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1. MARCO TEORICO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

La evolucion de la resistencia antimicrobiana ha llegado a convertirse en un
problema mundial de salud.! Se estima que el 70% de las bacterias patogenas
causantes de infecciones nosocomiales son resistentes a uno o mas
antibiéticos llegando a ser dificiles de tratar. 2 Y Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) es el bacilo Gram negativo mas frecuente encontrado en
infecciones nosocomiales. El programa para la vigilancia de la resistencia
antimicrobiana “SENTRY”, describe que la mayor prevalencia mundial es para
Latinoamérica y la region del Pacifico de Asia. En México se reporta a este
patégeno como la segunda causa de infecciones nosocomiales.® Produce
diversos cuadros clinicos, es responsable de neumonia nosocomial en un 16%,
infeccion urinaria nosocomial en un 12%, infeccion relacionada a cirugia en un
8%, y bacteriemias en un 10%. Siendo los pacientes inmunocomprometidos
como oncoldgicos, y trasplantados susceptibles a infecciones por este germen.
En este grupo de pacientes P. aeruginosa es responsable de neumonia y
sepsis con muerte atribuible en un 30%. Ademas P. aeruginosa es uno de los
mas comunes patdgenos responsables de neumonia asociada a ventilador en
pacientes intubados, con muerte atribuible en un 38%. En quemados se asocia
con un 50% de muertes, y en SIDA, la bacteremia se asocia en un 50% de
muertes.* En fibrosis quistica los pacientes son caracteristicamente
susceptibles a infeccion crénica por P. aeruginosa, la cual es responsable de
morbilidad y muerte.® La capacidad de P. aeruginosa para producir diferentes

infecciones esta relacionada a una diversidad de factores de virulencia.®

1.2 Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

Taxonomia

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase:  Gamma Proteobacteria
Orden:  Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: P. aeruginosa


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Filo
http://es.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Gamma_Proteobacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadales
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie

Etimolégicamente, Pseudomona significa falsa unidad, del griego pseudo, que
significa falso, y monas, que significa unidad simple, el nombre fue usado
inicialmente en la historia de la microbiologia como sindnimo de gérmenes.
Aeruginosa es el nombre latino para el “0xido de cobre”, esto describe el
pigmento azul verdoso bacteriano, observado en los cultivos de laboratorio de

esta bacteria.

P. aeruginosa es un bacilo aerdébico obligado, no fermentador, no productor de
esporas, pero puede crecer anaerobicamente en la presencia de nitratos o
arginina. Debido a que puede utilizar diversas fuentes de carbono
(carbohidratos simples y complejos, alcoholes, y aminoacidos) puede crecer y
sobrevivir en casi cualquier ambiente con cantidades minimas de compuestos
organicos. Vive primariamente en agua, tierra, plantas, animales y sobre
superficie de frutas y verduras, se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza. Sin embargo, a pesar de sus abundantes oportunidades de
extenderse, P. aeruginosa raramente causa infecciones adquiridas en la
comunidad. Causa enfermedad mas comunmente en pacientes
inmunocomprometidos como pacientes con quemaduras, fibrosis quistica,
cancer, inmunodeficiencias, con terapia inmunosupresora, y malnutricion.

Dentro del género Pseudomonas se encuentra algunas otras especies como P.
fluorescens, P. putida, P. syringae y P. alcaligenes. Todas las cepas son
potencialmente patdégenas para el hombre, pero P. aeruginosa es la especie

mas importante clinicamente del género.’

1.3 Identificacion de P. aeruginosa

P. aeruginosa es movil, tiene un flagelo y numerosos pili o fimbrias, su tamafo
varia de 0.5 a 0.8 ym x 1.5 a 3 ym, es oxidasa positivo, catalasa positivo.
Crece 6ptimamente a 37 °C, pero no a 4 °C. En agar MacConkey, se identifican
como no fermentadores de lactosa. No fermentan carbohidratos pero si
monosacaridos como glucosa y xilosa. En agar sangre pueden producir beta-
hemolisis. Mas del 90% de P. aeruginosa produce pigmentos como piocianina
(azul), fluoresceina (verde-amarillento fluorescente), y ocasionalmente produce
piorrubina (rojo obscuro) o piomelanina (negro). King, Ward, y Raney

desarrollaron "Agar Pseudomonas P" ("medio King A") para mejorar la



produccion de piocianina y piorrubina; y " Agar Pseudomonas F" ("medio King
B") para la fluoresceina. Estos pigmentos se observan en el agar, rodeando las
colonias. La morfologia colonial es muy variada aparecen esparcidas, con un
brillo metélico, otras pequefas, coliformes, frecuentemente producen una
apariencia gelatinosa, denominada mucoide, particularmente en areas de
mayor crecimiento. P. aeruginosa es capaz de crecer en una gran variedad de
medios, desde minimos a complejos, y puede metabolizar diversas fuentes de
carbono. Crece mejor en condiciones aerdbicas, pero también crece
anaerdbicamente en la presencia de nitratos. Un medio selectivo comunmente
utilizado es el agar cetrimida el cual contiene un detergente que inhibe el
crecimiento de muchos otros microorganismos. En las pruebas bioquimicas en
agar triple azucar y hierro, tiene una reaccion alcalina, y en citrato de Simmons
y L-arginina dehidrolasa da una reaccion positivo. Da reaccion negativa para L-

lisina decarboxilasa y L-ornitina decarboxilasa y no produce &cido sulfhidrico.’

1.4 Colonizacién

P. aeruginosa puede colonizar nichos en los que son escasos los nutrientes
debido a que es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos
organicos como sustrato para crecer. Es aislada raramente como biota normal
en pacientes sanos. Siendo el tracto gastrointestinal el sitio mas frecuente de
colonizacion, del 5 al 30%, y el intestino el sitio mas frecuente de localizacion
transitoria después de la ingestion, se pueden obtener aislamientos de esta
bacteria de entre el 2 y el 8% en las heces de personas sanas. Otros sitios que
pueden ser colonizados son: orofaringe, mucosa nasal, axila, tracto
respiratorio, peritoneo, y en pacientes con larga estancia hospitalaria, con tubo
endotraqueal o traqueostomia, que tengan poco aclaramiento mucociliar, y que
hayan recibido antibioéticos de amplio espectro o quimioterapia. A pesar de su
capacidad de colonizar piel y superficies mucosas, raramente coloniza de
manera persistente, no produce factores téxicos y no es capaz de invadir piel o
mucosa normal.®

P aeruginosa es patégeno en situaciones en las cuales las defensas
inmunoldgicas del huésped estan abatidas, por lo que se le denomina
oportunista. Se considera que la bacteria entra al hospital a través de cualquier

fomite (ropa, calzado, tracto respiratorio de pacientes o personal). En pacientes
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inmunosuprimidos el consumo de alimentos con Pseudomonas puede resultar
en colonizacidon gastrointestinal y potencialmente enfermedad invasiva. Se ha
descrito que conforme aumenta el tiempo de hospitalizacién, mayor riesgo de

colonizacion por Pseudomonas. *'°

1.5 Patogénesis

P. aeruginosa representa un problema importante de salud en centros
hospitalarios. La patogénesis se describe como multifactorial. Una vez que se
establece la infeccidn, P. aeruginosa produce una serie de compuestos toxicos
que causan dafio tisular extenso y adicionalmente interfieren con el

funcionamiento del sistema inmune.®

1.6 Factores de virulencia
P. aeruginosa posee una gran variedad de factores de virulencia, incluyendo
toxinas y numerosas enzimas extracelulares que degradan las membranas y el

tejido conjuntivo de diversos érganos (Tabla 1).5”7

Entre las toxinas que intervienen en la infeccién por P. aeruginosa encontramos
a endotoxinas y exotoxinas. La endotoxina no es tan potente como otras
producidas por bacilos Gram negativos, y puede ocasionar diarrea. Dentro de
las enzimas extracelulares encontramos: lecitinasa, colagenasa, lipasa,
elastasa (LasA y LasB), caseinasa, gelatinasa, fibrinolisina, hemolisina,

fosfolipasa C, exoenzima S y exotoxina A.°

Las enzimas proteoliticas pueden ser responsables de necrosis localizada de la
piel o pulmdén asi como ulcera corneal. La exotoxina A inhibe la sintesis de
proteinas, y disminuye la actividad de los macréfagos. La fosfolipasa C degrada
fosfolipidos, abundantes en las membranas celulares. La hemdlisis puede ser
ocasionada por la labilidad de fosfolipasa C al calor. La exoenzima S, se

produce en enfermedad invasiva en pacientes quemados.11

Las proteasas
pueden degradar proteinas plasmaticas como complemento y factores de
coagulacion. La solubilizacién y destruccion de lecitina (surfactante) esta

relacionada con la formacién de atelectasias en infecciones pulmonares.
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Localizacion | Factor de Efecto
o clase virulencia
Superficie Alginato Antifagocitica
celular Resistencia a la opsonizacion
Lipopolisacaridos | Endotoxica
Antifagocitica
Evita anticuerpos preformados
Pili Formacion de biopelicula, adherencia a tejido
huésped
Flagelo Movilidad, Formacién de biopelicula, adherencia
a tejido huésped y componentes de mucina.
Factores de Proteinas PcrG, PcrV, PcrH, PopB y PopD para
secrecion tipo lll | efectores tipo IlI.
Fuera de la Receptores Provee hierro para crecimiento y desarrollo
membrana sideroforos bacteriano
Bombas de Remueve antibibticos
secrecion
Secreccion ExoS, ExoT, Células intoxicadas (ExoS/ExoT), citotoxico
tipo 11l ExoU, ExoY (Exol), ruptura de citoesqueleto de actina.
Proteasas Proteasas LasA, | Degrada efectores inmunoldgicos (anticuerpos,
elastasas LasB, complemento), degrada proteinas de la matriz.
proteasa alcalina,
proteasa IV
Adquisicion Pioverdina Utilizacion del hierro del huésped para utilidad de
de hierro la bacteria.
Toxinas Exotoxina A, Inhiben la sintesis de proteinas, destruye los
secretadas leucocidina, leucocitos, hemolisis de eritrocitos, degrada
fosfolipasas, glucolipidos de la superficie celular del huésped.
hemolisinas,
ramnolipidos
Factores Piocianina Produce especies reactivas de oxigeno: H,O, La
oxidativos inflamacién altera la funcion celular. Formacion

de biopeliculas. Regulacién de la secrecion de

factores de virulencia.

Tabla 1. Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa, localizacion y efecto

determinado.

(Mandell, G. L. Benett, J. E. y Dolin R. Principles and Practice of Infectious

Diseases. Fifth Edition. Ed. Saunders, Philadelphia, Churchill Livingstone. Vol. 2. pp 2587-

2615).

12




Las estructuras de las superficies como pili y fimbrias estan involucradas en la
adhesion a las células epiteliales de superficies mucosas, y se une
preferentemente a mucina.” El glicocalix, capa extracelular, permite a las
bacterias unirse y formar microcolonias, lo cual disminuye la fagocitosis y
actividad antigeno anticuerpo. La patogenicidad de P. aeruginosa también
depende de su habilidad para resistir la fagocitosis. En pacientes con fibrosis
quistica la opsonizacion esta reducida debido al cambio molecular en la porcion
Fc de la IgG. Este déficit se magnifica con la infeccion por P. aeruginosa,
debido a que las proteasas bacterianas pueden fragmentar IgG, y por lo tanto

la opsonizacion.'*"

P. aeruginosa produce durante la infeccion dos elastasas: LasA y LasB,
probablemente causan dafio directo al tejido pulmonar e interfiere con el
aclaramiento de las secreciones. Berger y cols. demostraron la degradacién
proteolitica de los receptores C3b, lo cual puede contribuir a la incapacidad de
los pacientes con fibrosis quistica para erradicar P. aeruginosa. Debido a que
todas las células tienen receptores C3b como macréfagos, monocitos, linfocitos

By T, laactividad proteolitica disminuye la fagocitosis.™

El lipopolisacarido (LPS) es un componente mayoritario de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas, el cual permite la difusién de solutos
hidrofilicos pequefios y tiene muy baja permeabilidad para los compuestos
hidrofébicos.”® La permeabilidad de la membrana externa depende
principalmente de las porinas que son proteinas formadoras de poros con una
baja especificidad, y de los sistemas de transporte especificos. La baja
permeabilidad de las porinas de la membrana externa de P. aeruginosa tiene
un papel importante en el alto nivel de resistencia natural a los antibidticos de
esta bacteria.® El lipopolisacarido presenta dos componentes distintos: la banda
A y la banda B. La banda A es un polimero de D-ramnosa que producen la
mayoria de las cepas de P. aeruginosa, mientras que la banda B tiene una
estructura variable y determina el serotipo de las cepas. Cuando P. aeruginosa
se adhiere a una superficie, las células se diferencian para formar
microcolonias cubiertas por una matriz extracelular que llegan a constituir una

pelicula.'®
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Los transportadores o las bombas de expulsiébn estan involucrados en la
resistencia a antibidticos. En su mayoria se agrupan en dos familias, segun su
estructura, una de ellas esta formada por los sistemas llamados bombas de
expulsion activo, y la otra se denomina MFS, por sus siglas en inglés (major
facilitator superfamily). Los sistemas bombas de expulsion activo estan
formados por tres proteinas: un intercambiador droga-protdn, presente en la
membrana interna, una proteina de membrana externa que parece formar un
canal y una proteina periplasmica que une a las dos proteinas membranales. El
sistema de bombas de expulsion activo que mas contribuye a la resistencia
intrinseca de P. aeruginosa es el sistema AcrAB/MexAB que es capaz de
transportar una amplia variedad de antibidticos como: quinolonas, macrolidos,
cloranfenicol, tetraciclina, trimetroprima y pB-lactamicos, asi como solventes

organicos, y el autoinductor sintetizado por la enzima Lasl."’

El alginato es un exopolisacarido, compuesto por acido D-manurénico y acido
L-glucoronido La produccion de alginato es regulada e inducible. Se ha
determinado que la causa mas frecuente de la conversién de las cepas de P.
aeruginosa a mucoide en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica es
la mutacion en el gene que codifica para la proteina MucA, que es un factor
anti-sigma. Una vez que se establece una infeccion pulmonar por cepas
mucoides de P. aeruginosa, los pacientes se consideran estan en la etapa
terminal de la enfermedad, lo cual se debe a que estas cepas no pueden ser
eliminadas por el sistema inmune y, hasta el momento, no existe un tratamiento

efectivo contra las cepas mucoides.'®®

1.7 Importancia de la biopelicula en la produccidon de infeccién

Las biopeliculas son ubicuas en la naturaleza y estdan asociadas con
numerosas infecciones bacterianas crénicas o recurrentes.®

P. aerugninosa es una de las principales etiologias de infeccién relacionada
con mortalidad en los enfermos criticos. Las infecciones que involucran
produccion de biopelicula son neumonia en fibrosis quistica, neumonia en
pacientes en unidad de cuidados intensivos, sepsis por colonizacion de catéter
venoso central, infeccion relacionada a implantes ortopédicos, e infecciones de

lentes de contacto.?!
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En pacientes con fibrosis quistica, P. aeruginosa coloniza muy eficientemente
el tracto respiratorio, y a medida que progresa la infeccion se seleccionan
cepas mucoides que producen grandes cantidades del alginato que
desempefia actividad antifagocitica, ademas de producir una respuesta
inflamatoria en los pacientes lo que contribuye a que el dafio sea crénico. La
consistencia viscosa contribuye a que las secreciones sean espesas, lo cual
obstruye las pequefnas vias aéreas, produce alteracion en el aclaramiento y

alteracion en el movimiento de los macréfagos.22

1.7.1 Estructura de la biopelicula

La biopelicula es una poblacion de bacterias que crecen adheridas a una
superficie, se encuentran envueltas en una matriz de exopolisacaridos lo cual
las protege de diversas sustancias como téxicos y antibiéticos.?’

La estructura de la biopelicula es compleja e involucra tres componentes: la
masa de bacterias la cual puede estar formada por una sola especie o por
multiples especies, los espacios intercelulares o canales, y la matriz
extracelular que lo rodea compuesta por una mezcla de exopolisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos y otras sustancias.?

La cercania entre las bacterias facilita la transferencia horizontal de genes,
plasmidos o fagos, lo cual es importante para favorecer la diversidad genética
de las comunidades microbianas naturales. A través de los canales, se
intercambia oxigeno y otros sustratos con la fase acuosa, recientemente se
reportd que los ramnolipidos tienen un papel importante en la formacion de
estos canales.”!

La matriz extracelular esta constituida en parte por alginato, pero éste no
constituye el material mas abundante. Los exopolisacaridos tienen diversas
funciones actuan como un mecanismo de concentracién de nutrientes, previene
el acceso de ciertos agentes antimicrobianos o restringen la difusién de los
componentes al interior de la biopelicula, contienen metales, aniones, cationes
y toxinas que pueden ser la clave para la transferencia de estos al interior, y
actuan como protectores de condiciones de stress ambiental como rayos
ultravioleta, cambios de pH, shock osmotico y desecacion.?

Las bacterias que forman la biopelicula tienen un metabolismo distinto a las

plancténicas, uno de las diferencias mas aparentes es su sensibilidad
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disminuida a los antibidticos y a otros agentes toxicos, incluyendo algunos

elementos de la respuesta inmune.?

Proceso de formacion de la biopelicula
La biopelicula se forma cuando la bacteria detecta ciertos condiciones
ambientales; disminucion o aumento de la disponibilidad de nutrientes y de
hierro, cambios en la osmolaridad, pH, tension de oxigeno y temperatura, que
dispara la transicion de la forma plancténica a un crecimiento sobre una
superficie. Las bacterias pueden colonizar una amplia variedad de superficies
en ambientes abidticos como bidticos, su habilidad para persistir en la biosfera
obedece en parte a su versatilidad metabdlica y su plasticidad genotipica. Un
factor importante es su capacidad para posicionarse en donde pueda
propagarse. De los numerosos mecanismos de posicionamiento que han sido
descritos en las bacterias el mas comunmente observado es el movimiento
flagelar y los diferentes métodos de traslocacion superficial incluyendo
contraccion, deslizamiento y precipitaciéon. La union a la superficie es
acompafada por la formacién de microcolonias, y finalmente se da la
maduraciéon de éstas dentro de una capsula de exopolisacarido. Esta poblacion
de bacterias funcionan de un modo complejo y coordinado, en la cual, cada una
actlia como parte integral de una comunidad. (Fig. 1y 2).2"

1. Adherencia a la superficie de manera reversible.
Adherencia con otras células de manera irreversible.
Formacion de microcolonias.

Complejo de estructura tridimensional.

o > 0N

Dispersion y maduracién dentro de una capa de exopolisacaridos.

Fig. 1. Produccion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa. (Quorum sensing in

Pseudomonas aeruginosa biofilms Environmental Microbiology (2009) 11(2), 279-288).
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Fig. 2. Produccion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa. (P. aeruginosa biofilms in
CF infection Clinic Rev Allerg Immunol (2008) 35:124—-134).

1.7.3 Regulacién de la formacién biopelicula

Los tamizajes genéticos revelaron que la interaccion inicial con la superficie es
acelerada por los organelos como pili tipo IV y los flagelos, los cuales son
utilizados por la bacteria para moverse a lo largo de la superficie en dos
dimensiones hasta encontrar otras bacterias formando microcolonias, sobre las
cuales se desarrolla el crecimiento.

Existe evidencia que los genes transcritos en la fase planctdnica son diferentes
a los transcritos en la biopelicula, de acuerdo a la caracteristica fenotipica
requerida, una vez que se transcribe el gen alg, el cual es responsable de la
produccion de alginato, un exopolisacarido que inicia la estructura de la
biopelicula, la sintesis del flagelo es reprimida debido a que su presencia

podria desestabilizar dicha estructura.?*

1.7.4 El papel de la biopelicula en el proceso de infeccion y la respuesta
inmune

La importancia de la biopelicula radica en la produccion y degradacion de
materia organica, la degradacion de contaminantes ambientales y la infeccion.
Después de la adherencia de las bacterias, la interaccion especifica entre con
diversos componentes tisulares y séricos del huésped, como el tejido
conectivo, el colageno, las proteinas séricas como la fibronectina, permitiendo
la colonizacion tisular y el establecimiento de infecciones de heridas. La
colonizacion puede permitir que la bacteria invada las superficies mucosas

alterando el flujo de calcio en las células epiteliales: liberando toxinas,
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proteasas y otros exoproductos. Esta infeccion es raramente resuelta por el
sistema inmune del huésped.

La biopelicula libera antigenos, y estimula la produccién de anticuerpos, inhibe
la proliferacién de linfocitos T y los monocitos periféricos por induccion de
prostaglandina E2, e interfiere sobre la produccion de las células B y la
coagulacion. También parece afectar la opsonizacion y la fagocitosis al inhibir
la quimiotaxis, induce la degradacion e inhibe las actividades metabdlicas
dependientes de oxigeno de los leucocitos PMN, conduciendo a la muerte

intracelular.?'%

1.7.5 El papel de la biopelicula en el proceso de infeccidon y la resistencia
a antibioticos

La infeccién por bacterias productoras de biopelicula es dificil de erradicar
debido a su resistencia por diferentes mecanismos como la inactivacion de
antibiéticos por polimeros extracelulares o modificaciones enzimaticas, la baja
disponibilidad de nutrientes lo que contribuye a una baja tasa de crecimiento,
los cambios fenotipicos que adquiere la poblacion bacteriana dentro de la
biopelicula y la persistencia bacteriana; solos 0 en combinacién estos factores
usados para explicar la supervivencia de las bacterias dentro de estas

comunidades.?®

La biopelicula contiene en su interior una gran cantidad de agua y solutos del
tamano de los antibidticos, por lo cual estos podrian difundirse facilmente
dentro de la matriz. Sin embargo, la movilidad fisica de los antibiéticos en la
biopelicula no asegura que el antibidtico penetre dentro de este. La penetracion
es restringida debido a que la matriz de exopolisacarido limita la difusién de
sustancias y la union del antimicrobiano proporcionando una efectiva
resistencia a las células en su interior. Ademas la carga negativa de los
exopolisacaridos es muy efectiva en la proteccién celular contra antibidticos
cargados positivamente como los aminoglucdésidos, por restriccion de la
permeabilidad durante toda la unién. En las biopeliculas producidas por
Pseudomonas, se ha podido demostrar un sinergismo entre la difusién
retardada del antibiético y la degradacidén de este en el interior. La matriz del

exopolisacarido puede actuar como una barrera retardando la difusion del
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antimicrobiano lo que disminuye la concentracion del antibidtico que ingresa a
la biopelicula, para que en su interior enzimas como betalactamasas lo
destruyan, logrando asi una resistencia efectiva. Dicho sinergismo es analogo
al existente entre el interior de la membrana vy la resistencia a farmacos por las
bombas de expulsion que transportan antimicrobianos a través de la barrera
permeable. Otro factor es la disminucion de la tasa de crecimiento, todos los
antibidticos son efectivos en la fase de crecimiento rapido de las bacterias,
algunos pueden actuar en fase estacionaria, siendo mas efectivos en la fase
logaritmica. La poblacién de bacterias es heterogénea con respecto a la fase
de crecimiento, desde la fase logaritmica a la estacionaria. Las zonas de no
crecimiento estan bien establecidas y contribuyen a la supervivencia después
del ataque antibidtico. Otro mecanismo por el cual la disminucién del
crecimiento contribuye a la resistencia es el gradiente quimico que se establece
dentro. Por lo tanto el pH puede actuar negativamente contra la eficiencia de
los antibidticos. Asi mismo, las bacterias en respuesta y acoplamiento a
fluctuaciones ambientales como cambios de temperatura oxidacion, baja
disponibilidad de oxigeno y dafios al DNA expresan genes, los cuales se

transfieren entre ellas por donacién mediante la conjugacion.?>2°

1.8 Mecanismos de resistencia

P. aeruginosa es resistente a la mayoria de los antibi6ticos debido a la
presencia de la membrana externa compuesta de lipopolisacaridos, a la accion
de las bombas de flujo con regulacién genética cromosémica y a su habilidad
de producir de biopeliculas. Posee resistencia intrinseca, y puede adquirir
resistencia extrinseca a través de genes de resistencia de manera horizontal.
Se han descrito tres tipos de resistencia: intrinseca, adquirida y genética. La
resistencia intrinseca comprende aquellos mecanismos de algunas especies
independientemente de la exposicion a farmacos. La resistencia adquirida
involucra la induccion de resistencia inestable, sin cambio en el genotipo
debido a la exposicion de la cepa a condiciones de induccion que puede incluir
la exposicion a antibidticos. Dicha resistencia puede ser reversible. La
resistencia genética involucra la adquisicion de nueva informacion genética a
través de una mutacion de un gene existente o de un mecanismo de control, o

por plasmidos. 2%
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1.8.1 Resistencia intrinseca

La membrana externa constituye una barrera semipermeable a la introduccion
de antibioticos y a los sustratos. Debido a que la introducciéon de pequenas
moléculas hidrofilicas como R-lactamicos esta disminuido debido a los canales
de porinas. La membrana externa limita el movimiento de las moléculas dentro
de la célula. La principal porina es la OprF, sin embargo es una limitante para la
introduccién de antibidticos tanto por su heterogeneidad en la formacion del
canal o por su arquitectura irregular. Un 25-35% de la permeabilidad de la
membrana externa es debido a otras porinas no especificas. Los estudios de
sobreexpresion con OprD la han eliminado, permitiendo el paso de otros
antibiéticos por cambio i6nico de carbapenémicos [R-lactamicos como
meropenem e imipenem.

Otra porina importante es la OprB, la cual es mediada por permeabilidad no
especifica de monosacaridos y disacaridos. Alternativamente el ingreso de los
antibiéticos puede ocurrir por la doble capa por una ruta no polinica. Otras
proteinas involucradas son OprC, OprE y OprD.

El ingreso de antibidticos policatidnicos como gentamicina, tobramicina, y
colistina mediado por un sistema denominado ingreso auto promovido. Este
sistema involucra la interaccion del polication con el cation divalente en los
sitios de union sobre la superficie de lipopolisacaridos (LPS). Debido a que los
policationes son mas grandes que los cationes divalentes, causan una

alteracion en la permeablidad de la membrana. 2°2°

A. Bombas de salida

Poole, et al, han demostrado, que el sistema de flujo de salida involucra tres
proteinas MexA, MexB y OprM, lo cual es determinante para la resistencia
intrinseca, la mutacion en cualquiera de estas proteinas, provoca incremento
en la susceptibilidad a quinolonas, R-lactdmicos (excepto imipenem),
tetraciclinas y cloranfenicol. Los sustratos de este sistema son alifaticos con
carga positiva o negativa, en contraste con los R-lactamicos que tienen carga
negativa y generalmente hidrofilicos, por lo que son sacados.

Las bombas de secrecion comprenden tres componentes: una bomba de
energia en la membrana citoplasmatica, una porina en la membrana externa y

un adaptador proteico que une los dos componentes membranales. Los
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antibidticos que penetran a la célula son concentrados en el citoplasma, y son

secretados a través de las porinas cruzando la membrana citoplasmatica. 2>2°

(Figura 3).

(a) (b)

f-lactams and
quinolones

aminoglycosides
and colistin |,

antibiotics removed by efflux pumps
qui gly before acting on their targets

Figura 3. Representacion esquematica del arreglo de los componentes de la pared celular de
P. aeruginosa. CM membrana citoplasmatica, OM membrana externa, PG peptidoglicano. LPS
lipopolisacarido, ALG alginato. a) Sitio de accion de los antibidticos. b) Mecanismo de secrecion
de antibidticos por bombas de secrecién, antes de actuar en su sitio blanco. Lambert PA.
Mechanisms of antibiotic resistence in Pseudomonas aeruginosa. J R Soc Med 2002; 95
(Suppl. 41) 22-26

B) Enzimas

P. aeuruginosa tiene enzimas como R-lactamasas entre ellas cefalosporinasas,
codificadas cromosdmicamente. Dicha enzima ha sido clonada y secuenciada,
y se ha demostrado que es de clase C AmpC-type B-lactamasa, la cual es
inducida por niveles subinhibitorios de R-lactamicos, especialmente por
imipenem. Otras enzimas codificadas cromosdémicamente son kanamicina

fosfotransferasas.??

1.8.2 Resistencia adquirida
Es importante mencionar que se ha descrito un fendmeno llamado persistencia,
en el cual se ha observado la reversién de la bacteria a la multisusceptibilidad

in vitro, mas no in vivo, dicho fenomeno es dificil de estudiar. °

1.8.3 Resistencia genética

A) B-lactamicos

La resistencia a R-lactamicos es mediada por la desregulacion de R-lactamasa
cromosomica. Lo cual resulta en resistencia a los R-lactamicos susceptibles y

aun a los R-lactamicos resistentes a R-lactamasas, con la excepcion del
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carbapenem zwitterionico como imipenem, debido a que los carbapenémicos
inducen betalactamasas a 0.5/MIC.

Existe una sinergia entre la baja permeablidad de la membrana externa y los
mecanismos de resistencia secundarios como los altos niveles de [-
lactamasas. Por lo tanto las cefalosporinas como ceftazidima, que es poco
hidrolizada por las R-lactamasas clase C, pueden incrementar los niveles de
MIC de >32 produciendo desregulacion de la mutacién de actividad de R3-
lactamasas. Las cefalosporinas de 4ta generacion son mas eficientes bajo
algunas circunstancias como: la mayor permeabilidad de la membrana externa
y la baja afinidad para R-lactamasas. Sin embargo P. aeruginosa puede mutar,
produciendo mayor MIC de dichos antibidticos debido al incremento de R3-
lactamasas, resultando en MICs sobre el rango clinico. %

Otros mecanismos descritos incluyen la pérdida de la porina principal OpfF, su
mutacidon ha incrementado la resistencia. Estudios experimentales han
demostrado que la alteracion en las proteinas fijadoras a penicilinas 3, puede
resultar en un incremento en la resistencia a 3-lactamicos.

Se han descrito, al menos 13 plasmidos que codifican R-lactamasas, las cuales
incluyen TEM-1, LCR-1, NPS-1, OXA-1, OXA-2, OXA-3, OXA-5, OXA-6, CARB-
4, PSE-1 (el mas comun de P. aeruginosa), PSE-2, PSE-3 Y PSE-4. Asi como
el plasmido que codifica para carbapenemasa.

Para el imipenem y meropenem, el principal mecanismo de resistencia es la
pérdida de la porina especifica OprD, que ocurre en el 50% de las infecciones
de P. aeuruginosa tratadas por mas de una semana con imipenem. Los
ensayos con sobreexpresion de OprD han mostrado que es muy especifico
para carbapenémicos y no media el paso de R-lactamicos ni quinolonas.
Ademas la resistencia cruzada a imipenem y quinolonas coincide con la
reduccion de los niveles de OprD, lo cual es probable debido a la mutacion,

nfxC que simultaneamente influye sobre un sistema de secrecion. %

B) Aminoglucosidos

Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia a este grupo de
antibioticos. La resistencia de los aislamientos clinicos oscila entre 5-12%. Los
mecanismos de resistencia se han dividido en dos grupos:
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1. Adquisicién de plasmidos que preceden a la produccion de enzimas que
modifican los aminoglucésidos por acetilacion, adenilacion, o
fosforilacién. Lo cual precede a niveles de resistencia incrementados,
dicho cambio provoca disminucion de su entrada o interaccion
ribosémica reducida. Ademas la bacteria tiene un gene resistente a
aminoglucosidos, aphA, sin embargo la enzima producida modifica
unicamente a kanamicina que no es antipseudomonico.

2. Otro mecanismo de resistencia, es la disminucién de la entrada del
antibdtico per sé, por alteracion en la entrada a través de las
membranas, lo que resulta en niveles de resistencia disminuidos a todos

los aminoglucésidos. *°

C) Quinolonas

Se han descrito dos mecanismos. Uno derivado de la mutacién de la DNA
girasa y las alteraciones en la mutacion de secrecion. Cuando la P. aeruginosa
es expuesta a niveles elevados de ciprofloxacino, las mutaciones que causan
un cambio en el MIC de menos de 16 veces influyen en la susceptibilidad de
las quinolonas y son probablemente mutaciones en la girasa. Cuando los MICs
incrementan mas de 16 veces, se observa multirresistencia debido a la
disminucién de la permeabilidad y/o incremento del flujo. Las mutaciones de la
DNA girasa ocurren principalmente en la subunidad gyrA afectando al

aminoacido 83 u 87. %%

1.9 Regulacién génica

P. aeruginosa es una de las bacterias mas estudiadas a nivel molecular y en
agosto del afio 2000 se concluyé la secuencia completa del genoma de la cepa
PAO1.%

P. aeruginosa tiene aproximadamente 5500 genes, de los cuales codifican
diversos factores de virulencia localizados en la superficie celular o liberados al
ambiente. La expresion de muchos factores de virulencia extracelulares es
controlada por quérum sensing a través de sefiales difusibles producidas por la
poblacién bacteriana en respuesta a la densidad celular. 2-%°

Los plasmidos que se presentan en P. aeruginosa codifican para resistencias a
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antibidticos o a metales, y su extensa distribucion representa un problema

clinico.?®

1.10 Sistema quérum sensing

P. aeruginosa, cuenta con multiples sistemas regulatorios que le permiten
modificar la expresidén de distintos genes en respuesta a cambios en el medio
ambiente.*

Quorum sensing es un sistema de comunicacion entre bacterias, que promueve
el cambio en la expresion genética en funcion de la densidad celular. Este
sistema regulatorio detecta cuando se ha llegado a una masa critica de
bacterias por lo que se le ha denominado quérum sensing.31

El mecanismo se basa en el incremento de la poblacién bacteriana, alcanzando
una gran densidad celular, entonces cada célula produce de manera constante
un compuesto de bajo peso molecular, llamado autoinductor. Cuando el
numero de células llega a cierto umbral, y la concentracién del autoinductor es
suficientemente alta, este compuesto difunde entre las células bacterianas e
interacciona sobre un activador transcripcional, para influenciar la transcripcion
génica y la produccion de factores de virulencia. 332

Los sistemas quorum sensing descritos para P. aeruginosa son: las, rhl y
Pseudomonas quinolone System (PQS). Y sus autoinductores son acyl-
homoserina lactona (N-3-oxododecanoyl)-L-homoserina lactona (C12-HSL), N-
butyryl-L.homoserina lactona (C4-HSL) vy 2-heptyl-3-hidroxy-4-quinolona

respectivamente. Y se codifican en los genes las! y rhil.>**

El autoinductor con el que interacciona RhIR es el N-(butanoil)-homoserina
lactona, o C4-HSL que es producido por la autoinductor sintetasa Rhll. La
proteina RhIR unida a C4-HSL promueve la transcripcion de los genes (rhIAB y
rhIC) que codifican para las enzimas ramnosiltransferasa 1 vy
ramnosiltransferasa 2 que participan en la produccion del biosurfactante

ramnolipido.>®

Se ha demostrado que el sistema Las quérum sensing tiene un papel central en
la formacién de biopeliculas, ya que mutantes en el gene /asl no producen

estas estructuras, salvo en el caso en el que se adiciona el autoinductor 3-o-
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C12-HSL. Asimismo se reporté que la movilidad de P. aeruginosa tiene un
papel muy importante en la produccidn de biopeliculas, ya que las células
deben ser moviles y dejar de moverse al establecerse la biopelicula. 37

Se calcula que aproximadamente el 6% del genoma de esta bacteria se regula
por este sistema. Asimismo, se encontré que la expresion genética se ve
afectada, principalmente al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, pero
no exclusivamente en esta etapa, sino que puede ocurrir a todo lo largo de la
curva de crecimiento. También se hizo patente que las condiciones
ambientales modulan de una manera muy importante a este sistema, de modo
que apenas empezamos a entender la gran complejidad de este regulon y la
importancia que tiene en la virulencia y en la adaptacion de P. aeruginosa a su

ambiente.3"3®
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2. ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdogenos mas importantes en
infecciones nosocomiales, representa la 2da causa. Su habilidad para
desarrollar resistencia a antibidticos por diversos mecanismos asi como la
expresion de diversos factores de virulencia contribuye a la falla de tratamiento
actualmente utilizado. Entre los principales factores de virulencia que
determinan el impacto de las infecciones son la produccién de biopelicula,
bombas de secrecién tipo Il y el flagelo.*

El Instituto Nacional de Salud de EUA publicé recientemente que mas del 60%
de todas las infecciones bacterianas esta involucrado la produccion de
biopelicula, de igual manera se les atribuye el 60% de infecciones
nosocomiales, incrementando la estancia hospitalaria, los costos de atencion y
la mortalidad debido a su gran resistencia a los antimicrobianos mil veces
mayor que la de las células que viven en forma planctonica y ademas se

relaciona con infecciones persistentes.*°

El aumento de la resistencia a los antimicrobianos relacionado con la
produccion de biopelicula involucra diversos mecanismos como: disminucion
de la tasa de crecimiento por limitacién de nutrientes, cambios fenotipicos en
las células bacterianas como la adquisicion de genes de resistencia de genes

de la biopelicula y la persistencia de un pequefio grupo de bacterias.*’

El mas reciente factor considerado es la persistencia y la tolerancia, las
bacterias de la biopelicula no sélo evaden el ataque de los antibiéticos, también
resisten a los desinfectantes. Las células persistentes pueden constituir una
pequena fraccion de la poblacion total, pero estas pocas células son altamente
protectoras. Los datos que soportan la persistencia de la biopelicula incluyen
las siguientes hipétesis: la dimension bifasica de la biopelicula, los genes que
contribuyen a la persistencia y los antibioticos bacteriostaticos que inhiben el
crecimiento paraddjicamente contribuyen a la persistencia y al preservacion de
la biopelicula, la persistencia depende de la dosis del antibidtico y del tiempo
de duracién del ataque. Cuando la terapia culmina, las células persistentes

restablecen la biopelicula y por lo tanto la infeccion.?’
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La formacion de biopelicula representa un problema de salud pues contamina
dispositivos comunmente implantados en la unidad de terapia de cuidados
intensivos. Y hasta el momento no se tiene tratamiento antibiético especifico

contra la biopelicula.*'

Por otro lado, la emergencia de cepas de P. aeruginosa panrresistentes ha sido
reportada en la literatura.*? En el Hospital Infantil de México se han identificado
cepas panrresistentes en los ultimos 3 afios. Ya referidas previamente en la
tesis de Aguilar y cols. 2009, en donde se describe la existencia de las cepas

panrresistentes en el Hospital.

Una revision sistematica de la literatura sugiere que la exposicion previo de
antibidticos es el principal factor de riesgo para adquisicion de P. aerugninosa

multirresistente.*3

La unica terapia especifica conocida se basa en la incorporacion de antibioticos
en los materiales del catéter. Se han propuesto dos métodos fisicos para la
erradicacion de la biopelicula in vitro: el uso de campo electromagnético vy el
uso del ultrasonido, aunados al uso de antibidticos parece ser un promisorio

meétodo para el tratamiento de la biopelicula.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos anos ha habido un incremento en las infecciones nosocomiales,
y Pseudomonas aeruginosa es una de las principales causas de infecciones
graves particularmente en pacientes inmunosuprimidos, quemados, y con
fibrosis quistica. En muchas de estas infecciones, la resistencia a los farmacos
es uno de los obstaculos principales para su control, con la emergencia de
cepas panrresistentes a los antibioticos habitualmente utilizados. En el HIMFG

a partir de Abril de 2007 hasta la fecha, se han aislando cepas panrresistentes,

Conocer la Epidemiologia del Hospital, el comportamiento de los pacientes con
aislamientos de P. aeruginosa panrresistente, el curso clinico, caracterizacién
de la produccién de biopelicula y permitira un mejor entendimiento, de los
factores de riego asociados en poblacidn susceptible, asi como la
implementacion de medidas que conduzcan a su prevencion y puede ser punto

de partida para la generacion de medicamentos para su tratamiento.

Por lo que en el presente estudio pretende hacer una relacion con el curso
clinico de los pacientes infectados con Pseudomonas aeruginosa

panrresistente, y sensible y la produccién de la biopelicula.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

P. aeruginosa es la 2da causa de infeccion nosocomial, pese a que existen
antimicrobianos utiles, la panrresistencia a farmacos es un problema
emergente mundial. Las infecciones graves constituyen un problema latente en
nuestro hospital. P. aeruginosa cuenta con diversos factores de virulencia,
siendo uno de los principales la produccion de biopelicula. Sin embargo, no se
ha relacionado la produccién de biopelicula de P. aeruginosa con la
susceptibilidad antimicrobiana, y su repercusion con la evolucion clinica. No

existen estudios sobre cepas panrresistentes y produccion de biopelicula.
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5. OBJETIVOS
Objetivo general:
Analizar las caracteristicas clinicas del paciente infectado con P. aeruginosa
panrresistente y sensible productora de biopelicula.
Objetivos particulares:
e Analizar las caracteristicas clinicas de los pacientes con aislamiento de
P. aeruginosa panrresistentes, en comparacion con los pacientes con P.

aeruginosa sensible productora de biopelicula.

e |dentificar y clasificar a las cepas P. aeruginosa panrresistentes y

sensibles de acuerdo a la produccion de biopelicula.

¢ Relacionar la produccién de biopelicula y susceptibilidad de las cepas P.

aeruginosa con la evolucion del paciente.

e Analizar factores asociados a la adquisicion de P. aeuruginosa

panrresistente.

6. DISENO DEL ESTUIDO

Disefio del estudio: descriptivo, retrospectivo, de una serie de casos.
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7. MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio:
Pacientes de 1 mes a 18 afos, con aislamientos de P. aeruginosa
panrresistentes y sensibles del HIMFG de Abril 2007-Julio 2009.

Lugar donde se realiz6 el estudio:

Hospital Infantil de México, Federico Gomez.

Criterios de inclusioén:

Casos: Pacientes que cursaron con algun proceso infeccioso con aislamiento
de P. aeruginosa panrresistentes productoras de biopelicula de 2007 a 20009.
Controles: Pacientes que cursaron con algun proceso infeccioso con
aislamiento de P. aeruginosa sensibles productoras de biopelicula de 2007 a
2009.

Criterios de exclusion:
Pacientes que no hayan tenido algun proceso infeccioso relacionado con el
aislamiento de P. aeruginosa.

Pacientes que no sea posible conseguir la informacién de archivo clinico

Criterios de eliminacién:
Pacientes en los cuales el aislamiento de P. aeruginosa esté contaminado, no

se pueda recuperar o no se disponga en el cepario.

El estudio se dividio en tres fases:
1. Fase Clinica

2. Fase Microbiologica

3. Fase de Analisis

Descripcidn general del estudio.
REVISION DE EXPEDIENTES CLINICOS:
Se realizé un formato para identificar las variables demograficas, enfermedad

de base y factores de riesgo, asi como los datos estancia hospitalaria, cambios
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terapéuticos y muertes. Se realizd el seguimiento clinico durante su

internamiento y la respuesta al tratamiento.

OBTENCION DE AISLAMIENTOS DE P. aeruginosa Y VALIDACION.

Se buscaron las cepas de P. aeuruginosa con perfil de panrresistencia
mediante la revision de las bitacoras del laboratorio Central del Hospital Infantil
de México, y también cepas con perfil de resistencia sensibles como control.
Dichas cepas fueron identificadas empleando el sistema automatizado Vitek 2
segun los lineamientos de Institute of Standard Clinical and Laboratory (CLSI).
Las cepas se envian por protocolo al laboratorio de Bacteriologia Intestinal y se
conservan a -70 °C. Previo a los ensayos se validan las cepas mediante
pruebas bioquimicas convencionales. Las pruebas bioquimicas realizadas
fueron: catalasa (+) y oxidasa (+), produccion de pigmentos (piocianina vy
pioverdina) en gelosa Mueller-Hinton, produccion de p-hemdlisis en gelosa
sangre, no fermentacion de lactosa en gelosa MacConkey, utilizacion de citrato
como unica fuente de carbono, no fermentacién de azucares en medio agar de
triple azucar y Hierro (TSI) y crecimiento a 42 °C en caldo nutritivo.

Las cepas fueron conservadas a corto plazo a 4° C en tubos tipo eppendorff
que contenian gelosa especial semisdlida (GESS) sellados con parafina. Para
la conservacién a largo plazo las cepas fueron cosechadas y conservadas en

crioviales con base de leche descremada a -70°C.

PRODUCCION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULA.
Los experimentos se realizaron por triplicado. Y se utilizd como control la cepa
de referencia de P. aeruginosa de ATCC 27853.

PRODUCCION DE BIOPELICULA

La cepa congelada en leche a -70 °C, se recupera en gelosa sangre
incubado a 37 °C durante 24hrs; se observa la pureza de la cepa y en caso
de encontrase dos morfotipos se separan, resembrando cada una de ellas
en agar MH y posterior a las 24hrs se realiza a ambas la prueba de
biopelicula, la cual consiste en sembrar una colonia aislada en caldo TSA

con una incubacién de 18-24 hrs en agitacién a 37 °C, posteriormente del
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desarrollo logrado se tomaran unas gotas y se sembrara en un tubo que
contenga de 5 a 10 ml de caldo TSA, este ultimo también se incuba en
agitacion a una turbidez de 3X108 células que corresponde al estandar 1
del nefelémetro de McFarland. Partiendo de esta concentracion se procede
a colocarla en una placa de 96 pozos con 200ul de la suspension y se
incuba a 37 °C por 72 h, revisando cada 24 hrs. Transcurrido el tiempo se
descarta el sobrenadante y se fijan los pozos con unas gotas de
glutaraldehido, se deja secar al aire y se tifie con cristal violeta al 0.4%
durante 1 min. Posteriormente se decanta el sobrenadante y se hacen
lavados con agua empleando una pipeta, se deja secar al aire y se

observa al microscopio la biopelicula.

CUANTIFICACION DE BIOPELICULA

A los pozos tefidos y lavados se les adiciona alcohol-acetona de 100 en
100ul hasta eluir todo el cristal violeta. Se lee contra un blanco de reactivos
a 570 nm. Aquellas lecturas obtenidas mayores a 0.7 de absorbancia se
reportaran con alta produccion de biopelicula y absorbancias menores a

0.3 se reportara como baja produccién de biopelicula.

Produccion de biopelicula

Stock (‘w
Turbidez de 3X10,
gZ:C por MH células =1 nefelémetr% de
rs
37 °C por 18- McFarland
24h ﬁ
<:] <

Cuantificacion "
Alcohol-acetona Se fijan los pozos

100l con glutaraldehido, 200ul de la suspension y se
se tifie con cristal incubara a 37 °C por 72 h
violeta 0.4% x 1min

Esquema 1. Metodologia de produccién y cuantificacion de biopelicula.
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DEFINICION OPERATIVA DE LAS VARIABLES

Infeccion documentada microbiolégicamente: se corrobora la presencia de
un agente infeccioso ya sea por cultivo, tincibon de Gramo deteccion de

antigenos por coaglutinacion o reaccion en cadena de la polimerasa.

Infeccion sospechada clinicamente: incluye hallazgos positivos a la
exploracion fisica o en los examenes de laboratorio.

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica: la presencia de al menos
dos de los siguientes criterios. Uno de los cuales debe ser anormal temperatura
o leucocitos:

e Temperatura mayor de 38.5 °C o menor de 36 °C

e Taquicardia definida como >2 desviaciones estandar por arriba de las
cifras de frecuencia cardiaca normales para la edad, en ausencia de
estimulos externos, uso cronico de drogas, estimulo doloroso, o
elevacion persistente en 0.5 a 4 horas en nifios de riesgo como menores
de un afo. O bradicardia definida por frecuencia cardiaca por abajo del
percentil 10 para su edad en ausencia de estimulo vagal, uso de
betabloqueadores, cardiopatia congénita, o depresion persistente en un
periodo de 5 h.

e Frecuencia respiratoria >2 desviaciones estandar para su edad, o
ventilacidn mecanica indicada por infeccion aguda y no por patologia
neuromuscular o anestesia general.

e Cuenta de leucocitos aumentada o disminuida (no asociada a

quimioterapia) o >10% de neutrdéfilos inmaduros (bandas).

Sepsis: SRIS con presencia o como resultado de infeccion probable o

comprobada.

Choque séptico: sepsis y disfuncion cardiovascular.

Susceptibilidad de P. aeruginosa a los antibioticos
Sensible cepas de P. aeruginosa sensible a los antibidéticos comunmente

utilizados.
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Resistente: microorgaminos que muestra resistencia in vitro al menos uno de
los antibidticos antipseudomonicos (piperacilina, ciprofloxacino,ceftazidima, o
imipenem).

Multirresistente: microorganismo que muestra resistencia al menos a tres
familias de antibiéticos.

Panrresistencia: microorganismo que muestra resistencia a todos los

antibioticos disponibles antipseudomaonicos excepto polimixina B.

Produccién de biopelicula de P. aeuruginosa
Alta de 90-200
Media de 89-30
Bajade 29 a 1.

8. ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizaron medidas de tendencia central: frecuencias simples, media,

porcentaje y mediana para cada variable, y desviacion estandar.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS v16.
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9. RESULTADOS

Se revisaron los expedientes de los pacientes, que se habia reportado en el
Laboratorio Central del Hospital Infanti de México con aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa panrresistentes, de Abril de 2007 a Julio de 2009, un
total18 pacientes, de los cuales no se tuvo disponible 1 expediente, y en dos
casos no se dispuso de la cepa. Se encontrd que habia relevancia clinica en 13
casos. Y como control se tuvieron 5 cepas de P. aeruginosa sensibles y 2
multirresistentes con implicacion clinica. En total se revisaron 20 pacientes, 14
pacientes con aislamientos de P. aeruginosa panrresistentes, y 6 pacientes

con aislamientos de cepas sensibles.

De los pacientes estudiados, con aislamiento de P. aeruginosa panrresistente,
se encontraron 4 pacientes femeninos (20%), y 10 masculinos (50%), con una
edad promedio de 4.7afios con una mediana de 3.12 afios y un valor minimo
de 1 mes y un maximo de 15 anos. Y en el grupo de los pacientes con
aislamiento de P. aeruginosa sensible se encontraron 4 pacientes femeninos
(20%) y 2 masculinos (10%), con una edad promedio de 5 afos, con una

mediana de 22.5, con un valor minimo de 1 mes y un maximo 14 afos

La distribuciéon de los pacientes por grupo etario y los diagnésticos de los
pacientes incluidos se muestra en el grafico 1 y 2. En otros diagndsticos se
considerd: lupus eritematoso sistémico, mal de Pot, farmacodermia, displasia
broncopulmonar, comunicacién interventricular y sindrome de Down, vy

prematurez.

Bar Chart
Bar Chart

Oncolagico Renal Newlégico Gastrointestinal  Olros:
Edad categorias Diagnéstico

Grafico 1. Distribucion de Grafico 2. Frecuencias de
los pacientes por grupo los diagnésticos de los
etario. pacientes por grupo.
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A continuacion se

muestran las condiciones previas a la infeccién por

Pseudomonas.
Condicion Panrresistentes Sensibles Prueba
exacta de
Fisher
Referidos de otro | 6 429% |0 0% 0.077
hospital
Cirugia reciente 9 64.3% |2 33.3% 0.217
Quimioterapia 3 21.4% |1 16.7% 0.657
Esteroides 4 28.6% |1 16.7% 0.517
Inmunomodulador | 3 214% |6 100% 0.657
Uso previo de 13 929% |5 100% 0.3
antibidticos

Tabla 2. Comparacion de frecuencias de factores en los pacientes previos a infeccién por P.
aeruginosa parresistente y sensible.

Se analizaron los pacientes que estuvieron con tratamiento antibiético previo al

proceso de infeccion por P. aeruginosa, como se muestra en la tabla 2.

Tipo de Panrresis | Sensible | No. de Panrresistente | Sensible

antibioético tente familias

Cefalosporina 7 (50%) |2 (50%) | Ninguno |0 (0%) 1 (25%)

Aminoglucosido | 2 (14.2%) | 1 (25%) | 1 familia | 6 (42.8%) 2 (50%)

Ureidopenicilina | 3 (21.4%) | 1 (25%) |2 3 (21.4%) 1 (25%)
familias

Carbapenémico | 2 (14.2%) | 1 (25%) |3 2 (14.2%) 0 (0%)
familias

Ninguno 0 (0%) 1(25%) |4 3(21.4%) 2 (50%)
familias

Tabla 3. Comparacién de los antibéticos previos administrados entre las cepas de P.
aeruginosa panrresistentes y sensible por grupo de familia y por numero de familia.
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Durante su internamiento los pacientes fueron sometidos a diversos

procedimientos los cuales se muestran en la siguiente tabla.

Condicion Panrresistentes Sensibles Prueba
exacta de
Fisher

Colocacion de 10 71.4% 4 66.7% 0.613

CcvC

Sonda urinaria 10 71.4% 50% 0.336

Intubacién 5 35.7% 2 33.3% 0.664

endotraqueal

NPT 4 28.6% 1 16.7% 0.517

Procedimiento 1 7.1% 1 16.7% 0.521

Dialitico

Tabla 4. Comparacion de frecuencias de procedimientos invasivos realizados en los pacientes
con infeccién por P. aeruginosa panrresistente y sensible.

En la siguiente tabla se muestra los diversos sintomas y signos relacionados

con los procesos infecciosos de los pacientes infectados con Pseudomonas

aeruginosa tanto panrresistentes como sensible.

Condicion Panrresistentes Sensibles Prueba
exacta de
Fisher
Fiebre 12 85.7% 6 100% 0.479
Taquicardia 10 71.4% 6 100% 0.207
Taquipnea 8 57.1% 5 83.3% 0.277
Leucocitosis 8 57.1% 3 50% 0.574
Bandemia 9 64.3% 3 50% 0.455
Leucopenia 2 14.3% 3 50% 0.131

Tabla 5. Comparacion de frecuencias de signos y sintomas presentados durante la infeccion
por P. aeruginosa panrresistente y sensible.
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De los pacientes estudiados con cepa de P. aeruginosa panrresistentes se
documentd sepsis un 50%, choque séptico en un 35.7% y sindrome de
respuesta inflamatoria en un 7.14%. Y los pacientes con P. aeruginosa sensible

se encontro sepsis en un 50% y choque séptico en un 50% de los casos.

Infeccién localizada Panrresistentes Sensibles
Ninguna 1(7.14%) 1 (16.6%)
Sepsis relacionada a 2 (14.28%) 3 (50%)

colonizacion de catéter

venoso central

Infeccion de vias 5 (35.71%) 0 (0%)
urinarias

Infeccién de tejido 2 (14.28%) 1 (16.6%)
blando

Neumonia 1(7.14%) 0 (0%)
Colangitis 0 (0%) 1 (16.6%)
Peritonintis 2 (14.28%) 0 (0%)
Urosepsis 2 (14.28%) 0 (0%)

Tabla 6. Comparacion de frecuencia de Infeccidon localizada de pacientes con Pseudomonas
aeruginosa panrresistentes y sensible.

Los pacientes presentaron una estancia intrahospitalaria media de 52.35 dias
con aislamiento de P. aeruginosa panrresistente, con una mediana de 32, con
valor minimo de 8 y maximo de 248. Y en los pacientes con cepas sensibles
tuvieron una media de 42.67 dias, con una mediana de 33.5, con un valor

minimo de 10 y maximo de 92.

Respecto a los aislamientos de P. aeruginosa se encontré que las cepas
panrresistentes fueron 4 (28.5%) aisladas de hemocultivo, 9 (64.3%) de
urocultivo y 1 (7.4%) de diversos, y de las cepas sensibles todas fueron

aisladas de hemocultivo 6 (100%).
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En la siguiente tabla se muestran las salas en donde se les aislé a los

pacientes P. aeuruginosa.

Sala Panrresistentes Sensibles
UTIP 4 (28.5%) 2 (33.3%)
UCIN 0 (0%) 1(11.1%)
Cirugia 2 (14.28%) 0 (0%)
Nefrologia 2 (14.28%) 0 (0%)
Pediatria 2 (14.28%) 1(11.1%)
Neurocirugia 1(7.14%) 0 (11.1%)
Terapia quirdrgica 1(7.14%) 0 (0%)
Oncologia 0 (0%) 1(11.1%)
Urgencias 1(7.14%) 1(11.1%)
Urologia 1(7.14%) 0 (0%)

Tabla 7. Comparacion de frecuencias de aislamientos de P. aeuruginosa panrresistentes y

sensible por sala de hospitalizacion.

Los pacientes que requirieron terapia intensiva con aislamiento de P.
aeruginosa panrresistentes fue de un 42.8% vy los pacientes con cepas

sensibles en un 50%. Con una prueba exacta de Fisher’s de 0.574.

En los pacientes con P. aeruginosa panrresistente se encontré otros
microorganismos aislados en 6 casos (42.8%), y de éstos aislamientos los
hongos en un 66.6% y S. epidermidis en un 33.3%. Y de los pacientes con P.
aeruginosa sensible se aislaron otros microorganismos en 4 casos (66.6%); de

éstos E. coli en un 50%, Serratia marcenses en un 25% y hongos en un 25%.

Las cepas aisladas de P. aeruginosa panrresistentes todas fueron de origen
nosocomial. Y las cepas de P. aeruginosa sensible fueron de origen

nosocomial en un 83.3% y el 16.6% de la comunidad.

Los pacientes con aislamiento de P. aeruginosa recibieron diversos esquemas

de tratamiento. A continuacibn se muestran los casos, tratamiento
administrado, duracion del tratamiento, el desenlace y la produccion de

biopelicula.
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No. Suscept | Otros aislamientos Terapia antibiética Duracion de | Desenla | Produccion
de ibilidad tratamiento ce de
caso (dias) biopelicula
1 S E. coli Ureidopenicilina + | 14 Mejoria Alta
aminoglucésido
2 P No Carbapenémico + 110 Muerte Alta
aminoglucésido +
ciprofloxacino
No Carbapenémico 10 Mejoria Alta
P No Cefepima + |7 Mejoria Alta
aminoglucésido +
ciprofloxacino
Serratia marcensens Ninguno 0 Muerte Alta
P S. epidermidis Carpapenémico + |8 Muerte Alta
ciprofloxacino
7 P Hongos Cefepima + 110 Mejoria Baja
aminoglucosido
S E. coli Carbapenémico 15 Muerte Baja
P Hongos Carbapenémico + | 42 Mejoria Baja
aminoglucosido +
ciprofloxacino
10 S Hongos Ureidopenicilina + 11 Muerte Baja
aminoglucésido
11 P No Carbapenem + |4 Muerte Baja
aminoglucésido
12 S No Carbapenem + | 14 Mejoria Baja
aminoglucésido
13 S No Cefepima + 115 Mejoria Baja
aminoglucésido
14 P No Carbapenémico + | 14 Muerte Baja
aminoglucésido +
ciprofloxacino
15 P Hongos Cefepima + 13 Muerte Baja
aminoglucésido
16 No Amikacina 10 Mejoria Baja
17 P Hongos Cefalosporina de 2da | 14 Mejoria Baja
generacion
18 P No Ninguno 0 Mejoria Baja
19 P No Carbapenémico + 110 Mejoria
aminoglucésido +
ciprofloxacino
20 P S. epidermidis Ureidopeniciilina + | 14 Mejoria Baja

aminoglucoésido

Tabla 8. Casos con aislamiento de Pseudomonas panrresistentes y sensibles, tratamiento
antibiético administrado, duracién, producciéon de biopelicula y desenlace. P=P. aeuruginosa

panrresistente, S= P. aeruginosa sensible
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Y respecto a la produccion de biopelicula se encontr6 en las cepas
panrresistentes una media de 57.92, con una mediana de 13, con valor minimo
de 8 y maximo de 213. Y en las cepas sensibles se encontré una media de

83.49, con una mediana de 14, con un valor minimo de 2 y maximo de 240.

La duracion de estancia hospitalaria de los pacientes en quienes se aislo P.
aeuruginosa panrresistente se encontr6 una media de 52.3 dias, con una
mediana de 32, con un valor minimo de 8 y maximo de 248, y los pacientes
con aislamiento de cepas de P. aeruginosa sensibles se encontré una media de
42.67 dias, con un valor minimo de 10 y maximo de 92, con un intervalo de

confianza de 95%.

2507 *ZU

200

150

100

Dias de estancia intr
o

Graéfico 3. Distribucion de los dias de estancia
hospitalaria de pacientes con aislamientos de P.

De los pacientes estudiados con aislamiento de P. aeuruginosa
panrresistentes se encontré mejoria en un 64.2% y muerte en un 35.7%. Y de
los pacientes con aislamiento de cepa de P. aeruginosa sensible se encontro
mejoria en un 50% y muerte en un 50%. Con una prueba exacta de Fisher’s de
0.455.
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Mejoria Muerte

P. aeruginosa sensible | 1 3

con otro aislamiento

P. aeruginosa sensible | 2 0

sin otro aislamiento

P. aeruginosa 4 4
panrresistente con

otro aislamiento

P. aeruginosa sensible | 4 1

con otro aislamiento

Tabla 9. Relacién de las cepas de P. aeruginosa panrresistentes y sensible con y sin otro
aislamiento, con el desenlace del paciente.

Grafico 4. Curva de sobrevivencia de los pacientes con aislamiento de P. aeuruginosa sensible
y panrresistente con relacion de los dias de estancia hospitalaria, y con la cantidad de
produccion de biopelicula.
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10. DISCUSION

No existe bacteria con importancia clinica que no haya desarrollado algun tipo
de resistencia a los antibitticos, ya descrito hace mas de 60 afos por René
Dubos.* Las infecciones nosocomiales son un problema emergente de salud
publica. Y Pseudomonas aeruginosa es una causa importante, siendo dificil de
erradicar por la expresion de resistencia y por el tratamiento antibiotico
limitado.*" De los pacientes analizados, en el HIM se encontraron 14 cepas
panrresistentes con relevancia clinica. Y dos cepas multirresistentes debido a
que una de estas cepas mostro resistencia intermedia para ciprofloxacino para
fines de analisis se catalogé como panrresistente y la otra cepa fue resistente a
3 familias de antibidticos, y sensible a ciprofloxacino, gentamicina y piperacilina

tazobactam se consideré como sensible.

Se encontraron 14 cepas de P. aeruginosa panrresistentes con relevancia
clinica, en dos anos, si bien P. aeruginosa ocupa un 2do lugar en infecciones
nosocomiales no son tan frecuentes las cepas panrresistentes. A diferencia de
lo reportado en un Hospital del IMSS en 2006, en donde analizaron 24 cepas al
azar, y encontraron panrresistencia en el 50% de los aislamientos.** Sin
embargo valdria la pena analizar si existe correlacion clinica con dichos
aislamientos. Y en otro estudio en Espafia encontraron un incremento en el
grado de resistencia a lo largo del tiempo con las familias de antibiéticos, pero
no se menciona el perfil de las cepas aisladas. En Canada, en 2008 se
encontré una frecuencia de cepas multirresistentes del 12.6%.“*° Por lo que
es importante llevar un control de cada centro hospitalario de las cepas
panrresistentes. Existen pocos datos en la literatura sobre la frecuencia de las

cepas panrresistentes.

Un factor importante para la adquisicion de cepas panrresistentes es la
exposicién previa a antibidticos antipseudomanicos.*’*® Lo cual se observé en
todos nuestros aislamientos con cepas panrresistentes, sin embargo, no se
encontré diferencia estadisticamente significativa por ser una muestra
pequefia. Pseudomonas resulta resistente a la mayoria de los antimicrobianos

utilizados en la practica clinica, como resultado de las cepas portadoras de
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plasmidos y de proteinas de la membrana celular externa, que limitan la

penetracién del farmaco al sitio de accion.

De acuerdo a los resultados se observd que los pacientes referidos de otras
instituciones, tienen mayor relacion con la adquisicion de P. aeruginosa, no se
encuentra en la literatura dicho factor asociado. Siendo importante mencionar
la necesidad de mejorar las politicas de uso de los antibiéticos en los hospitales

y asi mejorar las medidas de control de infecciones nosocomiales.*®

Se observo mayor tendencia al uso de invasiones en pacientes con aislamiento
de P. aeuruginosa panrresistentes, lo cual se ha relacionado con la adquisicion
de cepas por diferentes expresion de factores de virulencia. Asi como el lugar
de adquisicion de cepas panrresistentes, siendo mas frecuente en la unidad de
cuidados intensivos (UCI), acorde con el analisis de perfil de P. aeruginosa
resistentes que han mostrado un riesgo de infeccion en la UCI.*® De la misma
manera se encontr6 mayor estancia intrahospitalaria los pacientes con
aislamiento de P. aeruginosa panrresistentes. Otros factores de riesgo
descritos para adquirir infeccion por Pseudomonas en nifios dependen del

estado inmunoldgico, edad, estado de nutricion y enfermedad concomitante.*’

Las infecciones mas frecuentemente encontradas con relacion a cepas
panrresistentes fueron infeccion de vias urinarias, urosepsis e infeccion
relacionada a catéter, que es lo mas frecuente reportado en la literatura, sobre
todo en pacientes sometidos a manipulacion uroldgica, con uropatia obstructiva

o0 que han recibido antibiéticos de amplio espectro.®

La coinfeccion por otro germen en conjunto con P. aeruginosa es frecuente, en
el estudio se observdé mayor mortalidad de los pacientes con aislamiento de
Pseudomonas tanto sensible como panrresistentes y con otro microorganismo,
que aquellos pacientes solo con infeccidn por Pseudomonas. Sin embargo no
es posible atribuir como causa directa de muerte, ya que es dificil conocer con
exactitud cuando la mortalidad se debe a la bacteriemia por pseudomonas, a la
enfermedad de base o a la coinfeccion por otro microorganismo. Esta bien

descrito en la literatura que las pseudomonas pueden adquirir resistencia de
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otros patogenos a través de plasmidos, trasposones y bacteriofagos.21 Cabe
mencionar que en un paciente se documentd colonizacion por P. aeuruginosa
panrresistente, habiendo cursado previamente con cuadro de infeccion por el

mismo germen.*°

De manera general, se observd mayor produccion de biopelicula en los
pacientes con cepas de Pseudomonas aeruginosa sensibles que en las
panrresistentes, sin embargo, en la curva de sobrevida se observa una muerte
mas temprana en los pacientes con cepas panrresistentes con relacion a mayor
produccion de biopelicula. Es importante mencionar que la muestra estudiada
es pequefa para poder establecer asociacion, y en la literatura no se han
encontrado estudios con esta asociacion por lo que se requiere continuar con
ensayos para contrastar la expresion fenotipica de otros factores de virulencia
in vitro en relacién a la evolucion clinica de los pacientes. Es reconocido
ampliamente que la biopelicula esta asociada a infecciones persistentes y
especificamente que las células de la biopelicula pueden ser significativamente
mas resistentes a los antimicrobianos que las pseudomonas planténicas. En la
literatura se reporta que las cepas nosocomiales producen un 60% de
biopelicula, lo cual contrasta con nuestros resultados, ya que en todas las

cepas se encontré produccion de biopelicula.®'?

Los resultados del presente trabajo orienta que las cepas panrresistentes son
un importante problema hospitalario, debido a las limitadas opciones
terapeduticas y a la morbi-mortalidad asociada, sera importante realizar estudios
de campos pulsados para descartar brote en el hospital o documentar una cepa
circulante. Por lo que es muy importante continuar con las medidas de
prevencion, el uso racional de antibidticos para no seleccionar cepas en

pacientes susceptibles, vigilancia epidemiologica de los casos.

A pesar de los estudios de emergencia de cepas panrresistentes son
necesarios analisis prospectivos comparativos para el estudio de los diversos
factores de riesgo. se requiere el desarrollo de nuevos medicamentos para
contrarrestrar las infecciones en las cuales la biopelicula esta involucrada Asi

como establecer estrategias de tratamiento al no contar con antibiéticos. Y el
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uso de herramientas como epidemiologia molecular para tener una mejor

caracterizacion de las cepas.

Finalmente, es importante continuar con la vigilancia epidemiologica, siempre
sera el principal reto el establecer y supervisar el cumplimiento de las
estrategias de prevencion para evitar infecciones nosocomiales, y mejor aun, la

emergencia de cepas panrresistentes.

11. CONCLUSIONES

e La administracién previa de antibiéticos antipseudomonicos es un factor de
riesgo para la adquisicion de cepas de Pseudomonas aeruginosa

panrresistentes.

e La adquisicion de cepas panrresistentes es de origen nosocomial.

e La coinfeccidn de P. aeuruginosa panrresistente con otro germen se asocia

a mayor mortalidad en pacientes con factores de riesgo.

e Pseudomonas aeruginosa tanto panrresistentes como sensibles producen
biopelicula sin diferencia estadisticamente significativa, ni relacion con el

desenlace del paciente

e Se encontrd asociacion no significativa entre las cepas de Pseudomonas
aeruginosa panrresistentes productoras de biopelicula, con muerte mas

temprana que con las cepas sensibles.
e Los pacientes con infeccion por Pseudomonas aeruginosa siguen siendo un

reto para el tratamiento debido a la expresién de diversos factores de

virulencia asi como a su susceptibilidad a los antimicrobianos.
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