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INTRODUCCION.

Diferentes formas por medio de las cuales los organismos muestran resistencia.
Resistencia intrinseca es una forma inherente de resistencia de algunas especies. Por
otro lado la resistencia adquirida refleja un verdadero cambio en la composicion
genética de la bacteria, de forma tal que una droga que previamente habia mostrado

efectividad, ya no lo es, resultando en una resistencia clinica.

Los mecanismos bacterianos de resistencia son: 1) disminucién de la concentracion
intracelular del farmaco por medio de la disminucién de la permeabilidad de la
membrana externa , disminucién del transporte citoplasmatico; 2) por medio de las
bombas de efusion ; 3) inactivacion enzimatica de fArmacos; 4) modificacion de blancos

o desvio de blancos.

Limitar la concentracion intracelular del farmaco disminuyendo s ingreso a la célula,
aumentando su salida, neutralizando el agente por medio de enzimas, o cambiando los

blancos son la forma en la cual las bacterias generan resistencia a determinado farmaco.

Por otro lado los blancos de los antibidticos se encuentran en la pared celular,
membrana citoplasmatica o en el citoplasma. Adicionalmente las bacterias gram-
negativas presentan una membrana externa, la cual les confiere una barrera adicional.
Modificaciones en la permeabilidad de la membrana externa por alteraciones en las
proteinas porinas y por aumento de los sistemas de bombeo hacia fuera contribuyen a la

resistencia de organismos gram negativos. Adicionalmente la liberacion de enzimas



inactivadotas a través de la membrana citoplasmatica protege los confines del espacio
periplasmatico.

Los mecanismos por medio de los cuales se limita la concentracion intracelular de los
farmacos incluyen la disminucion de la permeabilidad a través de la membrana externa,
disminucion de la captacion de membrana citoplasmatica, de sistemas de bombeo hacia
afuera. Los cambios adquiridos en la permeabilidad de la membrana externa de los
gram-negativos antes atribuidos a proteinas porinas Unicamente, permiten una
regulacion a la alta de sistemas de bombeo hacia afuera cuya expresion se encuentra
ligada a sistemas como MexAB-OprM.

La resistencia que muestran las Pseudomonas a los carbapenems puede ser mediada por

alteraciones en una porina llamada Opr D.

Las enzimas inactivadoras son el principal mecanismo de resistencia a la mayoria de los
antibiodticos. La resistencia a los B lactadmicos es mediada por una amplia variedad de B
lactamasas que inactivan ésta droga. Las B lactamasas pueden ser reguladas por
cromosomas o plasmidos, su expresion puede ser aumentada o disminuida. En el caso

de los gram-negativos, las B lactamasas son confinadas al espacio periplasmatico.

Las modificaciones en el blanco son otro importante mecanismo de defensa de las
bacterias. Son producidos por mutaciones minimas en secuencias genéticas con lo que
se crea un nuevo blanco, con menor afinidad por el farmaco. Algunas bacterias
muestran mutaciones tan grandes que el blanco del antibidtico ya no es necesario para la
supervivencia del organismo-. Esto se logra con nuevos canales metabolicos para la

desviacion del objetivo primario.



Ademas de las estrategias efectivas para generar resistencia, las bacterias cuentan con
mecanismos de transferencia de genes de resistencia a otros organismos y especies. El
genoma bacteriano consiste en DNA cromosomal, el cual codifica las caracteristica
celulares generales, los mecanismos de reparacion celular; asi como pequefos y
circulares elementos de DNA o pldsmidos que codifican actividad bacteriana
suplementaria como la virulencia y los factores de resistencia. LA mayoria de los genes
que confieren resistencia son mediados por plasmidos y pueden ser intercambiados por
elementos cromosémicos. Esta transferencia se puede dar por eventos recombinantes
simples, proceso facilitado por los transposones. Los transposones son pequeios
elementos de DNA con la capacidad de removerse o insertarse en el DNA cromosomal

y plasmido del huésped.

Determinados cromosomas de resistencia son transmitidos de forma vertical por
diseminacion clonal. La resistencia conferida por plasmidos se transmite tanto de forma

vertical como de forma horizontal por medio de procesos de conjugacion.

Otro importante mecanismo de resistencia en organismos gram-negativos es la
produccion de B lactamasas cromosomales inducidas, principalmente AmpC. La
presencia de estas enzimas cromosonmales son una caracteristica especifica de algunas
especies de Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Citrobacter. Organismos
nosocomiales virulentos causantes de infecciones fulminantes, quienes por medio de

mecanismos efectivos de resistencia son dificiles de tratar.

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno nosocomial frecuente. Se asocia hasta en un

9% a todas las infecciones nosocomiales identificadas. Es la causa mds frecuente de



neumonia nosocomial, llegando a ser de hasta 17%. Dentro de las unidades de cuidados
intensivos son los organismos mas comunmente causales de bacteremia (9%), neumonia
nosocomial por gram-negativos (28%), infecciones urinarias por gram-negativos (17%).
La produccion de AmpC se regula mediante complejas interacciones entre los genes
bacterianos. Estas alteraciones se ven influenciadas por cambios en las concentraciones
citoplasmaticas de productos intermedios de la degradacion y sintesis de

peptidoglicanos de mureina.

Inicialmente la AmpC no es producida en grandes cantidades, pero la exposicion a B
lactamicos causa un aumento transitorio en su produccion. El aumento en la produccion
del AmpC es regulado por cambios en los niveles homeostaticos de productos
intermedios de la sintesis de mureina.

Ademas de la resistencia que confiere la AmpC a los organismos, la relativa
impermeabilidad de la capa celular externa y sus alteraciones estructurales contribuyen

a la resistencia contra B lactamicos.

En el caso de Pseudomonas la resistencia a carbapenems puede ocurrir por la pérdida
mutacional de porinas, por zinc B lactamasas ( metalo B lactamasas ). Estas metalo B
lactamasas rapidamente hidrolizan cafalosporinas y penicilinas. Pueden ser codificadas
por integrones, ademds de contar con capacidad de transferencia horizontal entre
bacterias.

Los sistemas de bombeo hacia fuera representan otro importante mecanismo de

resistencia a carbapenems.

El sistema de efusion es un sistema tripartita codificado por el operén mexAB-oprM.



Este sistema tripartita consiste en un componente intracelular ( MexB, MexD, MexF ),
que funciona como una division nodular de resistencia; una porcion fuera de la
membrana celular, posiblemente un componente de formacién de canales ( OprM, Opr],
Opon ); asi como una proteina de fusion transmembrana que une los dos componentes

previos.

La mayoria de los antibidticos exportados por éste sistema se pone en contacto con éste
dentro del citoplasma. Los B lactamicos tienen su blanco a nivel periplasmatico.
Debido a la naturaleza periplasmatica de los B lactamicos, la interaccion con el sistema
es diferente. Estudios reportan que la interaccion de los farmacos con éste sistema debe
de iniciar siempre con la porcidon intramembrana, independientemente de tener

mecanismos de accion intra o periplasmaticos.

La resistencia a los antibidticos es posible gracias a genes de resistencia. Estos genes se
expresan y capturan en integrones. Los integrones poseén dos regiones, localizadas a
cada lado del casete. El segmento 5” contiene el gen codificador de integrasa (intl1 ), el
sitio de integracion del casete y el promotor ( P ). El segmento 3" contiene una zona de
lectura de significado desconocido y lo determinantes de resistencia desinfectante y
sulfonamida. La expresion de lo casetes depende de las secuencias de los promotores y

de la posicion del casete respecto al segmento 5.

El integron bla-vebl codifica un extenso espectro de B lactamasas. El gen veb-1 ha sido
identificado en diferentes muestras de pseudomonas. El gen codifica principalmente

gracias a diferentes secuencias de insercion. Dentro de las mas importantes encontramos



IS 1999, IS 2000. Al activarse éstas secuencias de insercion se logra el movimiento de

los promotores, lo que es capaz de modular la expresion de genes de resistencia.

P. aeruginosa es un patdégeno que exhibe resistencia intrinseca a diferentes antibidticos
incluyendo B lactamicos. Cuenta con una membrana externa con baja permeabilidad,
sin embargo esto no explica por si mismo la resistencia. Adicionalmente cuenta con
mecanismos que interfieren con el mecanismo por medio del cual los antibidticos se
ponen en contacto con sus objetivos. Tal es el caso de los ya mencionados sistemas
tripartitas de flujo hacia afuera, determinados por ingenieria genética como MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY/OprM.

Recientemente se ha demostrado que e sistema MexXY/OprM se encuentra también
relacionado con resistencia intrinseca de P. aeuriginosa a multiples antibidticos como

tetraciclina, eritromicina, gentamicina.

Reportados en la literatura encontramos diversos mecanismos por medio de los cuales
las P. aeruginosa son resistentes a los diversos antibidticos, entre los cuales destacamos
una membrana externa impermeable a los medicamentos. Esta baja permeabilidad se ha
asociado a las proteinas de membrana, las porinas. Proteinas que tienen la funcion de
producir canales por medio de los cuales la bacteria introduce y/o excreta diversas
particulas. Sabemos que las porinas muestran selectividad mediada por cargas
eléctricas, lo que implica que la membrana es capaz de permitir o impedir el paso de
particulas. Sabemos que dentro de la informacidn genética de las P. auriginosa existe la
porcién encargada de la generacion de éstas porinas. Genes determinados como lo son

el Opon, OprlJ, OprD, los cuales codifican para la produccion de dichas porinas. Se ha



reportado en la literatura que la expresion de dichos genes se encuentra relacionada con
la permeabilidad de la membrana y la consiguiente resistencia a los antibioticos.

Como segundo e importante mecanismo de resistencia, la P. aeruginosa cuenta con un
efectivo sistema de bombeo, por medio del cual es capaz de bombear los antibidticos
que han logrado pasar la membrana. Los genes que codifican dicho sistema se

comentaron previamente.

Como tercer mecanismo de resistencia, la P. aeruginosa cuenta con la capacidad de
produccion de metalo beta lactamasas (MBL), las cuales le brindan resistencia
especifica contra imipemen. Existen reportadas 4 principales tipos de MBL, clasificadas
segun el grupo de Bush-Jacoby-Meiden:

IMP ( Imipenemasa)

VIM ( Verona Imipenemasa)

SPM (Sao Paulo MBL)

GTM (German Imipenemasa)

Cada una de ellas es producida gracias a la presencia de un gen especifico, el cual es

designado segun la enzima para la cual codifica.

Existe un cuarto tipo de mecanismo por medio del cual la P. aeruginosa es capaz de
resistir la administracion de imipenem. Este mecanismo le es 1til a la bacteria cuando se
encuentra adherida a superficies como catéteres, sondas, etc. Las bacterias se agrupan y
se unen formando una capa externa, una especie de pelicula gracias a la cual impiden el
contacto del antibidtico con las bacterias de capas internas. Es gracias a éste mecanismo

que la bacteria coloniza superficies y se hace resistente a los antibidticos.



Campos Pulsados

El andlisis epidemioldgico de patdogenos nosocomiales por medios moleculares nos
brinda informacién valiosa acerca de posibles brotes de infecciéon derivados de una
misma clona, bacterias genéticamente idénticas, por lo tanto con las mismas
caracteristicas y con un origen comun.

Dentro de los diferentes tipos de andlisis epidemiologico molecular, encontramos al
andlisis de fragmentos cromosomales obtenidos por restriccion enzimatica mediante gel
de electroforesis en campos pulsados. Un método de genotipificacion molecular.
Consiste en obtener por separado el DNA de diversas cepas y mediante la utilizacion de
enzimas de restriccion, realizar cortes especificos del DNA, obteniendo asi multiples
fragmentos de DNA. Estos fragmentos se colocan en un gel especial y se les aplica
mediante un aparato de campos pulsados, pulsos eléctricos con variacion de polos. Lo
que condiciona la migracion del material genético. Dependiendo del tamafio del
fragmento de DNA es la distancia que recorrera. Dicho gel es bafiado con liquido para
teflir y asi poder ser observado en cdmara de luz UV. Si contamos con el material gético
de diversas cepas, y éstas son clonas, la enzima de restriccion realizard cortes en las
mismas secuencias, por lo que obtendremos los mismos fragmentos de DNA en cada
una de ellas. Lo que implica que la migracion en el gel sera idéntica. De ésta manera
obtendremos el mismo patréon de bandas en el gel. Con lo que podemos demostrar que

se trata de la misma clona en diferentes muestras clinicas.



OBJETIVOS:

PRINCIPAL: Establecer la correlacion de resistencia a carbapenems por Psedomonas

aeruginosa entre la determinada genéticamente y la determinada por Muycroscan, de

pacientes con infeccion Nosocomial del Hospital General Gonzalo Castafieda.

ESPECIFICOS:

1) Determinar la Incidencia en 8 meses de infeccion Nosocomial por Pseudomonas

aeruginosa del Hospital General Gonzalo Castafieda.

2) Determinar la frecuencia de resistencia genética a Carapenems de Pseudomonas

aeruginosa en pacientes con infeccion nosocomiales del Hospital General Gonzalo

Castafieda.

3) Establecer la correlacion de resistencia a Carbapenems de Pseudomonas aeruginosa

determinada por Mycroscan y la determinacion molecular del gen.

4) determinar si las cepas estudiadas tienen alguna relacion genética entre si.



DISENO: Cohorte.

TAMANO DE LA MUESTRA: Todos los casos nuevos de febrero de 2005 a octubre

del 2005.

PACIENTES:

CRITERIOS DE INCLUSION:

1) Todos los pacientes que ingresen al H.G. Gonzalo Castafieda y desarrollen infeccion

nosocomial.

2) Todos los casos de infeccion nosocomial por Pseudomonas con cualquier sindrome

infeccioso.

3) Cualquier edad.

4) Cualquier género.

5) Cualquier diagnostico de ingreso.

6) Cualquier servicio

CRITERIOS DE EXCLUSION:



1) Pacientes con infeccion nosocomial por Pseudomonas procedentes de otro

hospital.

METODOS:

Deteccion de casos de infeccion nosocomial a través del monitoreo activo en el H.G.
Gonzalo Castafieda, de acuerdo a los criterios de los CDC.

Determinar el agente causal y drogosensibilidad a través del Mycroscan.

Determinacion por medio de PCR de genes conocidos de conferir resistencia intrinseca

a Pseudomonas contra carbapemens.

Laboratorio

Muestras: Procesar las muestras de pacientes en quienes se sospecha de infeccion a fin
de aislar e identificar al germen causal. Las muestras se tomaran con las debidas
precauciones, dependiendo del sitio de origen, asi como del germen probablemente
productor de la infeccion.

Todo espécimen sera procesado en al area de bacteriologia del H.G. Gonzalo Castafieda.
Inicialmente se realzard tincion de gram. Posteriormente se realizard la siembra en
medios de cultivo especificos. Una parte de la muestra sera introducida en caldo de
cultivo, especialmente cuando sea irrepetible la toma de la muestra. Cuando el caldo de

cultivo se torna turbio, se toma muestra para medio s6lido. Para los medios de cultivo



solidos, se utiliza una pequefia asa de metal para sembrar. Incubacioén de los medios a
370C. Empezando asi la multiplicacion bacteriana, las colonias son visibles luego de
18-24hrs de incubacion. Cada colonia representa al producto de la reproduccion de un
organismo, siendo en esencia una clona pura. Tomando en cuenta pardmetros como la
morfologia de la colonia, condiciones atmosféricas de crecimiento, el especialista es
capaz de dar un reporte preeliminar del tipo de bacteria, tomando asi la decision de qué
procedimiento seguir.
Identificacion de bacterias gram negativas: La tincion de gram es util para una
presuntiva identificacion. El especialista es capaz de identificar

bacterias coniformes, Pseudomonas, Haemofilus.

La identificacion de las bacterias asi como el patrén de drogosensibilidad se llevara
cabo en el H.G. Gonzalo Castafieda por medio del mycroscan, el cual determinard que
germen es el que se ha desarrollado, de la misma forma nos brindara la informacion

acerca de su sensibilidad a la aplicacion de diversos antibidticos.

El Laboratorio entregd el reporte correspondiente, donde especifica nombre del
paciente, fecha de la toma de la muestra, tipo de muestra, germen aislado y patrén de
sensibilidad.

De todos los aislamientos obtenidos en el periodo de tiempo del estudio, se
seleccionaron aquellos que resultaron positivos para Pseudomonas aeruginosa y cuyo
patron de sensibilidad mostraba resistencia a Imipenem.

De todos los cultivos que reunian €stas caracteristicas, se hizo una nueva seleccion, para
identificar los que cumplian con los criterios de la CDC para ser considerados como

infeccion nosocomial.



Una vez hecha la seleccion, se enviaron las cepas en medios de transporte al Instituto
Nacional de Salud Publica. A su llegada al instituto, las muestras fueron sembradas en
medios de cultivo enriquecido MH, a fin de purificar la cepa para obtener los
aislamientos y poder trabajar en ellos. Una vez obtenidos los aislamientos puros, se
realizd6 nueva determinaciéon de germen y patron de sensibilidad por medio de
mycroscan, a fin de corroborar los datos proporcionados por el hospital.

Una vez teniendo la confirmacion de germen y sensibilidad se dio paso a las diversas

pruebas.

GEL DE ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS.

De los aislamientos obtenidos, se toma una pequena muestra con asa metalica y se
colocan en medio de cultivo MH liquido. Incubacion de la cepa en dicho medio entre
16-18hrs en agitacion suave a 370C. Obtener 1 ml de solucion bacteriana en un
ependorff y centrifugar a 13000 rpm por 2 min a 40C. Desechar sobrenadante y
resuspender con 200microL de PIV frio y agitar. Agregar 240 microL mas de PIV.
Tomar 150 microL en otro ependorff para hacer discos.

Previamente se pesa 0.075gr de agarosa especial en Sml de PIV, se lleva al mechero,
posteriormente pones azarosa en bafio maria a 420C.

Colocar 1 ml de buffer EC por cepa en tubo de 15ml, agregar 5 ml de RNAasa por
muestra mas 10microL de lizosima.

Una vez realizado esto, se colocan las muestras a 420C por 3 minutos.

A la solucion bacteriana se agregan 150 microl de azarosa y vortexear, tomar 20
microL para el disco. En una base de vidrio se colocan las muestras, se cubren con

cubreobjetos, se llevan a -200C por 5 minutos. Colocar los discos en tubo de fondo



redondo con el 1ml de buffer EC mas 5 microL de RNAasa y lizosima, incubar a 370C
por 3 hrs.

Pesar 0.001gr de Proteinasa K ( cisterna) por ml por muestra en ES. Descartar
sobrenadante de tubos con discos y agregar el mililitro de ES-proteinasa K y dejar a
500C en bafio maria sin agitacion toda la noche. Al dia siguiente desechar sobrenadante
y agregar 13ml de buffer TE 1x para lavados, los cuales se realizan 5 en una hora.
Mantener los discos con el buffer TE1x a 40C.

Se coloca 1 disco en un eppendorf con 200 microL. de buffer de restriccion e incubar a
370C por 30 min. Remover buffer.

Restriccion:

Agregar 45microL de buffer de restriccion conteniendo 25u de enzima Xbal e incubar a
370C. Agregar buffer y poner a 40C.

Electroforesis:

Encender equipo y lavar la cadmara. Preparar gel con azarosa previamente calentada.
Una vez teniendo el gel listo, colocar los discos dentro, asi mismo colocar el gel dentro
del equipo, programar equipo y dejarlo por lo menos 24 hrs. Obtener el gel, utilizar

revelador y observarlo en camara de luz UV.

DETERMINACION DE PROTEINAS DE MEMBRANA PORINAS.

Obtener una muestra con asa metalica de los cultivos purificados.

Crecer las bacterias toda la noche a 370C, en matraces con medio liquido LB.
Centrifugar a 5000 rpm por 5 min a 40C. Eliminar sobrenadante. Adicionar 10ml de
Na2HPO4 y centrifugar. Sonicar por 3min. Centrifugar a 5000 rpm a 40C, obtener

sobrenadante. Ultracentrifugar a 40000 rpm por 40 min a 40C. Eliminar sobrenadante y



resuspender en tritan X 100 al 2% en Na2HPO4 7.2. Incubar por 15 min a 370C.
Ulracentrifugar a 40000 rpm por 40 MIN a 40C, Eliminar sobrenadante. Resuspender
en 200 microL de Na2HPO4 pH 7.2 y congelar.

Preparar gel inferior con archilamida al 40%, Tris 1m pH 8.8, agua, SDS 10%, Temed,
APS. Preparar gel superior con archilamida al 40%, Tris IM pH 6.8, agua, SDS 10%,
Temed, APS.

Colocar el gel en aparato de electroforesis. Posteriormente obtener gel, revelar y

observar en camara de luz UV.

DETERMINACION DE METABOBETALACTAMASAS

Se realiza la siembra de las cepas estudiadas en medio de cultivo sélido. Se incuban a
370C toda la noche. Se colocan discos en las regiones donde han crecido las bacterias.
El primero de los discos contiene antibiotico imipenem, el segundo disco contiene
acido  etilendiaminotetraacetico ( EDTA), el tercer disco contiene
ceftazidima/clavulanato. Posteriormente es necesaria la lectura de los halos de

inhibicion, en busca del patron correspondiente a la existencia de metalobetalactamasas.

REACCION EN CADENA DE POLIMERASA.

Obtener de las muestras con cepas purificadas una colonia y colocarla en eppendorff
con agua estéril. Por medio se choque térmico realizar la obtencion de DNA. Una vez
obtenido el DNA, utilizar los oligos especificos para las secuencias deseadas. Se utiliza

de la misma forma TAC, que es una enzima de restriccidon, para cortar secuencias



especificas. Utilizando Mg como cofactor. Hecha la mezcla se introduce en
amplificador de DNA. Una vez amplificado el material, se coloca en gel previamente
preparado, se inicia proceso de electroforesis. Posteriormente de tifie el gel, se observa

en camara de luz UV.

Por ultimo se realiza una nueva determinacién de la sensibilidad de la bacteria pero
ahora por método de concentracion inhibitoria minima (MIC) por la técnica de dilucién
en agar siguiendo las indicaciones del National Committee for Clinical Laboratory

Standard (NCCLS).



VARIABLES:

1) Infecciones nosocomiales, segun los criterios de la CDC de 1988.

1. INFECCION DE HERIDA QUIRURGICA:

1.1. Infeccion superficial de la incision:
1.1.1.  Aparicion dentro de los 30 dias que siguen a la cirugia.
1.1.2. Afectan a la piel, tejido celular subcutineo o musculo por encima de la

fascia y debe cumplir alguno de los siguientes criterios:

Drenaje purulento.

e Aislamiento de microorganismos en herida cerrada de forma primaria.

e Herida deliberadamente abierta, excepto los casos en los que el cultivo es
negativo.

e Diagnostico de infeccion por el médico o el cirujano.

e Tipo de variable: Cualitativa

e Escala de medicion: Si, No

1.2. Infeccion profunda de la herida quirurgica:
1.2.1. En los primeros 30 dias, o dentro del primer afio si existen implantes.

1.2.2. Ante cualquiera de los siguientes criterios:

e Drenaje purulento.



o Dehiscencia espontdanea en paciente febril y/o dolor o hipersensibilidad
localizados, excepto los casos en los que el cultivo es negativo.

e Absceso diagnosticado por inspeccion, cirugia o examen histopatologico.

e Diagnéstico de infeccion por el médico o el cirujano.

o Tipo de variable: cualitativa

e FEscala de medicion. Si, No

1.3. Infeccion de organo 0 espacio:
1.3.1. En los primeros 30 dias, o dentro del primer afio si existen implantes.

1.3.2. Ante cualquiera de los siguientes criterios:

e Liquido purulento recogido por drenaje de érgano o espacio.

e Aislamiento de microorganismos en muestras de drganos o espacios.

e Absceso diagnosticado por inspeccion, cirugia o examen histopatologico de
organo o espacio.

e Diagnostico de infeccion por el médico o el cirujano.

e Tipo de variable: cualitativa

e Escala de medicion: Si, No

2. BACTERIEMIA PRIMARIA:

2.1. Patogeno reconocido aislado en hemocultivo y que no estd en relaciéon con otra
localizacion, excepto dispositivos intravasculares, 0
2.2. Uno de los siguientes: fiebre >38°C, escalofrios o hipotension, con uno de los
siguientes:
2.2.1. Contaminante comun de la piel aislado en dos hemocultivos tomados en
diferentes localizaciones, y no relacionados con infecciones de otra localizacion.

2.2.2. Contaminante comun de la piel aislado en hemocultivo de paciente con



dispositivo intravascular y sometido a tratamiento antibidtico apropiado.

2.2.3. Antigenemia positiva y que el organismo no esté relacionado con la infeccion

en otra localizacion.
Tipo de variable: cualitativa.

Escala de medicion: Si, No

3. NEUMONIA: debe cumplir cualquiera de los siguientes criterios

3.1. Estertores crepitantes o matidez a la percusion y al menos uno de los siguientes:
3.1.1. Nueva aparicion de esputo purulento o cambio en las caracteristicas del esputo.
3.1.2. Hemocultivo positivo.
3.1.3. Cultivo positivo de aspirado traqueal, cepillado bronquial o biopsia.
3.2. Infiltrado nuevo o progresivo, consolidacion, cavitacion o derrame pleural en RX
de torax y cualquiera de los siguientes:
3.2.1. Nueva aparicion de esputo purulento o cambio en las caracteristicas del esputo.
3.2.2. Hemocultivo positivo.
3.2.3. Cultivo positivo de aspirado traqueal (>106 ufc/ml), cepillado bronquial (>103
ufc/ml) 0 biopsia (>104 ufc/ml).
3.2.4. Aislamiento de virus o deteccion de antigeno viral en secreciones respiratorias.
3.2.5. Titulo diagnostico de anticuerpos especificos (IgM) aislado, o incremento de
cuatro veces en  muestras  séricas  pareadas del patégeno  (IgG).

3.2.6. Evidencia histopatologica de neumonia.

(ufc: unidades formadoras de colonias.)
Tipo de variable: cualitativa

Escala de Medicion: Si, No



4. INFECCION DEL TRACTO RESPIRATORIO INFERIOR SIN EVIDENCIA DE

NEUMON{A:

4.1. Bronquitis, traqueobronquitis, bronquiolitis, traqueitis: en ausencia de signos
clinicos o radioldgicos de neumonia cumple dos de los siguientes criterios: fiebre
(>38°C), tos, esputo reciente o incremento en la produccion del mismo, estertores,
disnea y cualquiera de los siguientes:

4.1.1. Aislamiento de microorganismos en cultivo de secreciones bronquiales por
aspirado traqueal 0 por broncoscopia.

4.1.2. Deteccion de antigeno positivo en secreciones respiratorias.

4.2. Otras infecciones, incluyendo absceso pulmonar y empiema, deben ajustarse a los
siguientes criterios:

4.2.1. Visualizacion de microorganismos en muestras aisladas del cultivo de tejido,
fluido pulmonar 0 liquido pleural.

4.2.2. Absceso pulmonar o empiema visualizado durante la cirugia o por examen
histopatologico.

4.2.3. Absceso cavitado visualizado por estudio radiologico de pulmon.

Tipo de variable: cualitativa.

Escala de medicion. Si, No.

3. INFECCION DEL TRACTO URINARIO:

5.1. Infeccion sintomatica de las vias urinarias:

5.1.1. Uno de los siguientes: fiebre (>38°C), tenesmo, polaquiuria, disuria o
.. Ly . . . 5 . ,

dolorimiento suprapubico. Y cultivo de orina con >=10" organismos/ml con no mas de

dos especies de organismos, 0



5.1.2. Dos de los siguientes: fiebre (>38°C), tenesmo, polaquiuria, disuria o

dolorimiento suprapubico y cualquiera d los siguientes:

o Nitratos o leucocito-estearasa positivo.

e Piuria >10 leucocitos/ml.

e Visualizacién de microorganismos en la tincion de Gram.

o Dos urocultivos con >10* organismos/ml del mismo germen.

« Urocultivo con >= 10° colonias/ml de orina de un solo patbgeno en paciente
tratado con terapia antimicrobiana apropiada.

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion. Si, No

5.2. Bacteriuria asintomatica:
5.2.1. Paciente sin fiebre, tenesmo, polaquiuria, disuria o dolorimiento supraptbico

con:

o Sonda urinaria presente siete dias antes de un cultivo de orina y cultivo de orina
con >=10 organismos/ml con no mas de dos especies de organismos, o

o Sonda urinaria no presente siete dias antes del primero de dos cultivos de orina y
cultivo de orina con >=10> organismos/ml del mismo germen.

o Tipo de variable: cualitativa.

e FEscala de medicion. Si, No.

5.3. Infeccion de otras regiones del tracto urinario:
5.3.1. Microorganismos aislados del cultivo de fluidos, excepto orina, de los tejidos
del lugar afectado.

5.3.2. Absceso u otra evidencia de infeccion apreciable bajo examen directo o analisis



histopatologico, 0
5.3.3. Dos de los siguientes: fiebre (>38°C), dolor o hipersensibilidad local y alguno

de los siguientes criterios:

e Drenaje purulento.

e Hemocultivo positivo.

o Evidencia radiologica de infeccion.

e Diagnostico de infeccion por el médico o el cirujano.
e Prescripcion antibiodtica adecuada su médico.

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escla d emedicion: Si, No

6. INFECCION DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR:

6.1. Infeccion arterial y venosa:

6.1.1. Organismo aislado del cultivo de arterias o venas obtenidas durante cirugia y
hemocultivo negativo 0 no realizado.
6.1.2. Evidencia de infeccion en la zona vascular afectada observada durante la
cirugia 0 por examen histopatologico.
6.1.3. Uno de los siguientes: fiebre (38°C), dolor, eritema o calor en la zona vascular

afectada y los dos criterios siguientes:

e Cultivo de mas de 15 colonias en el extremo del catéter intravascular por el
método de cultivo semicuantitativo.

o Hemocultivo negativo o no realizado.

6.1.4. Drenaje purulento de la zona vascular afectada y hemocultivo negativo o no

realizado.



6.2. Endocarditis:

6.2.1. Organismo aislado del cultivo de la valvula o vegetacion, o
6.2.2. Dos de los siguientes criterios sin otra causa aparente: fiebre (>38°C), soplo
nuevo diferente, fenomenos embolicos, manifestaciones cutaneas, insuficiencia cardiaca
congestiva o trastornos de la conduccion cardiaca, y el médico prescribe el tratamiento

correcto y cualquiera de los siguientes criterios:

e Germen aislado en dos hemocultivos, organismos visualizados bajo tincion de
Gram de la valvula cuando el cultivo es negativo o no se ha efectuado.

e Vegetacion valvular observada durante la intervencion quirrgica o durante la
autopsia.

e Deteccion de antigenos en sangre o en orina.

e Evidencia de una nueva vegetacion mediante ecografia.

6.3. Miocarditis y pericarditis:

6.3.1. Organismo aislado del cultivo del pericardio o del liquido pericardico obtenido
por puncion 0 por cirugia, 0
6.3.2. Dos de los siguientes criterios sin otra causa aparente: fiebre (>38°C), dolor
toracico, pulso paraddjico o aumento del tamafio de la silueta cardiaca y cualquiera de

los siguientes criterios:

o Alteraciones ECG compatibles con pericarditis o miocarditis.

e Test de antigeno postivo en sangre.

e Evidencia de miocarditis o pericarditis por examen histoldgico del tejido
cardiaco.

e Seroconversion de anticuerpos del tipo especifico con o sin aislamiento del virus

en faringe o heces.



e Derrame pericardico diagnosticado por ecografia.

o TAC, RMN, angiografia u otra evidencia radioldgica de infeccion.

(TAC: tomografia axial computerizada; RMN: resonancia magnética nuclear.)
6.4. Mediastinitis:

6.4.1. Organismo aislado del cultivo del mediastino o liquido obtenido por puncion o
por cirugia.
6.4.2. Evidencia de mediastinitis apreciable durante la cirugia o por examen
histopatologico, 0
6.4.3. Uno de los siguientes criterios: fiebre (>38°C), dolor tordcico o inestabilidad

esternal y cualquiera de los siguientes criterios:

e Drenaje purulento en la zona del mediastino.

e Organismo aislado en hemocultivo o en cultivo de drenaje del mediastino.
o Ensanchamiento mediastinico en el examen radioldgico.

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion: Si, No.

7. INFECCION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL:

7.1. Infeccion intracraneal:

7.1.1.  Organismo aislado del cultivo del tejido cerebral o duramadre.
7.1.2. Absceso o evidencia de infeccion intracraneal observados durante la cirugia o
por examen histopatologico, 0
7.1.3. Dos de los siguientes criterios sin otra causa aparente: cefalea, vértigos, fiebre
(>38°C), focalidad neuroldgica, cambios del nivel de consciencia y el médico prescribe

tratamiento adecuado, y cualquiera de los siguientes:



e Visualizaciéon de microorganismos en tejido cerebral o tejido de absceso
obtenido por puncion, biopsia o autopsia.

o Deteccion de antigeno en sangre u orina.

o Evidencia radioldgica de infeccion.

o Diagnéstico por anticuerpos simples (IgM) o seroconversion de IgG.

7.2. Meningitis y ventriculitis:

7.2.1. Organismo aislado del cultivo de LCR, 0

7.2.2. Uno de los siguientes criterios sin otra causa aparente: cefalea, fiebre (>38°C),
rigidez de nuca, signos meningeos, alteraciones en pares craneales y el médico prescribe

tratamiento adecuado, y cualquiera de los siguientes:

e Aumento de leucocitos, proteinas elevadas y/o glucosa disminuida en LCR.
e Visualizacion de microorganismos por tincion de Gram en LCR.

e Organismos aislados en hemocultivo.

e Deteccion de antigenos en LCR, sangre u orina.

e Diagnostico por anticuerpos simples (IgM) o seroconversion de IgG.

(LCR: liquido cefalorraquideo.)
7.3. Absceso espinal sin meningitis:

7.3.1. Aislamiento de gérmenes en abbsceso de espacio epidural o subdural.
7.3.2. Absceso en espacio epidural o subdural identificado por cirugia o examen
histopatologico, 0
7.3.3. Uno de los siguientes criterios sin otra causa aparente: fiebre (>38°C), dolor de
espalda, hipersensibilidad local, radiculitis, paraparesia o paraplejia y el médico

prescribe tratamiento adecuado, y cualquiera de los siguientes:



e Aislamiento del germen en hemocultivo.
o Evidencia radioldgica de absceso espinal.
e Tipo d evariable: cualitativa

e FEscala de medicion. Si, No

8. SINUSITIS:

8.1. Organismo aislado en material purulento de un seno paranasal, o
8.1.1. Uno de los siguientes criterios sin otra causa aparente: fiebre (>38°C), dolor

sobre el seno afecto, cefalea, exudado purulento, obstruccion nasal y los dos siguientes:

e Transiluminacion positiva.
o Evidencia radiografica de infeccion.
o Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion: Si, No

9. INFECCION DEL TRACTO GASTROINTESTINAL.:
9.1. Gastroenteritis:
9.1.1. Diarrea de comienzo agudo

9.1.2. (heces liquidas durante més de 12 h) con o sin vomitos o fiebre (>38°C) y
ausencia de causa no infecciosa probable, 0
9.1.3. Dos de los siguientes sin otra causa reconocida: nauseas, vomitos, dolor

abdominal, cefalea, y alguno de los siguientes:

e Patdgeno entérico aislado en coprocultivo o torunda rectal.
e Patdgeno entérico detectado por microscopia Optica o electronica.

o Patogeno entérico detectado por antigenos o anticuerpos en heces o sangre.



o Evidencia de patogeno entérico detectado por cambios citoldgicos en cultivo de
tejidos (toxinas).

o Titulo diagnostico de anticuerpos (IgM) o seroconversion (elevacion 4 veces) de
IgG.

o Tipo de variable: cualitativa.

e FEscala de medicion. Si, No

9.2. Infecciones de eséfago, estomago, intestino delgado, grueso y recto:
9.2.1. Absceso u otra evidencia de infeccion observada por cirugia, examen
histopatologico, 0
9.2.2. Dos de los siguientes sin otra causa aparente compatible con infeccion del
organo o tejido afecto: fiebre (>38°C), nauseas, vomitos, dolor o hipersensibilidad

abdominal, y alguno de los siguientes:

e Aislamiento de gérmenes en drenaje o tejido obtenido por endoscopia o cirugia.
e Visualizaciéon de microorganismos por tincion de Gram u OHK o células
gigantes multinucleadas en drenaje o tejido obtenido por cirugia o endoscopia.

e Aislamiento de gérmenes en hemocultivo.
o Evidencia radiologica de infeccion.

o Hallazgos patoldgicos por endoscopia.

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion: Si, No.

9.3. Infecciones de vesicula biliar, higado (excepto hepatitis virica), bazo, pancreas,
peritoneo, espacio subfrénico y otros tejidos y regiones intraabdominales:
9.3.1. Aislamiento de microorganismos en material purulento del espacio

intraabdominal por cirugia 0 por puncion.



9.3.2. Absceso u otra evidencia de infeccion intraabdominal observada por cirugia,

examen histopatologico, 0

9.3.3. Dos de los siguientes sin otra causa aparente: fiebre (>38°C), nduseas, vomitos,

dolor abdominal, ictericia, y alguno de los siguientes:

10.

Aislamiento de gérmenes en drenaje o tejido obtenido por endoscopia o cirugia.
Visualizacion de microorganismos por tincion de Gram en drenaje o tejido
obtenido por cirugia o endoscopia.

Aislamiento de gérmenes en hemocultivo y evidencia radiologica de infeccion.
Tipo de variable: cualitativa.

Escala de medicion. Si, No

INFECCION DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS:

10.1. Piel:

10.1.1.  Drenaje  purulento, pustulas, vesiculas o ampollas, o

10.1.2. Dos de los siguientes en la zona afectada: dolor o hipersensibilidad

localizados, hinchazon, enrojecimiento o calor y cualquiera de lo que sigue:

Aislamiento de microorganismos en aspirado o drenaje de la zona afectada. Si el
germen es habitual en la piel, debera haber un cultivo puro de un unico germen.
Hemocultivo positivo.

Presencia de antigenos en tejido infectado o en sangre.

Células gigantes multinucleadas en el tejido afectado.

Diagnostico por titulacion de anticuerpos simples (IgM) o seroconversion de
IgG).

Tipo de variable: cualitativa.

Escala de medicion: Si, No



10.2. Tejidos blandos (fascitis necrotizante, gangrena infecciosa, celulitis necrotizante,
miositis infecciosa, linfadenitis 0 linfangitis):
10.2.1. Aislamiento de gérmenes en el tejido o en material de drenaje de la zona
afectada.
10.2.2. Drenaje purulento de la zona afectada.
10.2.3. Absceso u otra evidencia de infeccion visualizado por cirugia o examen
histopatologico, 0
10.2.4. Dos de los siguientes en la zona afectada: dolor o hipersensibilidad

localizados, hinchazon, enrojecimiento o calor y cualquiera de lo que sigue:

e Hemocultivo positivo.

e Diagnostico por titulacion de anticuerpos simples (IgM) o seroconversion de
IgG).

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion: Si, no.

10.3. Infeccion de ulcera de decubito:
Enrojecimiento, hipersensibilidad o hinchazén de los bordes de la herida y cualquiera de

lo que sigue:

e Aislamiento de gérmenes en fluidos del borde de la tulcera obtenidos por
puncioén o biopsia.

e Hemocultivo positivo.

o Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicion: Si, No



10.4. Infeccion de quemaduras:
10.4.1. Alteracion del aspecto o las caracteristicas de la quemadura y biopsia de la
quemadura que muestre invasion de gérmenes en tejido contiguo viable, o

10.4.2. Alteracion del aspecto o las caracteristicas de la quemadura y cualquiera de lo

que sigue:

e Hemocultivo positivo sin otra infeccion identificable.
e Aislamiento de virus del herpers simple, identificacion de inclusiones o de

particulas virales en biopsias o raspados de la lesion, o

10.4.3. Dos de los siguientes: fiebre (38°C), hipotension (TAS >=90 mm Hg),

oliguria (<20 ml/h), hiperglucemia, confusién mental y cualquiera de lo que sigue:

e Invasion de tejido contiguo viable visualizada en biopsia de la quemadura.

e Hemocultivo positivo.

e Aislamiento de virus del herpes simple, identificacion de inclusiones o
visualizacion de particulas virales en biopsias o raspados de la lesion.

o Tipo de variable: cualitativa.

e FEscala de medicion: Si, No.

5) Diagnostico de ingreso .- Dx motivo de internamiento al H. G. Gonzalo
Castafieda de acuerdo a criterios internacionales. Variable cualitativa /escala de

medicion, Dx. DM, IAM, IVRB, etc.



6)

7)

8)

9)

Género: Masculino.- género perteneciente al macho, viril. Femenino.- propio
de mujer. Tipo de variable: cualitativa. Escala de medicion: masculino y

femenino.

Edad. Tiempo trancurrido desde el nacimiento, duraciéon de la vida. Tipo de

variable. cuantitativa. Escala de medicion: edad en afios cumplidos y meses.

Tratamiento previo con carbapenems. Tipo de variable: cualitativo. Uso de
antibidtico por diagnostico de infeccidn, previo a la toma de muestra. Escala de

medicion:. Si, No.

Servicio donde adquiere infeccion nosocomial : 1.- Urgencias, 2.- Medicina
Interna, 3.- Cirugia General, 4.- Pediatria, 5.- UCI, 6.- Ginecologia, 7.-

Quiréfano, 8.- Tococirugia.

10) Resistencia Genética: Mecanismo genético por medio del cual la bacteria es

inmune a los antibioticos.

11) Resistencia mycroscan: Pardmetro de laboratorio obtenido por el método de

sensibilidad automatizada, que indica que la bacteria es inmune al antibi6tico.



ANALISIS ESTADISTICO:

1) Los Datos genéricos se analizaran con frecuencias simples y medidas de

tendencia central.

2) Incidencia: por tasa de incidencia especifica. Formula :

TI: Casos nuevos de una enfermedad durante el periodo de seguimiento.

Suma de los tiempos individuales de observacion

3) Comparaciones: Entre la expresion genética y la CMI del carbapemen por
servicio, genero y edad.
4) Prueba de significancia A , de Mantel Hanzsel con correccion de Yates. Punto

critico de p < 0.05

CONSIDERACIONES ETICAS.

La sugerencia al hospital del uso racional de Carbapenems en caso de que se

demuestre resistencia genética a éste tipo de antibioticos.



MUESTRAS CLINICAS.

1(\:1;)2'1) A PACIENTE ORIGEN DE LA MUESTRA
5734 1 Her. Quir.

5735 2 Sec. Escara

5745 3 Cult. catéter

5723-3 4 Cul. Sec. Catéter
5701-2 5 Urocultivo

5763 6 c.sec.cat

5747 7 Sec. Her. Quirurgica
5726-1 8 Punta de catéter
5741 9 Cul. Her. Qx

5737 10 Urocultivo

5765 11 Urocultivo

5719 12 Cul. Herida

5758 13 c.sec.cat

5739 14 Cul. Her. Qx

5777 15 c. p. Cat.




No. CEPA INOMBRE PACIENTE ORIGEN DE LA MUESTRA
5766 16 c. Lig. Dialisis
5705-2 17 Cul. Herida
5703-1 18 Cu. Sec. Escara
5715 19 Cul. Catéter
5776 20 Urocultivo
5722 21 C. Secrecion
5749 22 Sec. Her. Quirurgica
5733 23 Cul. Aspirado Brong.
5771 24 c. Liq. Dialisis
5761 25 c.sec.cat
2067726 |26 Urocultivo
Secrecion de sitio de insercion de catéter
5738 27 de Tenckhoff
5742 28 Cul. Her. Qx
5764 29 Urocultivo

5702

30

C. Punta catéter




RESULTADOS:

No. EDAD FECHA
CEPA NOMBRE PACIENTE SEXO (ANOS) | AISLAMIENTO ORIGEN DE LA MUESTRA
5734 |CMD F 93 29/07/2005 | Her. Quir.
5735 |CRM F 48 08/07/2005 | Sec. Escara
5745 |CMA M 82 19/07/2005 | Cult. catéter
5723-
3 DRM F 80 12/05/2005 | Cul. Sec. Catéter
5701-
2 DHB 70 21-02-05 | Urocultivo
5763 |EHC 71 10/04/2005 | c.sec.cat
5747 |GJM F 38 17/06/2005 | Sec. Her. Quirurgica
5726-
1 GMM F 66 27/06/2005 | Punta de catéter
5741 |GRR F 72 12/08/2005 | Cul. Her. Qx
5737 |GRR F 62 03/08/2005 | Orina
5765 |GCJ M 59 02/09/2005 | Urocultivo
5719 |GAC M 71 25-04-05 | Cul. Herida
5758 |GFM F 40 19/08/2005 | c.sec.cat
5739 |GSG M 74 12/07/2005 | Cul. Her. Qx
5777 |HRS F 76 27/09/2005 | c. p. Cat.
5766 |IM M 57 29/08/2005 | c. Lig. Dialisis
5705-
2 JDM F 34 14-03-05 | Cul. Herida
5703-
1 MNJ M 65 25-02-05 | Cu. Sec. Escara
5715 | MFF F 67 22-03-05 | Cul. Catéter
5776 |MGM F 43 07/09/2005 | Urocultivo
5722 |OCM M 53 03-05-05 | C. Secrecion
5749 |PBA F 69 07/07/2005 | Sec. Her. Quirurgica
5733 |PHG F 76 29/07/2005 | Cul. Aspirado Brong.
5771 |PLJ M 65 05/10/2005 | c. Lig. Dialisis
5761 |RCE F 73 05/09/2005 | c.sec.cat
5776 |SGC F 77 04-04-05 | Urocultivo
Secrecion de sitio de insercion de catéter de
5738 |SWM F 76 21/07/2005 | Tenckhoff
5742 |SAD M 88 05/08/2005 | Cul. Her. Qx
5764 |VLC F 64 21/09/2005 | Urocultivo
5702 |VLF M 68 22-02-05 | C. Punta catéter




De las 30 muestras enviadas al Instituto Nacional de Salud Publica, a las cuales se les
realiza inicialmente nueva determinacion bacteriana y sensibilidad a los

antimicrobianos, se encuentra lo siguiente:

Al momento de iniciar con la siembra de las muestras enviadas del hospital, no fue
posible recuperar dos de ellas, las cepas 5715 y 5758, no hubo crecimiento. Une tercera
cepa, la 5734 al sembrar la muestra se obtuvo crecimiento de Shigella. Una mas de las

muestras se encontraba repetida, por lo que se procesan 26 muestras.

Del resto de las muestras, un total de 26 cepas distintas, se les realiza nueva

determinacion de  sensibilidad por mycroscam, obteniendo:

CEPAS RESISTENTES | CEPAS SENSIBLES
5719 5702
5722 5738
5733 5742
5735 5747
5737 5761
5739 5763
5741 5765
5745 5771
5749 5777
5764 5746
5766
5776

5701-2

5703-1

5723-3
5707




CAMPOS PULSADOS.
De las cepas que se corrobord la resistencia a imipenem, se tomo nueva muestra y se
realiz6 estudio de electroforesis en gel de campos pulsaos, obteniendo los siguientes

resultados:

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Kb

388.0
339.5
291.0

242.5
194.0

145.5

97.0

48.5

A C D A2 A A A E A3 A A A3




CAMPOS PULSADOS.

CARRILES

CONTENIDO

Lambda Ladder PFGE marker

2|5701-2

315703-1

4 5707
S 5719
6 5722
715723-3

8 5733
9 5735
10 5737
11 5739
12 5741
13 5745
14 5749
15 5764
16 5766
17 5776

18

Lambda Ladder PFGE marker




DENDROGRAMA.
Utilizando un sistema de codigo binario basado en la ubicacion de las bandas en las
imagenes previas para la interpretacion del estudio de campos pulsados podemos

obtener el siguiente dendrograma 6 arbol de similitud:
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Tomando como base el dendrograma, donde se observa el coeficiente de similitud en la
parte inferior de la imagen, y utilizando los criterios de Tenover para interpretacion,

obtenemos la siguiente clasificacion:

No. CEPA i<l AMIENTO O MUESTRA g
5766 29/08/2005 Cul. Lig. Dialisis A
5703-1 25/02/2005 Cul. Sec. Escara A
5739 12/07/2005 Cul. Her. Qx A
5741 12/08/2005 Cul. Her. Qx A
5737 03/08/2005 Urocultivo A
5764 21/09/2005 Urocultivo A
5776 07/09/2005 Urocultivo A
5722 03/05/2005 Cul. Secrecion A1
5719 25/04/2005 Cul. Herida A1
5707 14/03/2005 Cul. Herida A2
5735 08/07/2005 Sec. Escara A2
5749 07/07/2005 Sec. Her. Quirurgica A3
5701-2 21/02/2005 Urocultivo B
5723-3 12/05/2005 Cul. Sec. Catéter C
5733 29/07/2005 Cul. Aspirado Bronq. D
5745 19/07/2005 Cult. catéter E




Criterios de Tenover para Campos Pulsados:

Indistinguible.- Los patrones de restriccion tienen el mismo niimero de bandas y éstas
son del mismo tamafio. Representan la misma cepa, son clonas. Todas ellas seran

denominadas con la letra “A”.

Cercanamente relacionadas.- Son aquellas que presentan discretas diferencias en sus

bandas comparadas con la cepa A. Los cambios corresponden con a un evento genético
tinico. Este cambio esta definido por una mutacién puntual, ya sea delecién ¢ insercion

de DNA. Dichos cambios resultan en diferencias de 2-3 bandas. Se denominan con la

misma letra “A”, pero se agrega el subindice 1.

Posiblemente relacionadas.- Son aquellas que presentan diferencias en sus bandas
comparadas con la cepa “A”, las cuales corresponden a dos eventos genéticos
independientes. Esto se refleja 4-6 diferencias en las bandas, los cuales son facilmente
explicados por inserciones 6 deleciones de DNA 6 con la ganancia y/o pérdida de sitios

de restriccion. Son denominadas con la letra “A”, pero con los subindices 2,3,4, etc.

No relacionadas.- Los patrones de bandas son diferentes de los patrones de bandas
“A”. Los cambios son secundarios a 3 o mas eventos genéticos independientes, lo que

condiciona diferencias en 7 o mas bandas. Se denominan con letras B,C,D, etc.

Lo que nos lleva a observar la existencia de una cepa endémica de nuestro hospital, la

cual es resistente a imipenem.
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DETERMINACION DE PORINAS.
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CARRILES CONTENIDO PFGE

1| Marcador de peso

2|ATCC 27853 (lab)

3|ATCC 27853

4|0OprD Neg

5 5776 |A
6|5703-2 A
7 5764 |A
8 5722 |A
9 5719 | A1
10 5735|A2
11 5707 |A2
12 5749 | A3
13[5701-2 B
14|5723-3 C
15 5733|D
16 5745 |E
17 |Marcador de peso




DETERMINACION DE METALO BETA LACTAMASAS POR SENSIDISCOS CON EDTA

CEPA MBL PCR VIM PCR IMP
5701-2 NEG NEG NEG
5703-1 NEG NEG NEG
5707 |NEG NEG NEG
5719 |NEG NEG NEG
5722 |NEG NEG NEG
5723-3 NEG NEG NEG
5733 |NEG NEG NEG
5735 |NEG NEG NEG
5737 |NEG NEG NEG
5739 |NEG NEG NEG
5741 |NEG NEG NEG
5745 |NEG NEG NEG
5749 NEG NEG NEG
5764 |NEG NEG NEG
5766 |NEG NEG NEG
5776 |NEG NEG NEG




REPORTE DE SENSIBILIDAD POR METODO DE DILUCION EN PLACAS

No. CEPA | AMIKACINA |PIPERACILINA | PIPER/TAZO | IMIPENEM | MEROPENEM | CIPROFLOXACINA
5766 | > 64 128 |>64 32|>64 16
5703-1 >64 >128 >64 32|>64 >16
5739 | >64 128 64 64 | >64 >16
5741 |>64 >128 64 64 | >64 >16
5737 | >64 >128 64 64 | >64 >16
5764 | >64 >128 >64 64 | >64 16
5776 | >64 128 |>64 32|>64 >16
5722 | >64 >128 64 64 | >64 16
5719 | >64 128 64 32 64 16
5707 | >64 >128 64 64 | >64 >16
5735 |>64 >128 64 32|>64 16
5749 | >64 >128 >64 64 | >64 16
5701-2 2 128 0.125 32 4(>16
5723-3 >64 64 64 8 4 4
5733 2 4 0.125 32 4 1
5745 2 4 8 32 0.25(>16
%
Resistencia 81% 81% 31% 100% 75% 93%




INCIDENCIA DE CASOS DE INFECCION NOSOCOMIAL TANTO POR CEPAS
RESISTENTES COMO POR CEPAS SENSIBLES. CASOS X CADA 100 EGRESOS
DEL HOSPITAL.

MESES FEB | MAR | ABR | MAYO | JUN JUL AGOS |SEPT |OCT

Pseudomonas | (.74 | 0.29 0.22 | 0.44 0 1.12 0.74 0.44 0

Resistentes
Incidencia

Pseudomonas | 1,85 | 4.3 24 |29 1.9 2.2 1.99 1.7 1.2

Sensibles
Incidencia




COMPARACION DE RESULTADOS.

PCR VIM PORINAS
CEPA MBL (1) (1) PCRIMP (1) [(2) AMIKACINA | PIPERACILINA | PIPER/ITAZO | IMIPENEM MEROPENEM | CIPROFLOXACINA
5701-2 NEG NEG NEG OprN 2 128 0.125 32 41>16
5703-1 NEG NEG NEG OprN >64 >128 >64 32| >64 >16
5707 |NEG NEG NEG OprN >64 >128 64 64 | >64 >16
5719 |[NEG NEG NEG OprN >64 128 64 32 64 16
5722 | NEG NEG NEG OprN >64 >128 64 64 | >64 16
5723-3 NEG NEG NEG OprN >64 64 64 8 4 4
5733 |NEG NEG NEG NEG 2 4 0.125 32 4 1
5735 |NEG NEG NEG OprN >64 >128 64 32| >64 16
5737 |NEG NEG NEG OprN >64 >128 64 64 | >64 >16
5739 |[NEG NEG NEG OprN >64 128 64 64 | >64 >16
5741 |NEG NEG NEG OprN >64 >128 64 64 | >64 >16
5745 | NEG NEG NEG OprN 2 4 8 32 0.25|>16
5749 | NEG NEG NEG NEG >64 >128 >64 64 | >64 16
5764 | NEG NEG NEG OprN >64 >128 >64 64 | >64 16
5766 | NEG NEG NEG OprN > 64 128 | >64 32|>64 16
5776 | NEG NEG NEG OprN >64 128 | >64 32 |>64 >16
(1) Yates
VALOR "P" 0.34 (1) Yates 0.33
(2) Yates
VALOR "P" 0.07
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Perfil de resistencia en aislamientos clinicos de Pseudomonas
aeruginosa, Hospital "Gonzalo Castafneda" (ISSSTE)
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DISCUSION.

Las infecciones nosocomiales estan entre las principales causas de defuncidén y de aumento de la
morbilidad en pacientes hospitalizados. En una encuesta de prevalencia realizada por la OMS en
55 hospitales de 14 paises, se encontrd una frecuenta de 8.7% de infecciones nosocomiales. En
un momento determinado més de 1.4 millones de personas en el mundo sufren complicaciones
por infecciones nosocmiales. Segun estudios de la OMS a nivel mundial la maxima prevalencia
de infecciones nosocomiales ocurre en UCI y pabellones quirargicos asi como en pacientes de
edad avanzada y/o quimioterapia.

A nivel mundial las infecciones nosocomiales elevan los costos de la atencidon por aumento en el
uso de recursos como estudios, antibidticos, aumento de dias de estancia hospitalaria y aumentan
la posibilidad de dejar secuelas.

El aumento de la frecuencia de infecciones nosocomiales comprueba la calidad deficiente de la
prestacion de servicios de atencion de salud y ocasiona costos evitables.

Por medio de seleccidon e intercambio de elementos de resistencia genética, los antibidticos

promueven el surgimiento de cepas bacterianas multirresistentes.

A nivel mundial las infecciones de vias urinarias nosocomiales son las mas comunes, en un 80%
asociadas al uso de sondas. Las infecciones de herida quirtirgica son las segundas en frecuencia,
abarcan 0.5-15%. Las neumonias nosocomiales son las mas frecuentes asociadas a pacientes con
apoyo mecanico ventilatorio. La bacteremia nosocomial representa un 5%, pero su tasa de

letalidad llega hasta el 50%.



Diversos estudios internacionales como el estudio MYSTIC de las Américas ( Meropenem
Yearly Susceptibility Test Information Collection), el cual recluto informacion de 14 hospitales,
10 en Estados Unidos, 1 en México y 3 en Brasil. Estudio que nos muestra la creciente resistencia

de las bacterias a los carbapemens.

En nuestro pais son pocos los datos que podemos encontrar acerca de la frecuencia de
presentacion de infecciones nosocomiales. Existe el RHOVE ( Registro Hospitalario de
Vigilancia Epidemiolédgica), que nos muestra cifras obtenidas de 1998-2003. Segun sus
resultados, las principales infecciones nosocomiales reportadas son: 1.- Neumonia, 2.- IVU, 3.-
Bacteremia primaria, 4.- Herida quirGrgica superficiales, 5.- Herida quirargica profunda. Los
principales gérmenes causantes de morbilidad: /.- P. aeruginosa, 2.- E. coli, 3.- S. aureus, 4.- S.
coagulasa negativo, 5.- K. pneumoniae. Los principales gérmenes asociados a mortalidad son: 1.-

P. aeruginosa, 2.- K. pneumoniae, 3.- E. coli, 4.- S. aureus, 5.- Candida spp.

En nuestro hospital los gérmenes mas frecuentes causantes de infecciones nosocomiales son: P.

aeruginosa, S. aureus, E. coli.

Las porinas son proteinas que producen canales de difusion llenos d agua. La P. aeruginosa
presenta baja permeabilidad en su membrana gracias las propiedades de las porinas que la
componen. Las porinas de las Pseudomonas silvestres son denominadas con letras del alfabeto,
D.,E,F,G.H.1, siendo la porina F la mas abundante. Las mutaciones gyrA causan alteracion en la

subunidad A de la DNA girasa. Estas mutaciones pueden ser de tres tipos principales: nfxA, nfxB,



nfxC. La mutacion nfxC le confiere resistencia a quinolonas e imipemen. Esta mutacion le
confiere 2-8 veces mayor resistencia. Las cepas que cuentan con ésta mutacion producen baja
cantidad de proteina OprD y una alta cantidad de la proteina de membrana llamada OpoN. Se ha
observado que ésta proteina le confiere a la bacteria una menor permeabilidad a los carbapemens.
Proteina con un peso molecular de 50kDa. Por lo tanto las bacterias que cuenten con ésta proteina
de membrana mostraran resistencia a los carbapemens. Los estudios de determinacién de porinas

en las cepas de nuestro hospital, muestran la existencia de OprN.

Como se comentd previamente, otro efectivo mecanismo de resistencia es la produccion d
emitalo beta lactamasas (MBL). Esta produccidén esta mediada por la presencia de diferentes
genes. Reportados en la literatura mundial hay hasta el momento 4 familias: IMP, VIM, SPM,
GTM. El gen que codifica para cada una de ellas recibe el mismo nombre. Dentro de cada familia
existen varios subtipos. En el mercado encontramos disponible diferentes kits con los oligos
especificos para cada familia. Para la determinacion del subtipo es necesario secuenciar las bases
del producto amplificado. A las cepas estudiadas se les realiz6 inicialmente determinacion de
produccion de MBLK por método de sensidiscos con EDTA. Los resultados se mostraron
negativos por éste método. Sin embargo éste método no es el estandar de oro para la deteccion de
MBL. Por lo que se decidio realizar PCR en busca del gen que codifica para VIM y PCR para el
gen que codifica para IMP. Ambos genes se han reportado en cepas productoras de MBL en
nuestro pais. En nuestro estudio, todos los casos se reportaron negativos para éstos genes. Existe
la posibilidad de que resulten positivos para alguna de las otras familias puesto que por método

de tiras Etest para deteccion de MBL algunas de las cepas resultaron productoras de MBL. La



aplicacion de éstas tiras con EDTA se llevd a cabo posterior a la realizacion de PCR en nuestras

cepas. Hasta el momento no ha sido posible realizar PCR para deteccion de genes SPM y GTM.

Como se pudo observar en los resultados, el 75% de las cepas estudiadas tiene gran similitud
genética entre ellas. Varias son indistinguibles genéticamente y algunas son cercanamente
relacionadas. Lo que implica se trata de cepas con un origen comun. Podemos incluso, tomando
en cuenta el tiempo que dur6 la obtencion y seleccion de muestras ( 9 meses) que se trata de una
cepa endémica del hospital, la cual condiciond un brote en los meses de Julio y Agosto. Los
estudios de campos pulsados nos ayudan a definir si las cepas tienen origen comun y si los brotes
son condicionados por cepas endémicas, nuevas o reemergentes. De €sta forma contamos ya en el
hospital con esa valiosa informacidn, contamos ya con el patron de bandas de DNA restringidas
enzimaticamente. En caso de que se presente nuevo brote, podriamos determinar si se trata de la
cepa endémica o no. Estos estudios nos ayudan a mantener una adecuada vigilancia
epidemiologica desde un patrén molecular.

Podemos afirmar en base al estudio de campos pulsados que en el hospital se llevo a cabo una
seleccion clonal de Pseudomonas aeruginosa por el uso y abuso de carbapemens y a la existencia

de una posible transmision cruzada.

Llama la atencion que de las 30 muestras seleccionadas para nuestro estudio, 10 muestras
resultaron sensibles cuando s eles realiza estudio por medio de mycroscan del Instituto Nacional

de Salud Publica (INSP). Ante la discrepancia de resultados, se decidi6 en el INSP realizar nueva



determinacion por mycroscan utilizando control con cepa ATCC. Los resultados confirmaron los
datos obtenidos inicialmente por el INSP.

Existen varias condiciones bajo las cuales la determinacién de mycroscan en el hospital pudieron
arrojar datos falsos. Alteraciones en el aparato, dafios o contaminacién en las fibras oOpticas.
Errores en la preparacion de las muestras, que se tratara de cepas impuras, que el indculo
introducido al aparato fuera demasiado grande, que se utilizaran antibioticos caduco o en malas

condiciones. Por lo cual es importante que frecuentemente se corran controles con cepas ATCC.



RECOMENDACIONES AL HOSPITAL.

e Mantener una adecuada vigilancia epidemiologica para deteccion de casos de infeccion
nosocomial.
e Realizar pruebas de mycorscan con cepas control de forma rutinaria.
e Siempre determinar agente causal.
¢ En caso de brotes realizar determinacion de genotipificacion molecular
e Manejar antibidticos en base a reportes de microbiologia.
e Educacion del personal de salud
e Fomentar medidas de prevencion
e Fomentar medidas de higiene
e Mantener estandares de calidad
e Recordar que existe un desarrollo de mutaciones por la presion selectiva del antibiodtico
e RECORDAR QUE UN AUMENTO EN LA FRECUENCIA DE INEFCCIONES
NOSOCOMIALES COMPRUEBA LA CALIDAD DEFICIENTE DE LA PRESTACION
DE SERVICIOS DE ATENCION A LA SALUD.
e 12 pasos para prevenir resistencia a los antibidticos en adultos hospitalizados segun CDC:
1. Vacune
2. Retire catéteres
3. Adapte el tratamiento al agente patogeno

4. Consulte a los expertos



8.

9.

. Practicar el control de antibioticos

. Use datos locales

Trate la infeccion no la contaminacion
Trate la infeccion no la colonizacion

Sepa rechazar la vancomicina

10. Deje de tratar si hay cura

11.Aisle el agente patogeno

12. Rompa la cadena
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