambien se ve reflejado en el hecho
gue se ha estado mencionando son bacterias con alta incidencia en los hospitales
siendo las areas de mayor cuidado donde los pacientes, suelen ser mas
susceptibles.

Para las graficas 7 y 8, podemos observar los servicios del hospital y el tipo de
muestra que presentan mayor indice de cepas multirresistentes.

Para el caso de los servicios podemos observar que cuidados intensivos es el area
con mayor porcentaje de incidencia de cepas con un 22%, de los servicios
presentados en este trabajo y dentro de este se encuentran diferentes tipos de
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muestras que son las que evidencian mayor incidencia dentro del area de Cuidados
Intensivos. Para decir que estos valores tienen significancia estadistica se realizo
una prueba de F de Fisher donde los resultados del p-value son 0.2452, en este
caso el valor de p es mayor al 0.01, siendo que una variable cuenta con mayor
proporcion de datos. Y se aprecia con los resultados. Esto es debido a que en estas
areas los pacientes cuentas con diferentes factores que pueden favorecer la
presencia de dichos microorganismos, como: estado inmunolégico, pacientes con
traumatismos graves, procedimientos altamente invasivos, tratamientos meédicos.
(Pérez Matera, 2000)

Se volvio a realizar una tercera prueba de Fisher donde se demostro que, el p value
fue de 0.001499, siendo este caso menor al 0.01, demostrando que existe una
muestra que es la que aporta mayor incidencia al estudio, siendo los urocultivos
(44%), puntas de catéter (4%), expectoraciones (8%) y las heridas (8%). Este tipo
de muestras son mas frecuentes en dichas areas porque, se vuelven zonas de facil
contagio por ser expuestas y por el tratamiento de una amplia gama de antibioticos
diversos, donde estos ocasionan una posibilidad para aumentar el riesgo de
contraccion de una infeccion por alguna cepa multirresistente, a su vez existe los
contactos con las vestimentas desechables las cuales se cree pueden tener
funciones de vectores para dichas transmisiones. Como se observo los urocultivos
son las principales fuentes de origen de las tres cepas, esto se debe a que estas
especies bacterianas son de los patdgenos urinarios mas comunes, en las
infecciones urinarias constituyen una de las causas mas frecuentes en
enfermedades infecciosas y caracterizada por altas tasas de incidencia y morbilidad
en areas pediatricas y adultos, predominando en mujeres que hombres. Dicho
patégenos logran colonizar los tractos urinarios gracias a factores de patogenicidad
como la presencia del antigeno K, aerobactina, fimbrias de tipo | y P y hemolisina.
Debido a estos factores y diversos mecanismos, principalmente por el ascenso
retrogrado, apoyandose con las fimbrias tipo P, las cuales cuentan con un receptor
tipo Manosa, el cual es encontrado mayoritariamente en E. coli. (Jian, Linda, &
Shortliffe, 2005)
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20 Conclusioén

La recoleccidon y seleccion de las cepas bacterianas multirresistentes de ambito
hospitalario, se llevé acabo de manera correcta, gracias a la previa evaluacion de
susceptibilidad, por los equipos Vitek. Se evalu6 de manera correcta la
susceptibilidad frente a una nueva combinacion de antibidticos,
Ceftolozano/Tazobactam, demostrando que, para poder administrar un tratamiento
mas completo y especifico, se requiere de una serie de pruebas complementarias
principalmente de tipo molecular que nos permitan conocer el mecanismo especifico
por el cual la bacteria genera resistencia, como por ejemplo técnicas moleculares
como PCR con el sistema Verigene® (Nanosphere). Se dio a conocer la importancia
de llevar a cabo un correcto uso de los antibiéticos, para asi evitar el crecimiento de
los casos de resistencia bacteriana.

El andlisis de los datos confirmé que las Infecciones Asociadas a la Atencion de la
Salud (IAAS), desencadenaran altos costos humano y material, y requiere aumentar
las medidas para su prevencion, principalmente a nivel educativo. Donde se
deberan de proponer y emplear mejores y nuevas estrategias para evitar el aumento
de ellas.

Con ayuda de las pruebas estadisticas se encontré que existen relaciones entre la
variables y se les pudo dar la correcta interpretacion, para asi llevarlas al analisis,
dichas pruebas ayudan a la deteccion de las relaciones entre las variables ayudando
a comprender nuevas metodologias que podrian prevenir estos incrementos en las
incidencias de las IAAS.
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22 Anexo

Anexo 1. Hoja de resultados de un paciente masculino de 32 afos, del area de
cuidados intensivos, cultivo lavado broncoalveolar, muestra de resistencia
bacteriaba en un Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
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