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1. INTRODUCCION

El control de las infecciones contraidas en las unidades de atencion a la salud
debe de ser una prioridad para todos los paises, ya que si se mantiene un bajo
indice de estas infecciones se lograrian disminuir los altos gastos econdémicos que
se generan y de manera mas importante proporcionar una buena atencion a la

salud que repercuta en aumentar el bienestar de los pacientes.

Alrededor del mundo se han establecido diferentes estrategias para combatir la
propagacion de los diferentes agentes etioldgicos que causan infecciones dentro
de los hospitales, y gracias a esto se ha logrado controlar en alguna medida el
contagio entre pacientes y personal de salud, pero aun con todo esto, dichos
agentes han encontrado la manera de adaptarse a las nuevas medidas
establecidas, es por ello que se debe de mejorar constantemente las técnicas para
su control. Si a esto se le suma el aumento y aparicion de nuevos mecanismos de
resistencia cada vez mas complejos hacia diferentes antibidticos, incluyendo los
de ultimas generaciones, los gastos futuros que se invertiran en el sector salud a

nivel mundial podrian aumentar considerablemente.

El presente estudio pretende aportar datos estadisticos sobre la prevalencia y
resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas en muestras de secreciones
biologicas obtenidas de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria con el fin de
ayudar a prevenir y controlar la propagacion de bacterias con gran resistencia y de

esta manera actuar en el rapido mejoramiento en la salud de los pacientes.

Victor Irving Marroquin Canales




2. RESUMEN

El principal reto que presentan todas las instituciones de salud a nivel mundial es
el control de las infecciones nosocomiales ya que esta condicién ademas de llevar
problemas econdémicos a dichas instituciones debido a que se amplian las
estancias hospitalarias de los pacientes, el aumento de las pruebas adicionales de
laboratorio, el gasto en medicamentos para combatir la infeccidn, también afectan

el estado de salud de los pacientes y familiares.

Con todo lo realizado en este estudio se pudo obtener un panorama amplio sobre
las bacterias que se aislan de los cultivos de secreciones y su sensibilidad hacia
los antibidticos empleando tanto técnicas manuales como automatizadas del
sistema BD Phoenix 100; de tal forma que fue posible tener datos epidemiologicos
sobre las 502 muestras de secreciones de herida quirargica, de dispositivo, de piel
y de mucosas. En este aspecto fue posible identificar y hacer un comparativo entre
las muestras de secreciones obtenidas de pacientes internos asi como de
pacientes externos y con esto observar el comportamiento de las bacterias mas
frecuentes en el ambito hospitalario; ya que se encontraron diferencias sobre la
frecuencia de aislamiento de una bacteria, asi como su sensibilidad antimicrobiana

en estos dos tipos de pacientes.

Las bacterias con mayor porcentaje de aislamientos en las muestras de pacientes
internos fueron Pseudomonas aeruginosa (14%), Staphylococcus aureus (14%),
Staphylococcus epidermidis (12%), Escherichia coli (11%), Enterococcus faecalis

y Klebsiella pneumoniae (8%), Enterobacter cloacae y Enterococcus faecium (3%)

Victor Irving Marroquin Canales




y en pacientes externos fueron Staphylococcus aureus (23%), Escherichia coli
(11%), Enterococcus faecalis (10%), Staphylococcus epidermidis (9%),
Pseudomonas aeruginosa (7%), Enterobacter cloacae (6%), Klebsiella
pneumoniae (5%). De esta manera se observa una diferencia en la prevalencia de

las bacterias dependiendo del tipo de paciente.

En las pruebas de sensibilidad, se observé una mayor sensibilidad de las bacterias
hacia los diferentes grupos de antibiéticos, en especial de bacilos Gram negativos
(P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli), aisladas de pacientes externos con
respecto a las bacterias de pacientes internos. En el 100% de las cepas de
Staphylococcus aureus y de las de Staphylococcus epidermidis se identifico la
presencia del gen mecA (mutacion en proteinas de unién a penicilina [PBP]) como
el principal mecanismo de resistencia en ambos tipos de pacientes; mientras que
para Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli se encontré un alto porcentaje de
cepas que presentaron BLEE (B-lactamasa de espectro extendido) como principal

mecanismo de resistencia en pacientes internos.

Debido a la gran rapidez con la que las bacterias se adaptan al medio hospitalario
es de enorme importancia el seguimiento, por parte de las instituciones de salud,
de los agentes causantes de las infecciones y de la respuesta hacia los
antimicrobianos que se administran al paciente, comprendiendo asi que dichas
infecciones pueden ser ocasionadas principalmente por agentes patdgenos
intrahospitalarios, los cuales pueden ser transmitidos por diferentes mecanismos

hacia los pacientes y el personal de la salud.

Victor Irving Marroquin Canales




3. MARCO TEORICO

Microbiota normal
Un cuerpo humano tipico contiene 1x10"® células corporales y alberga alrededor

de 1x10™ células bacterianas (10 veces mas células bacterianas que humanas).
La biota normal es el conjunto de microorganismos que se encuentran en sitios
particulares del cuerpo humano en individuos sanos. La biota transitoria es aquella
gue se establece y coloniza sin producir enfermedad. La biota residente es la que

se encuentra en forma invariable por semanas o meses en un sitio particular® 2.

Tan solo determinadas superficies del cuerpo humano (piel, conjuntiva, cavidad
nasal, boca, tracto gastrointestinal y genitales) poseen una microbiota bacteriana
normal (cuadro 1). EIl crecimiento de la biota normal del cuerpo humano es muy
importante en la microbiologia diagnéstica, sobre todo para determinar la
importancia clinica de los microorganismos que se aislan de las muestras de los
pacientes. La colonizacion puede ser el Gltimo paso en el establecimiento de una
relacion prolongada, mutuamente beneficiosa (comensalismo) o inofensiva entre
un colonizador y el huésped humano. Por otra parte puede ser el primer paso en el
proceso de desarrollo de una infeccibn y una enfermedad, esto Ultimo
dependiendo de las caracteristicas del huésped y del microorganismo. La
infeccion es la invasion o colonizacién del cuerpo por microorganismos patégenos;
la enfermedad aparece cuando la infeccién produce algun cambio del estado de
salud. La enfermedad es un estado anormal en el que parte del cuerpo (o todo el
cuerpo) no esta ajustado en forma adecuada o es incapaz de realizar las

funciones normales® “.

Victor Irving Marroquin Canales




En general los miembros de la biota transitoria tienen poco significado, mientras la

biota residente normal permanezca intacta. Sin embargo, si la biota residente se

altera, los microorganismos transitorios pueden colonizar, proliferar y producir

enfermedad.

Cuadro 1. Miembros de la microbiota normal segun la region anatomica del

cuerpo®.
Regién anatdmica Microbiota Defensa del
huésped
Estafilococos: (S. epidermidis S.
hominis, S. capitis, S. auricularis, S. | -Resequedad

haemolyticus, S. simulans, S. xylosus,
S. warneri, S. lugdunensis)

-Acidos grasos
-Sudor (Lisozimas,

Piel Peptostreptococcus asaccharolyticus |y elevadas
Corynebacterium jeikeium, concentraciones de
Propionibacterium acnes NacCl)
Streptococcus sp, Micrococcus sp - Descamacion
Acinetobacter calcoaceticus,
Alicaligenes sp
-Moco
Nariz Staphylococcus aureus, -Cilios
Staphylococcus epidermidis, -Vibrisas
Difteroides -Estornudo
Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis
Streptococcus salivarius
Neisseria flevescens, Neisseria
subflava -Saliva (humecta,
Neisseria sicca lisozimas,
Boca Actinomyces israelii lactoferrina,
Lactobacillus casei, Lactobacillus lactoperoxidasas)

acidophilus
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Bacteroides sp
Treponema denticola, Treponema
orale
Mycoplasma salivarium
Candida sp
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Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, -Tos
Garganta Streptococcus pneumoniae, -Esputo
Haemophilus sp, Neisseria sp,
Difteroides
Staphylococcus epidermidis
Oido Corynebacterium sp, -Cerumen
Propionibacterium acnes -Constitucion
Streptococcus viridans anatomica
Moraxella (Branhamella) catarrhalis
Staphylococcus epidermidis, -Lagrimas
Conjuntiva Staphylococcus aureus, (humectan,
Propionibacterium sp, lisozimas,

Corynebacterium sp, Streptococcus
sp, Micrococcus sp, Difteroides

lactoferrinas)

Aparato genito-

Staphylococcus sp, Micrococcus sp,
Enterococcus sp, Lactobacillus sp,
Bacteroides sp, Pseudomonas sp,

-Miccioén
-Orina
-Mucosa vaginal

urinario Proteus sp, Klebsiella sp, Difteroides | -Fluidos vaginales y
en la uretra; Lactobacillus sp, seminales (acidez,
Bacteroides sp, Staphylococcus sp, | lactoferrina)
Streptococcus sp, Clostridium sp,
Candida albicans, en la vagina.
-Mucosa
gastrointestinal
Escherichia coli, Bacteroides sp, -Transito intestinal
Tracto Fusobacterium sp, Lactobacillus sp, | (peristaltismo)

Gastrointestinal

Enterococcus sp, Bifidobacterium sp,
Enterobacter sp, Citrobacter sp,
Proteus sp, Klebsiella sp,
Pseudomonas sp, Candida sp

-Acidez gastrica
-Flora comensal
bacteriana
-Enzimas
duodenales
-Bilis

Bacterias patégenas

Los microorganismos que causan infecciones y enfermedades se denominan

patdogenos Yy las caracteristicas que

les permiten causar enfermedad se

denominan factores de virulencia. La mayoria de estos factores protegen al
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microorganismo contra el ataque del huésped. Los términos patogenicidad vy
virulencia reflejan el grado de capacidad de causar enfermedad de un
microorganismo; es decir, un microorganismo de patogenicidad elevada muy
probablemente cause enfermedad cuando se encuentre con el huésped®. La
virulencia es una medida cuantitativa de la patogenicidad y se mide por el nUmero
de microorganismos necesarios para causar una enfermedad, es decir, es el grado

de patogenicidad.

Factores de virulencia

Los factores de virulencia bacterianos son componentes estructurales o
producidos por bacterias que le permiten al microorganismo perjudicar al huésped.
Algunos estdn asociados con la célula mientras que otros pueden ser

extracelulares.

1.- Adhesinas: Su funcion principal es la adherencia. La mayoria de las
adhesinas son proteinas, pero también estan implicados carbohidratos y acidos
teicoicos. La naturaleza quimica de los receptores no se conoce con el mismo
detalle debido a la mayor dificultad de aislamiento pero se sabe que dos de los
receptores mas comunes, la manosa y la fibronectina, se encuentran presentes
ampliamente en las superficies de las células epiteliales humanas. La mayoria de
las bacterias expresan mas de un tipo de adhesinas tipo fimbrias. Las adhesinas
gue no son fimbrias son denominadas adhesinas afimbriales y algunos ejemplos
son: proteinas de membrana externa de las bacterias Gram negativas, acidos

lipoteicoicos de bacterias Gram positivas y proteinas F y M de Streptococcus sp.
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La adherencia es un proceso especifico en el que intervienen las estructuras de la
superficie celular bacteriana (adhesinas) y los receptores complementarios de la
superficie de las células huésped (Figura 1); y es un paso necesario para la
patogenicidad bacteriana, ya que si no se adhieren, suelen ser eliminadas por

secreciones mucosas Yy otros liquidos que bafian las superficies de los tejidos® " 8.

@ @ /P|I|s‘
x — x — Proteina de unién

Recepto res’ ;

Membrana de b

célula hospedera™

Recubrimiento de la superficie

Figura 1. Unién de las proteinas de union (adhesinas) a la superficie de las células
hospederas. (Modificado de: Kenneth R, George R, Wiliam D, Nafees A, Plorde J.
Sherris medical microbiology. 52 ed. McGraw Hill Professional; 2010.).

2.- Biopeliculas (biofilms): En ellas, las bacterias se encuentran englobadas por
una membrana viscosa de polisacaridos que mantiene a las células unidas entre si
y a la superficie; la composicion exacta varia segun los microorganismos
presentes, pero, por lo general, consta de polisacaridos, proteinas, glucolipidos y
ADN bacteriano. Pueden estar formadas por una sola especie de bacterias o por

varias especies en conjunto. Algunas veces participan los hongos, incluidas las
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levaduras (Figura 2). Algunas de las bacterias de la biopelicula exhiben gran
resistencia a los antimicrobianos frente a la misma cepa de bacterias cultivadas en
caldo, lo que ayuda a explicar la razén por la que es tan dificil tratar las infecciones
en las que participan biopeliculas. Las biopeliculas colonizan estructuras como
dientes, catéteres, protesis extensibles, lentes de contacto, alveolos, entre otros.
Los expertos de los CDC (Centers for Disease Control and Prevention) estiman

que el 65% de las infecciones bacterianas humanas se relacionan con

biopeliculas™ " °.

Figura 2. Formacién de una biopelicula polimicrobiana (Modificado de: Phillips L, Wolcott
D, Fletcher J, Schultz S. Biolfiims Made Easy. Wound International. 2010;1(3)).

3.- Cépsula: Por lo general estan formadas de polisacaridos que forman una capa
homogénea, uniforme y bien definida alrededor del cuerpo bacteriano. Su principal

papel es la de proveer proteccion a la bacteria frente a las respuestas inmunitaria
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y fagocitaria del huésped, ya que no puede ser opsonizada por C3b y de esta

manera evita ser fagocitada. La capsula es denominada como antigeno K% " °.

Fondo Capsulas Bacterias

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Figura 3. Observaciéon microscépica de la tincion de una bacteria que presenta capsula.
Disponible en: http://academic.pgcc.edu/~kroberts/Lecture/Chapter%204/gramstain.html

4.- Glicocédlix: es una malla de polisacarido no forme, su principal funcién es la
adherencia. El glicocalix participa en la adherencia bacteriana a las superficies en
su entorno, lo que incluye células hospedadoras.

5.- Sideré6foros: Son péptidos de bajo peso molecular cuya funcion es la

captacion del hierro; debido a la alta afinidad del sideréforo por el Fe** es posible
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gue puedan competir no soélo por el hierro libre, sino también arrebatarlo de las
fuentes de reserva del hospedador como es la ferritina, lactoferrina y otros
compuestos que contengan hierro. Uno de los principales grupos de sideréforos
consiste en derivados del acido hidroxamico (—~-CONH20H), los cuales producen la
quelacion intensa de Fe**. Algunos ejemplos son: enterobactina (tipo fenolato) y
aerobactina (tipo hidroxamato). Escherichia coli produce tanto la enterobactina
como la aerobactina, esta ultima es mas efectiva en la competencia por el hierro

ya que se une a la albumina y de esta forma obtener todo el hierro necesario.

En las bacterias Gram positivas el complejo sideréforo-Fe** es reconocido por
proteinas especificas ancladas en la membrana plasmatica y posteriormente
transportado al interior de la célula por el complejo ABC(ATPasa de tipo ABC (ATP
binding cassette))-dependiente de permeasas. En bacterias Gram negativas el
complejo sideréforo- Fe** es transportado activamente hacia el interior de la célula
por la accién de proteinas especificas que se encuentran en la membrana externa,
el periplasma y la membrana interna. Una vez en el citoplasma, el hierro se libera
y el sideréforo puede salir de la célula y utilizarse de nuevo para el transporte de
hierro (Figura 4). Las bacterias Gram negativas carecen de un gradiente de iones
o ATP establecido para generar la energia requerida para el transporte. Este
requerimiento energético es obtenido a través del acoplamiento de la fuerza proton
de la membrana citoplasmatica a la membrana externa a través de las proteinas

TonB, ExbB y ExbD.
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Las bacterias pueden adquirir el hierro directamente del grupo hemo por tres
mecanismos diferentes, debido a que esta forma de captacion es similar al de un

sideré6foro se le denomina hemoéforo®%1L,

complejo sideréforo- Fe¥*

T
A c Fe¥* c Fe¥* B
Y

3+
Receptor c Fe
Proteina especifica u

Figura 4. Proceso mediante el cual ingresa el complejo sideréforo-Fe®" al citosol
bacteriano en bacterias Gram negativas (A) y Gram positivas (B). (Modificado de: Attardo
C, White D. Emerging strategies in microbial haem capture. Molecular Microbiology. 2001,
39(1):1-11.).

6.- Enzimas:

- Hialuronidasa: despolimeriza el &cido hialurdnico el cual es el responsable de la
adhesion célula-célula. Esta enzima promueve la diseminacion a través del tejido

conectivo.

- Colagenasa: esta enzima permite degradar la matriz de coladgeno que forma el

tejido conectivo de musculo y otros 6rganos.
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- Coagulasa: Enzimas que coagulan el fibrinbgeno de la sangre, dicho coagulo

puede proteger a la bacteria de la fagocitosis.

- Cinasas: enzimas que degradan la fibrina, y por lo tanto digieren los coagulos.

- Citolisinas: que lisan eritrocitos (hemolisinas) o leucocitos (leucocidinas).

7.- Sistemas de Secrecion tipo lll: Las bacterias patdgenas penetran a través de
las mucosas, las estructuras que promueven su endocitosis son proteinas
expuestas en la superficie de la bacteria llamados sistemas de secrecion, el mas
descrito de este grupo es el sistema de secrecion tipo Ill encontrado en algunas
bacterias Gram negativas (Bordetella, Yersinia, Salmonella, Shigella, E. coli). El
aparato de secrecion tipo Il es similar en tamafio y morfologia al flagelo
bacteriano (Figura 5), y sirve como conducto de unién entre la célula bacteriana y
la célula eucariota huésped; a través de este conducto hueco son liberadas de
manera directa y en un proceso dependiente de ATP, desde el citosol bacteriano
hacia el citosol eucariota, las proteinas especializadas (también llamadas
efectoras); algunos patégenos que no presentan un sistema de secrecion utilizan
el poro flagelar para secretar proteinas de virulencia, y una vez terminado el

flagelo que se ensambla en ese momento, cesa la secrecion de otra proteinas.

Una vez formado el conducto, la exportacion de algunos sustratos es facilitada por
proteinas chaperonas, las que se propone mantienen a las proteinas en una
conformacién adecuada para la secrecién, previniendo ademas la agregacion
prematura en el citosol (Figura 6). Un niamero considerable de efectores afectan

los mecanismos de sefalizacibn asociados a la membrana celular eucariota
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afectando especificamente a la proteina del huésped, polimerizan la actina celular
estimulando a la célula eucariota para que se invagine y capte las bacterias por
medio del mecanismo de cierre o disparo, lo que le permite a la bacteria penetrar
en la célula y pasar a la célula adyacente; de igual forma puede modificar los
patrones de fosforilacién, suprimiendo las defensas del huésped, facilitando la
translocacion de los efectores, y en algunos casos ser procesados por la célula

hospedera la cual puede activarlos*?*3141>:18,
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CUERPO BASAL DEL FLAGELO CUERPO BASAL DEL SST3

13 nm

80 nm

—
12nm%
”'ngonm

% --«<N~n¢v"r'ﬁ(ﬂrﬁa%r;;l'

Figura 5. Representacién de las estructuras que forman el cuerpo basal del flagelo y del
sistema de secrecion tipo Ill. En la parte inferior se muestran fotografias al microscopio
electrénico de cada una de estas estructuras. (Modificado de: Gonzalez B, Dreyfus G.
Sistemas de secrecion de proteinas en las bacterias Gramnegativas: biogénesis flagelar y
translocacion de factores de virulencia. Mensaje bioquimico. 2003; 27(1):45-63).

Victor Irving Marroquin Canales

15



Membrana de
célula hospedera |

Sistema de
Estructura en translocacion

punta de aguja

Pared celular | § | /SNNSNSE

ATPasa ' i /
Proteina Proteina /
chaperona efectora

Figura 6. Se observa la estructura de un Sistema de Secrecion tipo Il y el proceso
mediante el cual se translocara una proteina efectora desde el citosol bacteriano al citosol
de la célula hospedera. (Modificado de: Galan J, Wolf-Watz H. Protein delivery into
eukaryotic cells by type Il secretion machines. Nature. 2006; 444(7112): 567-573).

8.- Endotoxinas: Son los lipopolisacaridos de las bacterias Gram negativas se
derivan de las paredes celulares y a menudo se liberan durante la lisis bacteriana,
presentan poca antigenicidad y son termoestables. La endotoxina se une a los
receptores especificos (CD14 y TLR4) de los macrofagos, los linfocitos B y otras
células con el fin de estimular la produccién y la liberacion de IL-1, TNF-q, IL-6 y
prostaglandinas. La presencia de endotoxinas provoca fiebre, hipotension
leucopenia, coagulacion intravascular diseminada y cuando se encuentran en

sangre puede llegar a producir shock séptico e incluso la muerte” °.
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9.- Exotoxinas: Son polipéptidos y se excretan al exterior principalmente por

bacterias Gram positivas y en menor proporcion por Gram negativas, son toxinas

muy potentes, termolabiles en su mayoria y con alta antigenicidad, son el grupo de

sustancias mas letales que se conoce. Se dividen en dos tipos principales:

Toxinas A-B. Estas toxinas estan compuestas de dos subunidades; la
subunidad B sirve para facilitar la union especifica de la molécula a los
receptores (glicoproteinas o glucolipidos) de la célula huésped y la
subunidad A se transporta al interior de la célula mediante fusién directa o
endocitosis. Dentro de la célula, la subunidad A cataliza la modificacion
enzimatica de una proteina blanco, lo cual afecta bastante a esta proteina
como para hacerla incapaz de llevar a cabo su funcién. La subunidad B es
el responsable de la especificidad de las exotoxinas. Una exotoxina
determinada, Unicamente afecta aquellos tejidos en los que existen
receptores adecuados. Algunos efectos comprenden desde la diarrea hasta
la pérdida de la funcién neuronal y la muerte® ’.

Superantigenos. Son antigenos (de origen bacteriano o viral) que provocan
una respuesta inmunitaria muy intensa ya que estimulan en forma no
especifica la proliferacién policlonal de linfocitos T CD4*. Cuando se
absorben al torrente sanguineo, estas toxinas pueden enlazarse de manera
directa a la cadena a, a la cadena B o a ambas de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad del tipo Il (MHC I1l) localizadas en
células presentadoras de antigenos (sin procesar) y a la region variable de

la cadena 3 del receptor de linfocitos T; en respuesta a los superantigenos
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los linfocitos T son estimulados para liberar grandes cantidades de
citocinas, principalmente IL-6 y TNF-a, (Figura 7). Las concentraciones
excesivamente elevadas de citocinas ingresan al torrente sanguineo y dan
origen a varios sintomas, por ejemplo, fiebre, nauseas, vomitos, diarrea,
shock e incluso la muerte. Esta estimulacién de los linfocitos T por un
superantigeno puede originar también la muerte de los linfocitos T
activados, lo que da lugar a la pérdida de clones especificos de linfocitos T

y la desaparicion de sus respuestas inmunitarias®’ "8,

Victor Irving Marroquin Canales

18



© o 000 80
o o go %O
o 0 Linfocito T %~ 0 0
00 _0
Citocinas CD4+ 0 QO O
oY o0l
S 6940
0 O
TCR Superantigeno
Antigeno MHC 11

Figura 7. Interaccion de un antigeno convencional (izquierda) y un superantigeno
(derecha) con el complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC Il) de una célula
presentadora de antigeno (APC) y el receptor de células T (TCR) de linfocitos T CD4+

Vias De Transmisioén

La puerta de entrada mas frecuente de las bacterias patdgenas al cuerpo, son los
sitios donde las mucosas se unen a la piel: los conductos respiratorios,
gastrointestinales, genitales y urinarios. Las partes lesionadas de la mucosa y la

piel como heridas y quemaduras.
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La via respiratoria representa la puerta de entrada mas facil y mas utilizada por los
microorganismos infecciosos: Los microbios son inhalados hacia el interior de la
nariz o la boca en gotas de humedad y particulas de polvo. También pueden
ingresar en el tubo digestivo con los alimentos, el agua y a través de los dedos
contaminados. El aparato genitourinario es la puerta de entrada para los
patégenos que ingresan durante la actividad sexual. La piel intacta es
impenetrable para la mayoria de los microorganismos; algunos ingresan en el

cuerpo a través de las aberturas y lesiones cutaneas.

Otros microorganismos acceden al cuerpo cuando son depositados directamente
en los tejidos que se encuentran debajo de la piel o en las mucosas cuando estas
barreras son perforadas o lesionadas (punciones, inyecciones, cirugias,

traumatismos, cortes, entre otros)? °.
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Cuadro 2. Principales agentes etiolégicos causantes de infecciones en
diferentes regiones anatomicas.

Tipo de Infeccion

Microorganismo

Cutaneas
Impétigo Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus
Foliculitis Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Furdnculos Staphylococcus aureus
Celulitis Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus

Hemophilus influenzae

Ulceras crénicas

Treponema pallidum, Haemophilus ducreyi, Nocardia ssp

Corynebacterium diphtheriae, Bacillus anthracis,
Mycobacterium

Herida

Traumatismos Clostridium sp, Enterobacterias, Pseudomonas
aeruginosa
Quirdrgicas Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Enterobacterias
Quemaduras Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Enterobacterias

Oculares

Dacriocistitis

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus.

Conjuntivitis, queratitis,
gueratoconjuntivitis

Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae,
Hemophilus aegyptus, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Chlamydia trachomatis,

Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis.
Pseudomonas fluorescens Pseudomonas aeruginosa

Oftalmia neonatal

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae.

Endoftalmitis

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.

Coriorretinitis

Mycobacterium tuberculosis.

Senos paranasales

Sinusitis aguda

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Hemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes,
Moraxella catarrhalis.

Sinusitis crénica

Los mismos de sinusitis aguda ademas de bacterias
Gramnegativas y Grampositivas.

Oticas

Otitis externa

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus sp.

Otitis media aguda

Menor de tres meses
de edad

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae.

Mayor de tres meses
de edad

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Hemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes,
Moraxella catarrhalis.
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Otitis media cronica

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Hemophilus influenzae, Proteus ssp, Moraxella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae.

Vias respiratorias altas

Faringitis o amigdalitis

Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pyogenes,
Corynebacterium diphtheriae.

Vias respiratorias medias

Neisseria gonorrhoeae, Hemophilus influenzae,

Epiglotitis Streptococcus pneumoniae, Corynebacterium

diphtheriae.
Traqueitis Hemophilus influenzae, Staphylococcus aureus
Bronquitis Bordetella pertussis, Hemophilus influenzae,

Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae.

Vias respiratorias bajas

Neumonia aguda

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Hemophilus influenzae, Legionella sp, Pseudomonas
aeruginosa.

Neumonia crénica

Nocardia sp, Mycobacterium tuberculosis,
otras micobacterias.

Absceso pulmonar

Actinomyces sp, Nocardia sp, Staphylococcus aureus

Vias urinarias

Cistitis, uretritis,
prostatitis

Escherichia coli, Proteus sp, Klebsiella sp, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus.
Enterococcus.

Sistema Nervioso Central

Meningitidis

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,

Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae, Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus.

3.1 INFECCIONES EN SECRECIONES

Debido a que el estudio realizado Unicamente trata del analisis bacteriolégico de

distintas secreciones como son las de piel, heridas quirargicas, mucosas Yy

dispositivos, se entrara en profundidad a la investigacion bibliografica de este tipo

de infecciones.
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Infeccion de herida quirurgica (IHQ)

Existe una amplia variedad de microorganismos que residen en la piel y las
membranas mucosas del cuerpo ademas de los que se encuentran en el medio
ambiente, estos organismos entran en el cuerpo a través de heridas en la piel o
membranas mucosas, a través de heridas causadas por un traumatismo o
picaduras (exdgenos) o como una complicacion de una cirugia o implantes de un
cuerpo extrafio (endogenas), o pueden ser distribuidos a través del sistema
vascular (hematégena). Las infecciones agudas de las heridas son normalmente
causadas por dafios externos a la piel intacta, tales como los producidos durante
la cirugia o por traumas y picaduras®®.

La definicion de infeccibn de una herida quirdrgica es principalmente clinica:
secrecion purulenta alrededor de la herida o del sitio de insercion del tubo de
drenaje o celulitis difusa de la herida. La incidencia varia de 0,5 a 15% segun el
tipo de operacion y el estado subyacente del paciente.

La infeccion suele contraerse durante la propia operacion, ya sea en forma
exdgena (es decir, del aire, el equipo médico, los cirujanos y otro personal
médico), endogena (de la flora de la piel o del sitio de la operacién) o, en raras

ocasiones, de la sangre empleada en la intervencién quirtrgica®.

Se sospecha que las biopeliculas también se encuentran en las heridas y son las
que retrasan la curacion de algunas de ellas. En estudios de microscopia
realizados en biopsias de heridas cronicas se observéd que el 60% de las muestras
contenia estructuras de biopelicula en comparacion con solo el 6% de biopsias

realizadas de heridas agudas®. Dado que las biopeliculas se consideran un
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importante factor causante de multiples enfermedades inflamatorias cronicas, es
probable que casi todas las heridas cronicas tengan comunidades de biopeliculas,
al menos, en una parte del lecho de la herida. Hace relativamente poco tiempo
que las biopeliculas han sido aceptadas de forma general como un factor que
puede contribuir en el retraso de la cicatrizacion de las heridas de la piel®*.

La guia para la prevencion de la infeccion del sitio quirargico, emitida por los CDC
clasifica la infeccion de la herida quirdrgica como incisional (afectando a la piel, el
tejido subcutdaneo o fascias profunda y el tejido muscular) u érgano/espacio,
implicando cualquier érgano interno o espacios anatémicos®®. A su vez las
incisionales se dividen en dos tipos: superficial, si s6lo afecta a piel y el tejido
celular subcutaneo, y profunda si afecta a los tejidos blandos profundos de la
incision?”.

En Estados Unidos se realizan hasta 15 millones de procedimientos anualmente,
de los cuales se estima que hasta 500,000 desarrollan IHQ?, lo que incrementa
los dias de estancia hospitalaria de 7 a 13 y los costos de 2.6 a 3 veces mas por
paciente?®. Estas Infecciones aumentan los costos debido a la prolongada
hospitalizacion, pruebas diagnosticas adicionales, el tratamiento antibiotico
terapéutico, y, rara vez, una cirugia adicional.

Un estudio realizado en Estados Unidos en 2009, estim6 que las IHQ extendieron
la duracion de la estancia hospitalaria en un promedio de 9,7 dias y el aumento de
los costos en $20,842 délares por admision®’.

La microbiologia varia segun el grado de contaminacion de la herida, asi en las
operaciones limpias, son mas frecuentes los gérmenes Gram positivos. El

Staphylococcus aureus constituye el patdégeno principal. En las heridas sucias
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infectadas es frecuente encontrar como colonizadores, microorganismos como la
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacteroides fragilis, Clostridium sp. y
estreptococos. En los abscesos e infecciones intrahospitalarias la microbiota del
sitio operatorio es diferente; son gérmenes multirresistentes, como Pseudomonas
sp, Enterobacter sp y Enterococcus sp® . A pesar de la frecuencia y la
prevalencia de los anaerobios enddégenos en las infecciones de la herida
quirurgica, los CDC han reconocido a Staphylococcus aureus, estafilococos
coagulasa negativos, Enterococcus sp, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, y Enterobacter sp como los patégenos mas frecuentemente

aislados®.

Infecciones de piel

La piel es un 6rgano que esta sometido a traumatismos menores que pasan
inadvertidos, pero que destruyen su integridad y permiten a los agentes ganar
acceso a sus capas mas profundas desde el ambiente externo®. En condiciones
normales existe un constante equilibrio entre microorganismo y huésped, de
manera que la eliminacién de ese equilibrio puede favorecer el desarrollo de
infeccion. Algunos factores que pueden alterar este equilibrio y favorecer las
infecciones cutaneas son la humedad, el aumento de temperatura, diversas
enfermedades o inmunosupresion, o el uso de antibiéticos. Las infecciones de piel
y tejidos blandos son una de las infecciones mas prevalentes en la poblacion
pediatrica por su facilidad de diseminacion y la frecuencia con la que los niflos

presentan lesiones cutaneas.
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Las infecciones de piel se definen segun la localizacion de las mismas

independientemente del microorganismo que las produce®:

*

Foliculitis: Infeccion de los foliculos pilosos casi siempre secundaria a
Staphylococcus aureus aunque también puede deberse a Pseudomonas
aeruginosa®.

Furunculosis: Nodulo inflamatorio profundo, pueden producir bacteriemia
principalmente por Staphylococcus aureus™.

Impétigo: Infeccion de la epidermis, y es la infeccién cutdnea mas frecuente
en pediatria. Tanto la costra como el exudado seroso contiene numerosos
Streptococcus pyogenes infecciosos® .

Ectima: Streptococcus pyogenes es la bacteria responsable, aunque
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Enterobacter sp, Proteus sp. se han aislado en multiples ocasiones™.
Sindrome Estafilococico de la Piel Escaldada (SEPE): Forma sistémica de
impétigo producido por la diseminacion sistémica de las toxinas exfoliativas
A'y B de Staphylococcus aureus. La mortalidad del cuadro en nifios es baja
(< 5%), la mayoria de los casos se producen en menores de 5 afios al no
haber desarrollado anticuerpos protectores frente a las toxinas
estafilococicas y tener un aclaramiento renal menos efectivo. Puede
aislarse Staphylococcus aureus del cultivo nasal, faringeo o conjuntival (no

en lesiones)®.
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Infecciones de mucosas

Tipo de infecciones que se presenta en menor frecuencia como las que ocurren en
0jo, oido, nariz, faringe, boca, aparato genial, etcétera.

La sinusitis nosocomial se ha descrito como factor de riesgo para neumonia
nosocomial, infeccion del sistema nervioso central y bacteriemia, lo que remarca la
importancia de un diagnostico precoz para evitar las complicaciones infecciosas.
Dentro de los microorganismos mas frecuentemente implicados en la etiologia de
la sinusitis nosocomial estdn Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii y las Enterobacterias. La mortalidad asociada a sinusitis
nosocomial puede ser tan alta como del 11%, aunque la morbilidad y mortalidad
han demostrado ir en descenso, resultado de un diagndéstico y tratamiento mas
tempranos®..

La conjuntivitis es una de las infecciones oculares mas comunes en la infancia.
Las bacterias causantes mas frecuentemente aisladas de pacientes son
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter sp., Haemophilus influenzae,
Pseudomonas sp., Acinetobacter sp®* 3.

La otitis media aguda (OMA) es un tipo de infeccibn del oido generalmente
dolorosa y que puede curarse con un tratamiento a base de antibibticos. Las

bacterias que generalmente causan la OMA son las Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis®.
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Infecciones por dispositivo

Los catéteres vasculares, por definicion, son dispositivos capaces de realizar un
proceso de retroalimentaciéon entre el cuerpo humano y el medio ambiente
externo. La insercion de un catéter puede comprometer seriamente los
mecanismos de defensa del paciente hacia la infeccion; de hecho, cruzar la
barrera de la piel proporciona una ruta directa de la invasién de bacterias y otros
microorganismos. La insercion del catéter puede también, directa o
indirectamente, disminuir las defensas locales del paciente; estudios in vivo han
demostrado que la fagocitosis y la actividad bactericida de las células del sistema
inmune disminuyen en la presencia de dispositivos hechos de poli-tetra-
fluoroetileno y materiales poli-metil-metacrilato. La mayor o menor frecuencia de
aislamiento de los diferentes patdgenos depende tanto del tipo de dispositivo
utilizado y de la zona del cuerpo en cuestién. El mayor nimero de infecciones es
causada por Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y otros
estafilococos coagulasa negativos (SCN); seguida de otros Gram positivos
(Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, etc.) y por Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, etc.)**.

La prevencién de las infecciones nosocomiales constituye una responsabilidad de
todas las personas y todos los servicios proveedores de atencion de salud. Todos
deben trabajar en cooperacion para reducir el riesgo de infeccion de los pacientes
y del personal. La prevencion del riesgo para los pacientes y el personal es una
preocupacion de todos en el establecimiento y debe contar con el apoyo de la alta

administracion.
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3.2 CARACTERITICAS DE LOS MICROORGANISMOS MAS FRECUENTES
AISLADOS EN SECRECIONES

» Pseudomonas aeruginosa

Mas del 95% de las cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras
clinicas pueden identificarse observando la presencia de las siguientes
caracteristicas primarias: Bacilo Gram negativo, crecimiento a 42°C, oxidasa
positivo, olor tipico similar a uvas o a tortilla de maiz, reduccion de nitratos a
nitritos, agar TSI alcalina/sin cambio (K/NC), morfologia colonial: En agar sangre
aparecen como colonias grandes con brillo metalico, mucoides, rugosas o
pigmentadas y a menudo B-hemoliticas (Figura 8). En agar MacConkey aparecen
como lactosa negativas con pigmentacion verde o brillo metalico. Algunas cepas
pueden producir pigmentos como, piocianina (azul), piorrubina (rojo), piomelanina

(pardo), pioverdina (amarillo).
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Figura 8. A) Morfologia microscépica en la cual se observan Bacilos Gram negativos. B)
Caracteristicas macroscopicas de Pseudomonas aeruginosa en medio ASC5% con el
caracteristico brillo metalico. C) Se observa la B-hemdlisis producida en ASC5%.

Pseudomonas aeruginosa es patdgena solo cuando se introduce en zonas
desprovistas de defensas normales, por ejemplo, cuando hay lesién del tejido en
mucosas y piel; cuando se utilizan catéteres intravenosos o sondas urinarias; o
cuando hay neutropenia, como en el caso de quimioterapia antineoplasica. La
bacteria se adhiere a las mucosas o la piel y las coloniza, produce invasion local y

enfermedad sistémica.
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Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa

Se pueden agrupar como:

Los factores de colonizacién: incluyen fimbrias, que se encuentran en todas

las cepas, y el glicocélix que se localiza en la superficie de la pared y que

contribuye al anclaje de la bacteria en las células de los tejidos. Alginato

que es un exopolisacarido mucoide que forma una capsula prominente

sobre la superficie bacteriana.

La endotoxina de la pared, que es un lipopolisacarido que causa necrosis

focal en el sitio de colonizacion.

Sustancias extracelulares:

Dos hemolisinas las cuales llevan la destruccion total de los
eritrocitos. Una es un glucolipido (termoestable) y la otra una
fosfolipasa C (termolabil) la cual es de dos tipos: una hemolitica
(PLC-H) y otra no hemolitica (PLC-N); ambas degradan la
fosforilcolina, constituyente de la sustancia tensoactiva pulmonar, lo
gue conduce a atelectasia (disminucion del volumen pulmonar).

La exotoxina A (ExoA), que es un polipétido que esta formado por
una fraccion “A” y otra fraccion “B”. Esta ultima se fija a las células
receptoras, y la fraccion “A” como proenzima, se activa e inhibe la
sintesis de las proteinas por inactivacién del factor 2 de elongacion.
La exoenzima S (ExoS) se transportan directamente a las células

del hospedador por un sistema de secrecion tipo Ill. En el interior de
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la célula, ExoS actia como proteina G reguladora que afecta el
citoesqueleto, las vias de sefializacion e induce la apoptosis.

» Proteasas extracelulares: la elastasa, que destruye fibras elésticas
de las paredes vasculares, degrada complemento, inactiva IgG e
IgA, rompe proteinas séricas, inhibe la funcidon neutroéfilos, inactiva
CD4" e IL2, inhibe leucocitos NK, y degrada la transferrina. La
proteasa destruye mdultiples proteinas como IL2 y moléculas de

adhesion leucocitaria. La proteasa IV favorece la queratitis.

- Pigmentos: La pioverdina actia como sideréforo para obtener hierro de la
transferrina. La piocianina colabora por la competicion por el hierro, al

reducirlo y hacerlo mas soluble, ademas de que actia como una bacteriocina.

Incluso con todos sus mecanismos de virulencia sigue siendo un patdégeno
oportunista que necesita que las defensas del huésped estén comprometidas

para producir la infecciéon® * 4 % °.

» Familia ENTEROBACTERIACEAE

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos, que
comparten un antigeno comun (antigeno comuan enterobacteriano [ECA]), pueden
ser inmoviles o méviles con flagelos peritricos, y no forman esporas. Todos los
miembros pueden crecer rapidamente de forma aerobia o anaerobia (anaerobios
facultativos). La familia Enterobacteriaceae tiene las siguientes caracteristicas:
fermentan la glucosa, a menudo produciendo gas, reducen los nitratos y son

catalasa positivos y oxidasa negativos.
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Escherichia coli y la mayor parte de las otras bacterias entéricas forman colonias
circulares, convexas y lisas con bordes distintivos, algunas cepas de producen
hemolisis en agar sangre. Las colonias de Enterobacter son similares pero un
poco mas mucoides. Las colonias de Klebsiella son grandes y muy mucoides y
tienden a experimentar coalescencia con la incubacion prolongada (Figura 9).
Algunas enterobacterias fermentan la lactosa (Escherichia, Klebsiella y
Enterobacter), caracteristica que se puede detectar en medios que contienen
lactosa como el agar MacConkey que forman colonias de color rosado-purpura,
otras cepas que no fermentan lactosa (Proteus, Salmonella, Shigella y Yersinia)

gue forman colonias incoloras.

Figura 9. Morfologia microscépica en donde se observan Bacilos Gram negativos. Debajo
se aprecia la morfologia macroscépica de las colonias aisladas en agar MacConkey de
Escherichia coli (A) y Klebsiella pneumoniae (B), ambas fermentan la lactosa pero las
colonias de ésta ultima son mas mucoides debido a su capsula.
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Factores de virulencia de las enterobacterias

Endotoxinas: La actividad de esta endotoxina depende del componente
lipido A del lipopolisacarido que se libera durante la lisis celular. Estas
toxinas activan complemento, liberan citocinas, producen leucocitosis,
trombocitopenia, coagulacidn intravascular diseminada, fiebre, disminucion
de la circulacion periférica, shock y muerte.

Exotoxinas: Algunas enterobacterias producen exotoxinas que actlan
sobre las células hospedadoras y pueden provocar la muerte celular
(citotoxinas) o una alteracion fisiolégica, cuyo efecto depende de la funcion
de la célula afectada.

Cépsula: Denominado antigeno K, algunos estan constituidos de
polisacaridos, protegen a la célula de la fagocitosis, existen mas de 100
tipos de antigenos K. Algunas enterobacterias capsulares son Escherichia
coli, Klebsiella, Enterobacter.

Sistemas de secrecion tipo lll: Suministran la inyeccion de factores de
virulencia a las células hospederas; Yersinia, Salmonella, Shigella y
Escherichia coli presentan este tipo de sistemas.

Sider6foros: Secuestran el hierro, el cual es un importante factor de
crecimiento de las bacterias.

Bacteriocinas: moléculas producidas por ciertas cepas de bacterias que
actuan contra algunas otras cepas de la misma especie 0 de una especie

muy relacionada. Las colicinas son producidas por Escherichia coli,
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marcesinas por Serratia marcescens, las klebocinas por Klebsiella

pneumoniae? * 267,

» Staphylococcus aureus

Cocos en racimos Gram positivos no moviles, no esporégenos, aerobios y
anaerobios facultativos, catalasa positivo, oxidasa negativo, que fermentan la
lactosa, manitol y la mayoria de los carbohidratos, se desarrollan en condiciones
de presion osmdtica elevada (NaCl 10%) y baja humedad; y la caracteristica mas
importante es que es positivo a la prueba de la coagulasa. En los medios de
cultivo las colonias son grandes, lisas, convexas, brillantes y con bordes lisos, de
consistencia cremosa, aunque algunas cepas pueden ser de apariencia hUmeda o
viscosa, la pigmentacién de las colonias es variable, la mayoria son de color

naranja y amarillo (Figura 10).
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Figura 10. Staphylococcus aureus presenta forma microscopica de Cocos Gram positivos
(A) agrupados en forma de racimo de uvas; macroscépicamente, en ASC5%, se observa
grandes y cremosas (B) y lo que lo diferencia de otras especies de estafilococos es la B-
hemolisis que desarrolla en este medio (C).

Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

- Capsula: exopolisacarido que puede impedir la ingestion del
microorganismo por células polimorfonucleares.
- Acidos teicoicos: actian en la adherencia especifica de las bacterias

Gram positivas a las superficies mucosas.
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Proteina A: interfiere en la opsonizacién e ingestion por parte de las células
polimorfonucleares, activa el complemento y provoca reacciones de
hipersensibilidad del tipo inmediata y tardia.

Enzimas: a) catalasa: inactiva el H,O, y radicales libres téxicos formados
por el sistema de la mieloperoxidasa dentro de las células fagociticas. b)
Coagulasa (libre o fija): se une a la protrombina y la vuelve
enzimaticamente activa, con lo que cataliza la conversion del fibrin6geno en
fibrina; esto puede cubrir las células bacterianas con fibrina haciéndolas
Mas resistentes a la opsonizacion y la fagocitosis. ¢) Hialuronidasa hidroliza
la matriz intracelular de mucopolisacaridos acidos en el tejido y, puede
actuar asi para diseminar los microorganismos a areas adyacentes en los
tejidos. d) B-lactamasa: inducible (se produce en presencia de antibioticos
B-lactdmicos) o constitutiva (se produce en forma continua), que vuelve a
estos microorganismos resistentes a la penicilina y ampicilina, los genes
qgue codifican estas enzimas, por lo general, residen en plasmidos y que
pueden ser transferidos a otras bacterias. €) Hemolisinas: a-hemolisina:
tiene efectos letales sobre una gran variedad de leucocitos y lisan
eritrocitos. 6-hemolisina: es un agente tensoactivo que rompe la membrana
celular, y puede interactuar con la membrana para formar canales que con
el tiempo aumentan de tamafo, lo que provoca el escape del contenido
celular.

Toxinas: a) Exfoliativa o epidermolitica (Sindrome de la piel escaldada):
compuesta de dos proteinas designadas como ET-A (termoestable y su gen

estructural es cromosomico) y ET-B (termolabil y de origen plasmido),

Victor Irving Marroquin Canales

37



tienen actividad proteolitica y disuelven la matriz de mucopolisacaridos de
la epidermidis, lo que conduce a la rotura intraepitelial de conexiones
celulares en el estrato granuloso. b) Enterotoxinas A hasta E, H e I
responsables de la intoxicacién alimentaria estafilococica. ¢) Toxina-1 del
sindrome del shock toxico (TSST-1): es pirogénica también conocida como
superantigeno y estimula la proliferacion de linfocitos T sin tener en cuenta

sus especificidades antigénicas.

» Staphylococcus epidermidis

Cocos en racimos Gram positivos no moviles, no espordgenos, aerobios o
anaerobios facultativos, catalasa positivo, oxidasa negativo, que fermentan la
glucosa, maltosa, lactosa, pero no el manitol, catalasa negativo. Las colonias son

circulares, convexas, lisas, usualmente blancas.

Factores de virulencia de Staphylococcus epidermidis

Tiene glicocédlix que le permite la adherencia a superficies plasticas (dispositivos
médicos implantados) estd compuesto por un polisacarido-adhesina llamado
PS/A, ademas de que protege a los microorganismos de la fagocitosis mediada
por complemento. La adhesion intercelular estd mediada por un polisacarido
llamado PIA (adhesina intercelular polisacérido). Proteina de unién a fibrindgeno,
llamada fbe. Algunas cepas producen una enzima modificadora del acido graso
que inactiva los acidos grasos bactericidas, esterificandolos con colesterol, o que

le permite vivir por un tiempo mas prolongado en la piel.
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» Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium

Cocos Gram positivos que se disponen en parejas y cadenas cortas, pueden
crecer a 10°C y 45°C, en presencia de sales biliares, NaCl al 6.5%, a un pH de
9.6; catalasa negativo, hidroliza el hipurato y la esculina, esta ultima en presencia
de bilis al 40%, produce pirrolidonil arilamidasa (PYR). En ASC5% produce

colonias no hemoliticas o a-hemoliticas (Figura 11).

Figura 11. Los enterococos microscopicamente son Cocos Gram positivos que forman
cadenas cortas (A); el crecimiento en ASC5% es claramente diferente en comparacion del
género de estafilococos ya que estas colonias son méas pequefias (B).

Victor Irving Marroquin Canales

39



Factores de virulencia de los enterococos

Algunas cepas de Enterococcus faecalis producen una a) citolisina’/hemolisina
que actla sobre los eritrocitos de humanos, conejos, equinos y bovinos (pero no
sobre los eritrocitos de las ovejas). b) Gelatinasa es una enzima que hidroliza la
gelatina, colageno, hemoglobina y otros péptidos pequefios. ¢) Sustancia de
agregacion es una proteina de union de superficie que promueve el agrupamiento
de los microorganismos para facilitar el intercambio de plasmidos y la union a
células hospederas. Algunas cepas producen una proteina de superficie
denominada d) Esp (extracelular surface protein) que ayuda al microorganismo a
evadir los anticuerpos por su capacidad para alejarse de la superficie celular.
Algunas cepas producen e) cocolisina, una metaloendopeptidasa extracelular que
inactiva a la endotelina, un péptido vasoactivo. Los &cidos teicoicos de glicerol
constituyen el antigeno especifico del grupo D de los enterococos e induce la
produccion del factor de necrosis tumoral (TNF) lo que conduce a la modulacién
de la respuesta inmunitaria. La mayoria de las cepas de Enterococcus faecalis y
algunas de Enterococcus faecium en bacteriemias producen una gran cantidad de
superéxido extracelular que puede aumentar la virulencia de los enterococos en

abscesos de flora mixta* .
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3.3 ANTIBIOTICOS

e Mecanismos de accion

Por antimicrobiotico se entiende a la sustancia natural o producto de sintesis

quimica que es capaz de detener la multiplicacion de las bacterias o destruirlas.

Los antibi6ticos son productos de origen microbiano que es capaz de matar otros

microorganismos dentro de un huésped. En el cuadro 3 se observan algunos

ejemplos de antibioticos segun el mecanismo de accion antibacteriano.

Cuadro 3. Clasificacion de antibiéticos segin su mecanismo de accién?.

Mecanismo de accion

Antibiético

Alteran Membrana citoplasmaética

Inhiben Sintesis de pared celular

30S

Inhiben sintesis

de proteinas 50S

Replicaciéon de ADN

Antagonistas metabdlicos

Polimixinas, Nistadina, Imidazol, Colimicina

Cefalosporinas, Vancomicina, Bacitracina,
Novobiocina, Fosfomicina, Penicilna y sus
derivados
Tetraciclinas, Aminoglucosidos (Ejemplo:
Kanamicina, Gentamicina, Amikacina)
Eritromicina, Lincomicina, Linezolida,
Clindamicina, Cloranfenicol
Nitrofuranos, Quinolonas, Novobiocina

Sulfonamidas, Trimetroprim, Isoniazida
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Cuadro 4. Clasificacion por grupo de antibioticos

Grupo

B-Lactamicos

Aminoglucdsidos

Antibiéticos
-Penicilinas

-Penicilinas de
amplio espectro

-Cefalosporinas
- Cefamicinas
-Carbapenems

-Monobactams

-Estreptomicina
-Gentamicina
-Amikacina
-Tobramicina
-Kanamicina
-Sisomicina
-Dibekacina

Mecanismo

Inhibe la sintesis de
la pared celular por
unién a proteinas
PBP que son las que
estan  relacionadas
en la sintesis de
peptidoglicano

Interfiere en la
sintesis proteica a
nivel ribosomal
mediante la unién
irreversible en la
subunidad 30S.

Espectro de accion
Gram positivos aerobios y
anaerobios:
Streptococcus, Clostridium,
Bacillus, Corynebacterium,
Treponema, Actinomyces,
Leptospira, Bacteroides,
Neisseria.

Gram negativos:
Escherichia, Proteus,
Haemophilus, Enterobacter,
Salmonella, Shigella,
Citrobacter, Serratia,
Pseudomonas.

Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter,
Salmonella, Serratia,
Staphylococcus,
Mycobacterium, Citrobacter,
Edwarsiella, Arizona,
Pseudomonas
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Inhibe la sintesis
proteica, se une a
subunidad 50S y de
esta forma evita el

Haemophilus, Salmonella,
Escherichia, Rickettsia,
Mycoplasma, Chlamydia,
Aeromonas, Brucella,

Cloranfenicol

Fenicoles -Cloranfenicol agregado de nuevos | Serratia, Shigella, Klebsiella,
aminoacidos a la Proteus, Enterobacter
cadena peptidica en
desarrollo.
Aumentan la . Q.
permeabilidad de las | Gram negativos incluyendo ’“"\Q}Mim
-Polimixina B membranas, de a Pseudomonas . *LHT e .
Polimixinas -Polimixina E forma que estas *“Lth\_ A
pierden  sustancias F{J}a‘ RN s 3 AN
de bajo peso ; Polimiinas '
molecular.

Glicopéptidos

-Vancomicina

Inhibe la sintesis de
pared celular ya que
se une a los
precursores de esta,
lo que impide a las
PBP incorporarlos en
el proceso, quedando
incompleta la pared
celular.

Staphylococcus,
Clostridium,
Corynebacterium, Bacillus
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Macrélidos

-Eritromicina
-Rosamicina
-Azitromicina
-Estreptogramina

Inhibe sintesis
proteica al unirse a la
subunidad 50S

Gram positivos y anaerobios
(a excepcién de
Bacteroides)

-Clindamicina

Inhibe sintesis

Lincosamidas -Lincomicina proteica al unirse a la | Gram positivos, en especial L
subunidad 50S anaerobios Clindamicina
o g
Inhibe sintesis
proteica al unirse a la
-Tetraciclina subunidad 30S vy Tetraciclina
-Doxiciclina bloguear la fijacién

Tetraciclinas

-Clortetraciclina
-Oxitetraciclina
Desmetilclortetracicl
ina

del complejo
aminoacido-ARNt al
sitio  receptor del
complejo ribosoma-
ARNmM, esto evita la
incorporacion de
nuevos aminoacidos.

Ricketssia, Chlamydia,
Mycoplasma, Brucella
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-Trimetoprim Interfiere en la
-Sulfametoxazol sintesis de &cido Amplio espectro Gram
Sulfamidas -Cotrimoxazol folico positivos y Gram negativos
Trimetoprim /ﬂ
-Acido nalidixico Bloguean la | Pseudomonas, Klebsiella, N .
-Acido oxolinico replicacion de ADN Enterobacter, ’ | |
Quinolonas -Ciprofloxacina ya que inhiben la Staphylococcus -
-Enoxacina actividad de la ADN (Productores de [3- b
glrasa |aCtamaSa) ) Acido nalidixico
L, @
Union y ruptura de la o 1 J el v
Lipopéptidos -Daptomicina membrana celular Gram positivos incluidos los ( ~« ", oy
resistentes a B-lactdmicos e S ‘
LNy ﬁ { Daptomicina
Se une a la . J\
subunidad 50S del | Gram positivos incluidos los I\ A~
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e Mecanismos de resistencia

La resistencia a los antimicrobianos es la resistencia de un microorganismo a un
medicamento antimicrobiano al que originalmente era vulnerable. Los organismos
resistentes (bacterias, hongos, virus y algunos parasitos) pueden resistir ataques de
medicamentos antimicrobianos tales como antibiéticos, fungicidas, antivirales y
antipaltdicos, de tal forma que los tratamientos convencionales se vuelven ineficaces y
las infecciones persisten, lo que incrementa el riesgo de propagacion. La evolucion de
las cepas resistentes es un fendmeno natural que ocurre cuando los microorganismos
se ven expuestos a farmacos antimicrobianos, y es posible un intercambio de
caracteristicas de resistencia entre ciertos tipos de bacterias. El uso inapropiado de
medicamentos antimicrobianos acelera ese fendmeno natural. Las practicas
inapropiadas para el control de las infecciones propician la propagacion de la

resistencia a los antimicrobianos®®.

Algunas de las consecuencias de la resistencia antimicrobiana

- Enfermedad prolongada y con mayor riesgo de defuncion.

- Los pacientes permanecen infectados por un periodo mas largo, y esto
incrementa el riesgo de propagacion de microorganismos resistentes a otras
personas.

- Muchas enfermedades infecciosas se pueden volver intratables e incontrolables.

- La mayor duracion de la enfermedad y su tratamiento, frecuentemente en
hospitales, eleva los costos de atencion sanitaria y la carga econdmica para las

familias y las sociedades
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Las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos de resistencia hacia los
antibioticos empleados en la clinica, aunque algunos son propios de cada
microorganismo, algunos son inducidos por otros e incluso el medio ambiente puede

favorecerlas.

- Resistencia Bioldgica: Ocurre cuando la sensibilidad se perdi6é hasta tal grado

gue el farmaco ya no es eficaz para uso clinico.

- Resistencia mediada por factores ambientales: Caracteristicas fisicas o quimicas
del ambiente que alteran en forma directa al microorganismo, o alteran su
respuesta ante el farmaco. Por ejemplo el pH, atmosfera anaerobica,

concentracién de cationes (Mg?'y Ca®*).

- Resistencia mediada por microorganismos: Aquella producida por la informacion
codificada genéticamente, se divide en dos grupos:

a) Intrinseca: Se debe al estado normal genético, estructural o fisiolégico de un

microorganismo, es decir, es una caracteristica natural de las cepas que

constituye un grupo, un género o una especie en patrticular, (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Resistencia intrinseca de diferentes bacterias hacia los

antibioticos®.

De bacterias Gram positivas al
aztreonam

Falta de PBP que se unan y sean inhibidas
por este B-lactamico

De bacterias Gram negativas a
la Vancomicina

Falta de la captacién como resultado de la
incapacidad de la Vancomicina de atravesar
la membrana externa

De P. aeruginosa a las
sulfonamidas, trimetoprim,
tetraciclinas o cloranfenicol

Falta de captacion como resultado de la
incapacidad de los antibioticos de alcanzar
concentraciones intracelulares eficaces

De las especies de Klebsiella a
la ampicilina

Produccién de B-lactamasas que destruyen
a la ampicilina antes de que pueda llegar a
las PBP

De los enterococos a los
aminoglucésidos

Falta de metabolismo oxidativo suficiente
para mediar la captacion de
aminoglucosidos

De los enterococos a todas las
cefalosporinas

Falta de PBP que se unan y sean inhibidas
por estos antibidticos

De las bacterias aerobias al
metronidazol

Incapacidad de reducir el farmaco a su
forma activa en anaerobiosis

De las bacterias anaerobias a
los aminoglucdésidos

Falta de metabolismo oxidativo para mediar

la captacion de aminoglucdésidos

b) Adquirida: Debido a la alteracion de la fisiologia y la estructura de las

células causada por los cambios en la composicion genética habitual. Esto

puede deberse a mutaciones genética exitosas o a la adquisicion de genes

de otros microorganismos por medio de mecanismos de transferencia

genética. Existen tres mecanismos de transferencia de genes de resistencia,

transformacion, transduccion y conjugacion (Figura 12), por medio de los

cuales se intercambia informacion genética de las tres formas siguientes:

- Los plasmidos son porciones circulares de ADN extracromosémico que puede

estar codificado para resistencia a un determinado antibiotico. Cuando codifican

resistencias se los denomina plasmidos R. Los plasmidos son autorreplicantes,
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independientemente del ADN cromosomico. En general codifican caracteristicas
gue mejoran los rasgos de supervivencia de las bacterias, sin ser imprescindibles
para la misma. Pueden ser transferidos ente bacterias del mismo, o diferentes

géneros.

- Transposones conocidos como genes saltarines, pueden llevar un gen de
resistencia, son cadenas cortas de ADN que saltan de cromosoma a plasmido,
en uno u otro sentido, entre plasmidos o entre plasmidos y bacteriofagos. La
caracteristica mas sobresaliente de este tipo de material es la de integrarse con
facilidad a cadenas de ADN diferente del original. A diferencia de los plasmidos,
los genes saltarines no son autorreplicantes, deben mantenerse dentro de una

estructura autorreplicante para replicarse.

- Integrones: Diferentes de los transposones pero de mecanismos algo
parecidos. Se recombinan en un sitio especifico y codifican resistencia a un solo
antibiético. Junto con los transposones, son los sistemas que mas acttan en la
adquisicién de resistencias por parte de los plasmidos. Constan de tres regiones,
dos invariables y una central variable, que es la que porta el casete. El
denominado casete es un elemento que incluye un gene y un sitio recombinante.
Se han identificado més de cuarenta casetes y la mayoria porta genes de

resistencia®.
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Figura 12. Forma en la que se intercambia la informacion genética por medio de los tres
mecanismos de transferencia de genes de resistencia. (Modificado de Sherris medical
microbiology Kenneth R., C. George R., William D., Nafees A., Plorde J. (eds) McGraw Hill
2010).

Sin importar si la resistencia es intrinseca o adquirida las bacterias han desarrollado
diferentes vias mediante las cuales desarrollan resistencia a los agentes

antimicrobianos.
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» Resistencia alos antibiéticos B-lactamicos

La resistencia a este grupo de antibiéticos puede ser mediada por 4 mecanismos,
(Figura 13 y 14), los cuales dependeran si la bacteria es Gram positiva 0 Gram

negativa:

Hidrolisis enziméatica de la estructura quimica del antibidtico: Las enzimas
B-lactamasas abren el anillo B-lactamico modificando asi la estructura del
farmaco, y de esta manera impiden su union eficaz a las PBP, y de este modo la
sintesis de la pared celular continua, (Figura 15).

Modificacion de sus sitios de accidn: La activacion del gen mecA codifica para
la produccion de una variante de PBP, lo que genera una nueva proteina
denominada PBP2 la cual posee poca afinidad a los -lactdmicos de tal manera
gue la sintesis de pared celular puede continuar.

Disminucidon de su captacion intracelular: Cambio en el nimero o estructura
de las porinas de tal forma que la captacion de B-lactamicos se ve disminuida.
Bombas de expulsion (efflux): Son familias de transportadores de farmacos
que expulsan de forma activa los antibiéticos hacia el exterior de la bacteria, y de
esta forma reducen la cantidad de farmaco intracelular disponible para unirse a

su diana® 4,
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Resistencia a B-lactamicos en bacterias Gram positivas
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Figura 13. Mecanismos de resistencia a antibioticos p-lactamicos en bacterias Gram positivas:

1) Produccion de B-lactamasas hacia el exterior de la célula. 2) Modificacion del sitio de accion,
debido a la activacion del gen mecA.
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Resistencia a B-lactamicos en bacterias Gram negativas

Membrana
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Figura 14. Mecanismos de resistencia a antibidticos B-lactamicos en bacterias Gram negativas:
1) Produccién de B-lactamasas en el espacio periplasmico de la célula. 2) Modificacion del sitio
de accion, debido a la activacion del gen mecA. 3) Disminucion en la captacion debido a un
cambio en el numero o en la estructura de porinas. 4) Reduccion intracelular del antibiético

mediante bombas de expulsion (efflux).
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Imagen 15. Hidrdlisis enzimatica del anillo B-lactdmico en la estructura molecular de una
penicilina debido a la enzima B-lactamasa.

Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma de la
bacteria o en plasmidos los cuales son los responsables de la diseminacion de la mayor
parte de las B-lactamasas. Las principales B-lactamasas responsables de la resistencia
en los bacilos Gram negativos son la B-lactamasa inducible AmpC (clase C) y las -
lactamasas plasmidicas de amplio espectro y de espectro extendido (BLEE -clase A).

Se han descrito hasta ahora mas de 340 tipos de enzimas B-lactamasas, y el numero

contindia incrementandose.

En 1980 Ambler clasifico las B-lactamasas en funcion de su estructura molecular en
cuatro clases (de la A la D). Asimismo indica que las B-lactamasas de las clases A, C y

D tienen en su centro activo serina mientras la clase B son metaloenzimas.

Bush en 1989, trata de actualizar la clasificacion de las B-lactamasas, proponiendo un
esquema basado en los sustratos que son hidrolizados por estas enzimas y en la
inhibicion de su actividad producida por el &cido clavulanico, EDTA, aztreonam u
oxacillina; lo que ha constituido la base de la clasificacién actual publicada en 1995 por
Karen Bush, George Jacoby y Antone Medeiros (Cuadro 6), la cual esta formada de

cuatro grupos y diversos subgrupos** 4% 43,
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Cuadro 6. Clasificacion de las B-lactamasas

Mecanismo Bush Inhibicién
Funcional Ambler (Grupos) CLA EDTA Ejemplos Sustratos
Penicilinasas
2a + - GP Penicilinas
TEM 1TEM 2 Penicilinas,
2b + - SHV 1 Cefalosporinas
TEM-3, TEM- Penicilinas,
2be + - 135, SHV-2, cefalosprinas de
, . SHV-57 (ESBL | 32, Monobactams
Serin-penicilinasas | Clase A o BLEES)
2br + - TEM-30, TEM- Penicilinas
41
2c + - PSE, CARB Penicilinas
Penicilinas,
2e + - Familia CTX | Cefalosporinas de
32, cefepime
Carbapenema- carbapenems,
2f + - sas (KPC, penicilinas y
GES, IMI) cefalosporinas
Metalo Carbapenema- Cefamicinas y
B-lactamamasas | Clase B | 3a, 3b, 3c - + sas (IMP, VIM, carbapenems,
(zinc) SPM GIM) penicilinas y
cefalosporinas
Serin- Penicilinas,
cefalosporinasas | Clase C 1 - - AmpC cefalosprinas de 32
Cefamicinas
Penicilinas,
aminopenilcilinas,
Serina- Clase D 2d + - Familia OXA | Cefalosporinas 12
oxacilinasas y 22 ticarcilina,
cloxacilina
meticilina y
oxacilina
Penicilinasas
- - 4 - v de B. cepacia Penicilinas

CLA: Acido clavulanico, EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
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Las B-lactamasas de amplio espectro son enzimas (TEM-1, TEM2, SHV-1 y las tipo
OXA) que hidrolizan a bencilpenicilinas, aminopenicilinas, carboxipenicilinas,
ureidopenicilinas y cefalosporinas (cefazolina, cefalotina, cefuroxima); son inhibidas por
el acido clavulanico. Ninguna hidroliza cefalosporinas de tercera generacion,

cefamicinas, monobactams o carbapenems.

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE): Son enzimas que tienen la capacidad
de hidrolizar y causar resistencia o sensibilidad disminuida a penicilinas, cefalosporinas
de primera, segunda, y tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxone, ceftazidime,
cefepime) y monobactadmicos, pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos

(imipenem, meropenem y ertapenem), siendo inhibidas por el acido clavulanico®.

La resistencia a meticilina y otros B-lactamicos en los SAMR se debe principalmente a
la presencia del gen mecA, el cual esta situado en un elemento genético movil llamado

casete cromosomal estafilocécico (SCCmec por sus siglas en inglés).

Algunas B-lactamasas son inhibidas por acido clavulanico, sulbactam o tazobactam,

(Figura 16), y son sustancias conocidas como inhibidores de (-lactamasas.
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Figura 16. Estructuras moleculares de Sulbactam, Tazobactam y Acido clavulanico que son los
inhibidores de enzimas B-lactamasas, en las cuales se puede observar que estan conformadas
por un anillo B-lactamico.
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Estos inhibidores tienen las siguientes caracteristicas:
1. Poseen un protdn en la posicién 6-a.
2. La acidez en 6-a y el anillo B-lactamico favorecen la formacion de un doble
enlace, habitualmente en posicion C6-C5, que da lugar a una enzima acilada
muy estable que no se hidroliza.
Los inhibidores de las B-lactamasas para ser eficaces deben atravesar los canales
porinicos y alcanzar concentraciones adecuadas en el espacio periplasmico en los
bacilos Gram negativos y lograr de este modo la inactivacion de las B-lactamasas,
hecho imprescindible para que el antibiético B-lactamico, asi protegido, llegue a la PBP
diana. Inicialmente los inhibidores de las B-lactamasas actian por inhibicion competitiva
por analogia al sustrato de la enzima, que es seguida de una reaccién quimica mas
lenta tras la union al centro catalitico, que da lugar a una inactivacion transitoria o
permanente de la enzima (inhibicion no competitiva).
En la figura 17 se muestra la interaccion del acido clavulanico con las p-lactamasas, en
la que tras la formaciéon de un acil-enzima ambos productos se inactivan (inhibicion
suicida). Influyen en la eficacia de un inhibidor determinado: la velocidad de inactivacién
de la enzima, el nimero de moléculas del inhibidor que se hidrolizan hasta inactivarse y
la estabilidad de la enzima ya inactiva. Es evidente que la inactivacion depende del tipo
de enzima y del inhibidor**,
Por tal motivo es comun encontrar en el mercado medicamentos que contengan una
combinacion de penicilinas-inhibidores como son amoxacilina-clavulanato, ampicilina-

sulbactam y piperacilina-tazobactam* #°.
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Figura 17. Mecanismo general con el cual reacciona la enzima f3-lactamasa y un inhibidor, en
este caso Acido clavulanico, lo cual lleva a una inactivacion irreversible de dicha enzima.

Resistencia a glucopéptidos

Se ha descrito resistencia adquirida a la Vancomicina entre los enterococos,
estafilococos y nunca entre los estreptococos. EI mecanismo involucra la
produccién de precursores modificados de la pared celular que no se unen a la
Vancomicina con la avidez suficiente para permitir la inhibicion de las enzimas que
sintetizan peptidoglicano. Normalmente las cepas sensibles a la Vancomicina
tienen cadenas laterales de peptidoglicano que terminan con el depsipéptido D-
alanil-D-alanina que es donde se une la Vancomicina; en las cepas resistentes el
depsipéptido es reemplazado por D-alanil-D-lactato; los genes como VanA y VanB
principalmente son los responsables de codificar la sintesis de peptidoglicano
modificado. Estos sitios de accion alterados se incorporan con facilidad a la pared
celular, por lo que la sintesis progresa como de costumbre (Figura 18). Debido a
su gran tamafo, la Vancomicina es incapaz de atravesar la membrana externa de
las bacterias Gram negativas para llegar al sitio donde se encuentra los
precursores de pared celular, por tal motivo es ineficaz contra este tipo de

bacterias.
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En cuanto a los enterococos se han descrito dos tipos de resistencia a los
glucopéptidos: 1) Resistencia intrinseca: gen vanCl (E. gallunarum), gen vanC2
(E. casseliflavus), gen vanC3 (E. flavescens); los genes se localizan en el
cromosoma bacteriano y no son transferible por lo que tienen escasa
trascendencia clinica y epidemioldgica. 2) Resistencia adquirida: se han descrito 8
fenotipos diferentes (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG, VanL, VanN, VanM). Los
fenotipos VanA y VanB son los mas frecuentes, pero el fenotipo VanA presenta
elevados niveles de resistencia a la Vancomicina y a la Teicoplanina es de

caracter inducible y es el mas frecuente en los aislados clinicos®®.

Cepas sensibles a Vancomicina

D-ala-D-al Inhibicion de la
a8t sintesis de pared

celular

D-ala-D-ala

Vancomicina

Cepas resistentes a Vancomicina

Continuaciéon de la
D-ala-D-lac sintesis de pared

celular

Vancomicina

Figura 18. Arriba, se observa el caso de cepas sensibles a Vancomicina, en donde el
antibiético se une a los precursores de pared celular (cuyo extremo terminal es D-ala-D-ala),
esto impide que sean incorporados por las PBP y de esta forma se inhibe la sintesis de pared
celular. Abajo, en el caso de las cepas que presentan resistencia a la Vancomicina el extremo
terminal de los precursores es modificado (D-ala-D-lac) por este motivo se reduce la afinidad
por el antibiético permitiendo que continle la sintesis de pared celular. (Modificado de
Castellano M., Perozo-Mena A. Mecanismos de resistencia a Glicopéptidos en Staphylococcus
aureus. Kasmera. 2010; 38(1):36-44.).
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= Resistencia a aminoglucésidos

Tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas producen enzimas
modificadoras como las acetiltranferasas (ACC) que acetilan el grupo amino, las
fosfotransferasas (APH) que fosforilan el grupo hidroxilo y las aminoglucésido-
nucleotidil-transferasas (ANT) que adenilan también un grupo hidroxilo presentes
en las moléculas de los aminoglucdsidos; y de esta forma se disminuye la afinidad
de union a la subunidad 30S del ribosoma de dicho antibiético permitiendo que
continde la sintesis de proteinas, (Figura 19). También ocurre una disminucién en
la captacion debido a una alteracion de las porinas y en muy pocos casos puede

ocurrir una mutacion en el sitio de accion en el ribosoma®’.
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Figura 19. Sitios en los cuales actuaran las enzimas ACC, APPH, y ANT modificando a las
moléculas de aminoglucésidos, en este caso Gentamicina, con el fin de disminuir la afinidad de
dicha molécula a la subunidad 30S del ribosoma.
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Resistencia a las quinolonas

Los componentes de la pared celular de los Gram negativos pueden limitar el
acceso de las quinolonas al sitio intercelular de procesamiento de ADN todo esto
por un mecanismo de disminucion en la captacion. EI mecanismo de disminucién
de la acumulacion es debido a que el antibiotico es bombeado fuera de la célula
después de haber ingresado debido a la hiperexpresion de bombas de expulsion
activa o a las alteraciones de las porinas, lo que mantiene la concentracion celular
de quinolonas en un nivel suficientemente bajo, este mecanismo se observa en
Gram negativos. Otro mecanismo incluye mutaciones en subunidades de las ADN
girasa debido a mutaciones en los genes gyrA y parC mecanismo encontrado tanto
en Gram negativos como en Gram positivos. Todos estos mecanismos tienen

como consecuencia que el procesamiento del ADN continge*’ 8,

Resistencia a los macrélidos y lincosamidas

Los macrdlidos, las lincosamidas y las estreptograminas B (MLSb) son tres
familias diferentes de antibiéticos que actidan en la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. En Gram positivos la resistencia ocurre mediante la metilacién (por
accion de las metilasas codificadas por los genes ermA, ermB, ermC) de la
molécula ARNr 23S que se encuentra en la subunidad 50S del ribosoma, lo que
genera un cambio en la conformacion del sitio blanco sobre el que actua el

complejo MLSb.

Victor Irving Marroquin Canales

61



Existen tres fenotipos de resistencia:

- Fenotipo cMLSb resistencia constitutiva (metilacién constitutiva), resistencia a la
eritromicina, clindamicina y a las estreptograminas B, es decir la metilasa se
produce constantemente.

- Fenotipo IMLSb resistencia inducible (metilacién inducida), resistencia a la
eritromicina y sensibilidad a clindamicina y estreptograminas B en ausencia de
un inductor como la propia eritromicina. El macrélido induce la activacién del gen
ermA formando la resistencia inducida a las lincosamidas.

- Fenotipo MSb (mecanismo de eflujo) resistencia a eritromicina y estreptograinas
B pero con sensibilidad a clindamicina, mediada por una bomba de expulsién

activa (codificada por genes del tipo mrsA)*.

Victor Irving Marroquin Canales 62




El método de laboratorio conocido como D test o prueba de difusion de doble disco
(Figura 20) sirve para identificar in vitro las cepas de Staphylococcus aureus que
presentan resistencia inducible a al complejo MLSb. Este método consiste en colocar
en un cultivo de Staphylococcus aureus, un disco de clindamicina y uno de eritromicina
a una distancia de 15 mm (segun guias CLSI 2004). Los Staphylococcus aureus que
presenten resistencia inducible a clindamicina forman una letra D en la zona circular de
inhibicion alrededor del disco de clindamicina hacia el lado que enfrenta al disco de

eritromicina.

Figura 20. Se presenta la prueba de difusion de doble disco o D test para cepa de
Staphylococcus aureus. A) Se observa el fenotipo cMLSb que es la resistencia constitutiva a la
eritromicina (izquierda) y clindamicina (derecha). B) Fenotipo iMLSb, resistencia inducible, la
eritromicina induce la activacion del gen ermA formando la resistencia inducida a la
clindamicina, claramente se observa el halo en forma D. C) Prueba negativa, sensibilidad tanto
a eritromicina como a clindamicina.
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3.4 INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCION EN SALUD

Una infeccion nosocomial; también llamada intrahospitalaria, puede definirse de
diferentes maneras; algunas de las mas aceptadas son:

“Una infeccion que se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro
establecimiento de atencion de salud en quien la infeccidn no se habia manifestado ni
estaba en periodo de incubacion en el momento del internado. Comprende las
infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas después del alta hospitalaria y
también las infecciones ocupacionales del personal del establecimiento™.

Las infecciones que ocurren mas de 48 horas después del internado suelen
considerarse nosocomiales. Se ha sefialado que los términos infecciones nosocomiales
deben comprender infecciones que ocurren en pacientes tratados en cualquier
establecimiento de atencion de salud, las infecciones contraidas por el personal o por

visitantes al hospital o a otro establecimiento de esa indole.

En estudios desarrollados en México por la Secretaria de Salud en 2008 se observo
para ese afio una prevalencia de 7.7 infecciones nosocomiales por 100 egresos
hospitalarios.

En los hospitales pediatricos de nuestro pais se han dado a conocer indices de
infeccion nosocomial de 8.8 a 10 por cada 100 egresos, con las tasas mas bajas en el
grupo de los recién nacidos. Estas cifras contrastan con las informadas en EUA de 4.1
por 100 egresos en hospitales pediatricos y de 1.2 en unidades de pediatria de
hospitales generales®.

Las infecciones intrahospitalarias se presentan en un 5 a 10% de pacientes que se

internan en el hospital, el desarrollo de las mismas esta en funcién a: la edad, siendo
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mas frecuentes en los extremos de la vida, el estado inmunitario, ya que los
inmunodeprimidos de diferente etiologia son los mas susceptibles y a la patologia de
base, la cual determina el destino de internacién del paciente, de donde parte que,
servicios de Unidad de Terapia Intensiva (UTI), quemados y salas quirargicas son las
areas hospitalarias donde mas frecuentemente se presentan las infecciones
intrahospitalarias®*. En los Estados Unidos las tasas de infeccién se han mantenido
estables en los Gltimos afios afectando a 5 ¢ 6 pacientes por cada 100 ingresados®°. En
México se ha estimado que la frecuencia de infecciones en unidades hospitalarias varia
desde 2.1 hasta 15.8%. En un estudio realizado en el Instituto Nacional de Pediatria
(INP) en 2007 a pacientes de la Unidad de cuidados intensivos neonatales se encontré
una tasa de infecciones nosocomiales de 11.6 infecciones por cada 100 pacientes>".
Respecto a los costos del cuidado critico, Sanchez analizé los costos del dia-cama,
medicamentos descartables y procedimientos en seis UTI’s del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS). Encontré que el IMSS gasta en pacientes de la UTlI mas de
$120,000.00 por paciente critico, por arriba de cualquier pais en desarrollo (Reino
Unido gasta $62,874). Los costos mas elevados fueron en sepsis y sus

complicaciones®.

Tipos de infecciones nosocomiales

Se han establecido definiciones para identificar las infecciones nosocomiales en
determinados sitios del organismo (por ejemplo, infecciones urinarias, pulmonares,
etc.). Se derivan de las definiciones publicadas por los CDC en los Estados Unidos de
América o durante conferencias internacionales y se usan para vigilancia de las

infecciones nosocomiales. Se basan en criterios clinicos y biolégicos y comprenden
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unos 50 sitios de infeccion potenciales. En un estudio realizado en México en 895
pacientes se encontré que 23.2% de éstos tenia una infeccibn nosocomial. La
neumonia fue la infeccion mas comun (39.7%), seguida de la infeccion urinaria (20.5%),
la de herida quirurgica (13.3%) y la del torrente sanguineo (7.3%). En el estudio del
INP de 2007 se encontré que las infecciones del torrente sanguineo fueron las mas
frecuentes con 54.8%, seguidas de neumonia con 26.2%, IVU 4.8%, celulitis 4.8%

infeccién de herida quirdrgica 4.8%>".
Factores para el desarrollo de la infeccién

Las infecciones intrahospitalarias estdn condicionadas por tres factores: el agente
etiolégico, la transmision y el huésped. Por parte del individuo, la evolucién del proceso
infeccioso estd determinada por la resistencia, el estado nutricional, el estrés, la edad,
el sexo, dias de internacién y la patologia de base a la cual se debe su internacion.
Mientras que por parte del agente influyen caracteristicas como la virulencia. Ademas el
personal encargado de los pacientes ha sido identificado como reservorio y vector de
brotes de infecciones intrahospitalarias, es asi que, acciones rutinarias de los mismos
como: la técnica y la vigilancia sobre los procedimientos que se lleva a cabo sobre el
paciente, vigilancia sobre terapia farmacoldgica, y en general técnicas de asepsia y
antisepsia en todo procedimiento son factores clave para el desarrollo o no de las
infecciones.

Por tal motivo se han disefiado un conjunto de precauciones utiles para el control de la
transmision de las infecciones. En la ultima actualizacion de la guia "Precauciones de
aislamiento en hospitales”, los CDC clasifican las precauciones en dos niveles: el

primero, conocido como precauciones "estandar" o "rutinarias”, recoge todas aquellas
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precauciones que se deben aplicar en el cuidado de todos los pacientes
independientemente de su diagndstico o status infectivo, con el fin de reducir el riesgo
de transmision de los patdégenos contenidos en la sangre, todos los fluidos biolégicos,
secreciones y excreciones, excepto el sudor, e independientemente si contienen sangre
visible o no; piel no intacta y membranas mucosas; en estas medidas se especifican
diversos puntos como el lavado de manos, uso de guantes, protector ocular y facial,
batas, equipo de atencion al paciente, control ambiental, ubicacion del paciente y la
manipulacion y transporte de sabanas y ropa blanca.

En el segundo nivel se organizan otras medidas especificas y complementarias de las
estandar, disefiadas para el cuidado de determinados pacientes. Dichas medidas se
agrupan en tres categorias con el fin de evitar la transmision de los microorganismos

por diversos mecanismos:

-Via aérea: Se deberan utilizar, ademas de las precauciones estandar, con los
pacientes que se sabe 0 se sospecha que estan infectados con microorganismos que
se transmiten por el aire, (gotitas cuyo tamafio sea inferior que 5 mm).

-Por contacto: Se deberan utilizar, ademas de las precauciones estandar, con los
pacientes sobre los que se conozca 0 se sospeche que estan infectados con
microorganismos que pueden ser trasmitidos por contacto directo con el paciente (piel
con piel) o por contacto indirecto con superficies o equipos utilizados en el cuidado del
mismo.

-Por gotitas de Fligge: Se deberan utilizar, ademas de las precauciones estandar, con
los pacientes sobre los que se conozca o0 se sospeche que estan infectados con

microorganismos que se transmiten por gotitas (particulas de tamafio superior que 5
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mm), que pueden ser generados por el paciente al toser, estornudar, hablar, o durante
la realizacion de otras actividades®.

Esta guia se actualiz6 en el 2007 con la incorporacion de medidas seguras para la
insercion de catéteres, el uso de mascarilla para el procedimiento de puncion lumbar
(anestesia epidural, mielografia e infusion de quimioterapia) y una guia de
recomendaciones para el paciente tosedor.

La aplicacion constante de estas medidas de control y prevencion se estima que reduce
la aparicion de infecciones en mas de un 33%.

Hoy en dia, practicamente todos los centros sanitarios disponen de programas de este
tipo. El paso siguiente que se debe dar en el control de la infeccibn nosocomial es
conseguir la adhesion y el cumplimiento de estas medidas preventivas por parte de los

trabajadores sanitarios®*.

Factores influyentes en la manifestacion de las infecciones nosocomiales

= El agente microbiano

Una gran cantidad de bacterias, virus, hongos y parasitos diferentes pueden causar
infecciones nosocomiales, pero en especial son mas frecuentes las de origen
bacteriano. Las infecciones pueden ser causadas por un microorganismo contraido de
otra persona en el hospital (infeccion cruzada) o por la propia flora del paciente

(infeccién enddgena).

Los gérmenes nosocomiales mas frecuentes encontrados en estudios realizados en

Mineé&polis por los CDC desde 1986 hasta 1996 fueron los siguientes:
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 Gram positivos (acumularon el 34%): Staphylococcus aureus, Estafilococos

coagulasa negativo, Enterococos sp.

» Gram negativos (acumularon el 32%): Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter sp, Klebsiella pneumoniae®.

En México se sabe que agentes involucrados en la etiologia de la infeccion son
variables y dependen del lugar, institucion, pais y periodo de estudio. Las bacterias
Gram positivas, como los Estafilococos coagulasa negativo, son los microorganismos
mas frecuentes (55.4%), seguidas por las Gram negativas, como Enterobacter,

Klebsiella sp. y Escherichia coli (aproximadamente 31.2%)>".

= Vulnerabilidad de los pacientes
Los factores de importancia para los pacientes que influyen en la posibilidad de contraer
una infeccion comprenden la edad, el estado de inmunidad, cualquier enfermedad
subyacente y las intervenciones diagndsticas y terapéuticas. En las épocas extremas de
la vida — la infancia y la vejez — suele disminuir la resistencia a la infeccién. Los
pacientes con enfermedad cronica, como tumores malignos, leucemia, diabetes
mellitus, insuficiencia renal o sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) tienen
una mayor vulnerabilidad a las infecciones por agentes patdgenos oportunistas. Los
factores del huésped implicados en el desarrollo y gravedad de la infeccion nosocomial
pueden categorizarse como extrinsecos e intrinsecos. Entre los factores extrinsecos,
los procedimientos médicos o quirdrgicos invasivos, la duracion tanto de la terapia
antimicrobiana como de la hospitalizacién y el personal sanitario son importantes en la

transmision de la infeccion. Los factores intrinsecos implicados en el desarrollo y
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severidad de la infeccion nosocomial incluyen la edad, el estado nutricional, las

enfermedades subyacentes y el estado de inmunidad®’.

» Factores ambientales
Las condiciones de hacinamiento dentro del hospital, el traslado frecuente de pacientes
de una unidad a otra y la concentracion de pacientes muy vulnerables a infeccién en un
pabellon (por ejemplo, de recién nacidos, pacientes quemados, cuidados intensivos)
contribuyen a la manifestacion de infecciones nosocomiales. Ademas, se siguen
diagnosticando nuevas infecciones bacterianas, por ejemplo, por bacterias transmitidas
por el agua (micobacterias atipicas), los sistemas de aire acondicionado (Pseudomonas

aeruginosa, Legionella sp.) ademas de infecciones viricas y parasitarias.

= Resistencia bacteriana
El uso generalizado de antimicrobianos para tratamiento o profilaxis (incluso de
aplicacion topica) es el principal factor determinante de resistencia. Hoy en dia, muchas
cepas de neumococos, estafilococos, enterococos y bacilos de la tuberculosis son
resistentes a la mayor parte o la totalidad de los antimicrobianos que alguna vez fueron
eficaces para combatirlas. En muchos hospitales son prevalentes Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa multiresistentes. Este problema reviste
importancia critica particular en los paises en desarrollo, donde quiza no se dispone de

antibiéticos de segunda linea mas costosos o, si los hay, su precio es inasequible®.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones bacterianas contraidas en el hospital tienen un gran impacto sobre los
pacientes, el personal y las instituciones de salud, por ello es necesario tener un
seguimiento sobre la prevalencia y la resistencia antimicrobiana de dichos agentes
causantes de la infeccion. Al obtener valores reales del comportamiento de las
bacterias intrahospitalarias se podran llevar a cabo acciones para disminuir su
frecuencia y por lo tanto evitar en mayor medida su propagacion en los pacientes. Los
agentes contraidos en el ambiente hospitalario son diferentes a los que se contraen en
el ambiente externo; por tal motivo la evolucion del paciente se vera reflejada en el tipo

de bacteria que presente y en la respuesta que presente a los antimicrobianos.

¢, Cudl es la prevalencia de las principales bacterias que se aislan de las diferentes
muestras de secreciones de pacientes internos y externos del Instituto Nacional de

Pediatria y cual es su sensibilidad antimicrobiana?

5. HIPOTESIS

Como se ha observado en estudios realizados por las instituciones de salud alrededor
del mundo, existen infecciones bacterianas que se obtienen durante la estancia en el
hospital, estas bacterias se han establecido casi de manera endégena en regiones
especificas del cuerpo y por diversas razones a lo largo del tiempo han creado una alta

resistencia a los antibiéticos que antes se utilizaban para combatirlas.
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= Se cree que las bacterias con mayor aislamiento de muestras de secreciones de
pacientes internos corresponderan a cocos Gram positivos considerados como
patdgenos intrahospitalarios, ya que estas bacterias Gram positivas son los
agentes nosocomiales que se aislan con mayor frecuencia.

» Debido a los factores ambientales del hospital y a que los pacientes internos
presentan una mayor vulnerabilidad a la infeccion; se piensa que la prevalencia
de bacterias aisladas en las diferentes muestras de secreciones de pacientes
internos serd diferente a las aisladas en las mismas muestras de pacientes
externos.

= Si el uso generalizado de antibioticos para el tratamiento o profilaxis es el
principal factor determinante de resistencia, entonces, las bacterias aisladas de
las muestras de secreciones de pacientes internos presentaran baja sensibilidad
a antibioticos con respecto a las aisladas en las mismas muestras de pacientes

externos.

6. OBJETIVOS

Determinar la prevalencia y sensibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas de
muestras de secreciones de pacientes hospitalizados y de pacientes externos que
acuden al INP, a través de cultivos, empleando técnicas manuales y el sistema

automatizado Phoenix-100 para la identificacion y sensibilidad antimicrobiana.

Victor Irving Marroquin Canales 7




7. DISENO EXPERIMENTAL

* Tipo de estudio

Se realizara un estudio observacional, transversal, prolectivo y descriptivo.

* Poblacién

Todos los pacientes hospitalizados en cualquier servicio hospitalario del Instituto
Nacional de Pediatria y pacientes que acuden a los servicios externos (Urgencias,
Prehospitalizacién y Consulta Externa), que presenten algun tipo de secrecién, en el

periodo comprendido de mayo 2013 a mayo de 2014.

% Criterios de inclusién

Los pacientes pediatras de 1 dia a 18 afios deberan presentar algun tipo de secrecion
de herida quirtrgica, de piel, de mucosa o por dispositivo; de la cual se sospeche la

presencia de algun agente bacteriano como responsable de la infeccion.

* Criterios de exclusioén

Se excluyen otro tipo de muestras que no correspondan a las secreciones de piel,

herida quirtrgica, mucosas y dispositivo.

* Variables

Tipo de paciente, tipo de muestra, tipo de bacteria identificada, servicio hospitalario,

sensibilidad antimicrobiana.
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Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Nivel de medicion | Categoria
Caracteristica de Interno

Tipo de Paciente |la cual se obtiene | Cualitativa nominal | Externo
la muestra
Secrecion Secreciones de:
obtenida de Dispositivo

Tipo de muestra | diferentes regiones | Cualitativa nominal | Piel
del cuerpo Herida quirargica

Mucosa

Tipo de bacteria
identificada

Agente causal de
la infeccion

Cualitativa nominal

Género y especie

Tipo de Servicio
hospitalario

Servicio que
solicita el analisis
microbioldgico

Cualitativa nominal

Cirugia
Infectologia
Nefrologia
Terapia Intensiva
Neonatologia
Ortopedia
Otorrinolaringologia
Cardiologia
Oncologia
Oftalmologia
Hematologia
Gastronutriciéon
Neumologia
Estomatologia
Inmunologia
Medicina Interna
Neurologia
Dermatologia
Prehospitalizacién
Urgencias
Consulta Externa

Sensibilidad
antimicrobiana

Reaccion sensible
0 resistente al
exponerlo a
diferentes
antibioticos

Cualitativa ordinal

Sensible
Intermedio
Resistente
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. MATERIALES

- Portaobjetos - Nefelémetro PhoenixSpec

- Mechero bunsen - Paneles BD Phoenix ID/AST

- Colorantes para tincién de Gram - Autoclave
(Cristal violeta, Lugol, Alcohol, - Agitador mecanico vortex
Cetona, Safranina) - Micropipeta 25 pL

- Reactivo de Kovac’s - Caldo BD ID

- Microscopio optico - Caldo BD AST y AST-S

- Microscopio estereoscépico - Indicador BD AST y AST-S

- Asa bacterioldgica - Equipo automatizado BD Phoenix

- Sanitizante 100

- Agar MacConkey

- Agar Sangre de Carnero 5%

- Agar Chocolate

- Agar Feniletanol

- Agar Sabouraud

- Caldo tioglicolato

- Agar Hierro de Kligler (Agar doble
azucar)

- Agar SIM (Sulfuro Indol Motilidad)

- Tubos de ensayo con tapon de
rosca

- Estufa de Incubacién (37°C)
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9. METODO

1.- Toma de muestra

Las muestras fueron tomadas por el area médica de acuerdo a la “tabla de
criterios de recepcion de muestras para pacientes hospitalizados” del laboratorio
de bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria y de acuerdo al clinical
microbiology procedures Handbook. Las referencias citadas hablan de la toma de
las muestras y condiciones de transporte, temperatura, tiempo y contenedor que

debe emplearse.

2. Procesamiento de la muestra

Colocar una pequefa cantidad de la muestra sobre un portaobjetos y fijarla al
calor, realizar una tincion de Gram; posteriormente observar al microscopio la

morfologia que presentan.

Realizar la siembra de la muestra de secrecion sobre los cinco medios soélidos
esenciales (agar MacConkey, agar Sangre de Carnero al 5% (ASC5%), agar
chocolate, agar feniletanol, agar Sabouraud) por medio de la técnica de
agotamiento por estria con ayuda de una asa bacteriolégica. Manteniendo las

condiciones ¢ptimas y adecuadas de esterilizacion.

Incubar los medios de cultivo ya sembrados a 37°C durante 24 horas. El resto de
la muestra se colocara en el interior en tubo que contiene medio de cultivo liquido

(caldo de tioglicolato).
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3. Observaciéon macroscopica

Observar si la siembra realizada resulto positiva o negativa al crecimiento de
bacterias. En el caso de resultar positiva, se analiza detalladamente las
caracteristicas de dicha colonia (forma, color, elevacién, textura, hemolisis en el
caso del ASC5%). En el caso de los medios enriquecidos (ASC5%, agar
Chocolate) puede haber crecimiento de dos o mas bacterias las cuales para su

identificacion necesitan primero ser aisladas.
4. Aislamiento

El aislamiento se realiza con la ayuda de un microscopio estereoscopico; se debe
de tomar con el asa bacteriologia una de las colonias puras de las distintas
bacterias que este perfectamente aisladas de las demas, al asegurarse que se
tomé la colonia pura se realiza una siembra por agotamiento por estria en los
medios ASC5%, agar MacConkey, agar feniletanol. El aislamiento de hongos se
hace de la misma forma aunque estas colonias solo se sembraran en el medio
agar Sabouraud. Incubar los medios de cultivo ya sembrados a 37°C durante 24
horas. Se observa que las colonias aisladas presenten las mismas caracteristicas
y la ausencia de otro tipo de bacterias, una vez aisladas correctamente se procede

a la identificacion.
5. Identificacion y sensibilidad

Las pruebas de identificacion y sensibilidad a antibiéticos se llevan a cabo segun

el manual de inoculacién del panel BD Phoenix ID/AST>® >’
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Preparar el caldo ID: Afadir el organismo puro al caldo ID con ayuda de una asa
bacteriologica estéril y agitar en vortex, con ayuda de un nefelometro PhoenixSpec

asegurarse que el inoculo quede dentro de 0.50 y 0.60 en la escala McFarland.

Preparar el caldo AST o AST-S: Afadir por caida libre una gota del indicador AST
o AST-S, afiadir 25 pL del caldo ID preparado con la muestra y mezclar por
inversién. Inocular el panel con los caldos preparados en un tiempo no mayor a 30
minutos. Nota: el caldo AST solo debe inocularse en paneles AST que son para
identificacion y sensibilidad de Gram negativas o Gram positivas, el caldo AST-S
solo debe inocularse en panel AST que es para identificacion y sensibilidad de

estreptococos.

Colocar los paneles inoculados dentro del instrumento BD Phoenix-100 en un

tiempo no mayor a los 30 minutos después de la inoculacién.

Inocular tubos con medio agar hierro de Kligler (agar doble azucar) de cada
bacteria pura que ha sido encontrada en la muestra y tubos con medio agar SIM
(Sulfuro Indol Motilidad) unicamente para cada uno de los bacilos encontrados en

la muestra.

6. Obtencién de resultados

Después de 24 horas de incubacién del panel inoculado; el instrumento BD
Phoenix-100 emitird el resultado de la identificacién de la bacteria inoculada en
cada panel por género y especie ademas de los resultados de sensibilidad a

antibioticos de esa bacteria en ese mismo panel.
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Procesamiento de la muestra de secrecion

L . Cocos o bacilos,
—l — -
Observacion microscépica Grampositivos o

Gramnegativos
Tincién de Gram

St oras BD Phoenix-100 Identificacion y sensibilidad
— Obtencion de colonias puras - ———————) — antimicrobiana de cada
— src Fiuebas microorganismo aislado
bioquimicas g

Muestra Cultivo directo en ASC5%,
Ach, AMac, AFE y AS

Hesiembrade 24 horas Obtencién de nuevas colonias ~ BD Phoenix-100 Identificacion y sensibilidad
y de 7 dias g g
— que no se encontraron en el = antimicrobiana de cada nuevo

z o Pruebas - u
cultivo directo . microorganismo encontrado

Cultivo en caldo
tioglicolato

ASC5%: Agar sangre de carnero al 5%, Ach: Agar chocolate, AMac: Agar MacConkey, AFE: Agar feniletanol, AS: Agar Sabouraud.
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Resultado del crecimiento bacteriano en los diversos medios de cultivo

ASC5% ACh AMac AFE AS

Caso 1: Si se observa crecimiento
en todos los medios, entonces en la
muestras se encuentran C+, C-, B-,
B+ y Levaduras

Caso 1

Caso 2: 5i se observa crecimiento
en ASC5%, Ach y AMac, entonces

Caso 2 en la muestra se encuentran B-

Caso 3: Si se observa crecimiento
en ASC5%, Ach y AFE, entonces en
la muestra se encuentran C+

Caso 3

Caso 4: Si se observa crecimiento
en ASC5% y Ach, entonces en la
muestra se encuentran B+ ylo C-

Caso 4

Caso 5: Si se observa crecimiento
en ASC5%, Ach y AS, entonces en la
muestra se encuentran Levaduras

Caso 5

C+: Cocos Gram positivos, C-: Cocos Gram negativos, B-: Bacilos Gram negativos, B+: Bacilos Gram positivos
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Inoculacion de paneles para el equipo BD Phoenix-100

Cultivo puro

+ Morfologia macroscopica

* Pruebas biquimicas:

- SIM

- Agar hierro de Kligler
- Oxidasa

- Catalasa

Panel para Grampositivos,

AST

25 uL
0.50-0.60
1D
McFarland
Caldo ID

Caldo AST
o
Caldo AST-S

24 horas

Gramnegativos o Estreptococos

37°C

Indicador AST
o
Indicador AST-S

Identificacién y sensibilidad
antimicrobiana de cada
bacteria aislada en la muestra

Equipo BD
Phoenix - 100
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10.RESULTADOS

En los trece meses en los que se realizé el estudio, se recibieron en el Laboratorio
de Bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria 502 muestras de secreciones
para su analisis bacteriologico observandose un amplio predominio de muestras
de pacientes internos con 83% (n=417) en comparacion con el 17% (n=85) de las
muestras de pacientes que ingresaron por los servicios de atencion externa
(Grafica 1).

Grafica 1. Total de muestras de pacientes
internosy externos
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Las muestras de secreciones se dividieron en 4 grupos: secreciones de piel, de
herida quirdrgica, de mucosa y por algun tipo de dispositivo (Gréfica 1.1); de igual
forma se identifico del tipo de paciente de la cual provenia dividiéndolo asi en dos

poblaciones: los pacientes internos y lo externos (Grafica 1.2).

Grafica 1.1. Tipo de secrecion de pacientes
internos

Grafica 1.2. Tipo de secrecion de pacientes
externos
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Los resultados se reportaron como positivos y negativos de cada cultivo de las
muestra de secrecion enviadas por cada servicio hospitalario, dividiéndolos a su
vez en servicios hospitalarios internos (Gréafica 1.3) donde Infectologia fue el
servicio que obtuvo el mayor numero de cultivos positivos, por el contrario
Oncologia fue el servicio con un nimero mayor de muestras negativas. En el caso
de los servicios hospitalarios externos (Grafica 1.4), Prehospitalizacion fue el

servicio que mas resultados positivos obtuvo.
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Se obtuvieron los totales de bacterias identificadas en todas las muestras tanto de
pacientes internos (Grafica 1.5) como de los externos (Gréfica 1.6); se
identificaron un total de 448 bacterias de 417 muestras de pacientes internos,
mientras que de 85 muestras de pacientes externos, se identificaron 119
bacterias.
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Grafica 1.6. Total de bacterias identificadas en muestras
de secreciones de pacientes externos

OTROS
A. baumannii B. circulans
C. freundii K. ascorbata
M. morganii N. elongata
P. mirabilis P. fluorescens
S. hyicus S. sciuri
S. consteliatus S. cristatus
S. mitis S. oraiis

En ambos tipos de pacientes la mayor prevalencia fue de Cocos Gram positivos
seguida de los bacilos Gram negativos. Cabe sefalar que se lograron identificar
levaduras debido a que por sus caracteristicas, estas pueden crecer en medios de
cultivo bacterianos.

Tabla |. Bacterias aisladas segun su morfologia

Porcentaje (%) de bacterias segun su morfologia aisladas en muestras de secreciones de
pacientes internos (n=448) y externos (n=119).

% en muestras de pacientes | % en muestras de pacientes

internos externos

(n=448) (n=119)
Cocos Gram positivo 50 57
Bacilos Gram negativo 48 39
Levaduras 1 2
Bacilos Gram positivo 0.8 1
Cocos Gram negativo 0.2 1
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Se obtuvo el total de bacterias identificadas en los cultivos de secreciones de piel
de pacientes internos (Grafica 2) asi como los resultados positivos y negativos
enviados por cada servicio hospitalario interno que solicito el analisis (Gréfica 2.1).
El mayor nimero de cultivos positivos se encontraron en muestras enviadas por
los servicios de Infectologia; por otro lado también se observé que Oncologia fue
el servicio con mayor numero de cultivos negativos, esto puede ser debido al
tratamiento antimicrobiano, lo que demuestra el gran cuidado que tienen estos

pacientes debido a su estado inmunoldgico de salud.

Grafica 2. Bacterias identificadas en secreciones de piel de
pacientesinternos

OTROS
B. cepacia 5. cristatus
P.ag ons S.ch 9
S.soprophyticus S. vestibularis
A veronii B. circularis
C. freundii C. koseri
Ec if E roffi
E hermannii L. odecarboxylota
Levaduras M. catorrhalis
P. mirobils P.vulgars
P. rettgeri P. putido
5. marcescens S. copitis
5. coproe 5. hominis
S. hyicus 5. lentus
S acidomini Se
5. oralis 5. parogsonguinis
5. sanguis 5. uberis

Gréfica 2.1. Resultados del cultivo de
secreciones de piel enviadas por servicio

M Positivo ® Negativo
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Tabla Il. Bacterias identificadas en secreciones de piel encontradas por

servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones
de piel de pacientes internos encontradas en cada servicio hospitalario.

Bacteria % P. % S. % %K. %E.

Servicio aeruginosa | aureus E. coli pneumoniae | faecalis

(n=32) (n=28) (n=27) (n=14) (n=12)
Infectologia 25 21 26 43 17
Cirugia 21 14 30 29 25
Ortopedia 21 4 17
Terapia Intensiva 10 11 11 17
Gastronutricion 4 7 14 8
Oncologia 10 4 8
Neonatologia 6 7 7
Cardiologia 6 4 8
Medicina Interna 3 7 7
Neurologia 10 4
Nefrologia 3 7
Otorrinolaringologia 3 7
Inmunologia 7
Hematologia 4
Neumologia 3
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Se identificaron todas las bacterias en las secreciones de piel de pacientes
externos y los resultados que se obtuvieron por servicio hospitalario externo

(Gréfica 3y 3.1).

Otros
C. freundii
E. aerogenes
K. ascorbata
M. morganii
N. elongata
A. baumannii
§. saprophyticus
S. warneri
S. constellatus
B. circuians

Grafica 3. Bacterias identificadas en secreciones de
piel de pacientes externos

Prehospitalizacion

Grafica 3.1. Resultados del cultivo
de secreciones de piel enviadas por
servicio

M Positivo

Urgencias

M Negativo

Tabla lll. Bacterias identificadas en secreciones de piel encontradas por servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones de piel
de pacientes externos encontradas en cada servicio hospitalario.

Bacteria % S. % E. coli % E'. % K. . % P
Servicio aureus (n=7) faecalis pneumoniae aeruginosa
(n=10) (n=5) (n=5) (n=4)
Prehospitalizacion | 80 (n=8) 86 (n=6) 80 (n=4) 60 (n=3) 50 (n=2)
Urgencias 20 (n=2) 14 (n=1) 20 (n=1) 40 (n=2) 50 (n=2)
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De las 113 muestras de secreciones de herida quirdrgica de pacientes internos, se
obtuvo el 92% de positividad (n=103) identificAndose 150 bacterias (Gréfica 4),
este porcentaje elevado de positividad es debido a que los médicos solo enviaron
muestras de pacientes con probable infeccién. (Gréfica 4.1).

Grafica4. Bacteriasidentificadas en secrecionesde
herida quirurgica de pacientesinternos
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Tabla IV. Bacterias identificadas en secreciones de herida quirargica
encontradas por servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones
de herida quirdrgica de pacientes internos encontradas en cada servicio hospitalario

. % S. % % E. % K. % P.

Bacteria . . . .

Servicio aureus E. coli faecalis pneumoniae | aeruginosa

(n=21) (n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

Cirugia 38 44 44 32 44
Infectologia 19 6 7 25 6
Terapia Intensiva 13 13 6 31
Neonatologia 5 19 6 13
Ortopedia 14 12 6
Neurologia 6 6 6 13
Hematologia 14 6
Cardiologia 6 6 6
Estomatologia 6
Gastronutricion 6
Neumologia 6
Medicina Interna 5
Otorrinolaringologia 5
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Se obtuvieron todas las bacterias aisladas de las muestras de secrecion de herida
quirdrgica de pacientes externos; se observa el mismo orden en comparacion con
los pacientes internos solo que en lugar de Klebsiella pneumoniae, se encontré a
Enterobacter cloacae; y una cantidad muy reducida de otro tipo de bacterias
menos frecuentes (Grafica 5).

Grafica 5. Bacteriasidentificadas en secrecionesde
herida quirurgica de pacientes externos

Grafica 5.1. Resultados del cultivo de
secreciones de herida quirurgica enviadas

por servicio
15

M Positivo

1
.

Consulta Externa

Prehospitalizacion Urgencias

Tabla V. Bacterias identificadas en secreciones de herida quirurgica encontradas por

servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones de herida
quirargica de pacientes externos encontradas en cada servicio hospitalario.

Bacteria | % S. aureus | % E. faecalis % E. % P % E. coli
Servicio (n=8) (n=5) cloacae aeruginosa (n=2)
(n=3) (n=3)
Prehospitalizacion 63 (n=5) 60 (n=3) 67 (n=2) 100 (n=2)
Urgencias 37 (n=3) 40 (n=2) 33 (n=1) 100 (n=3)
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Se enviaron un total de 69 muestras de secrecion por dispositivo de pacientes
internos, se obtuvo el 68% de positividad (n=47), se identificaron 59 bacterias, las
principales de estas suman el 71% (Grafica 6). Nefrologia fue el servicio que mas
cultivos de muestras solicitd debido al gran uso de dispositivos que se utilizan en
estos pacientes, el resto de los servicios hospitalarios solicitaron muy pocos
cultivos (Grafica 6.1).

Grafica 6. Bacterias identificadas en secreciones por
dispositivo de pacientesinternos

Grafica 6.1. Resultados del cultivo de secreciones por
dispositivo enviadas por servicio

W Positivo ® Negativo
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Tabla VI. Bacterias identificadas en secreciones por dispositivo encontradas

por servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones
por dispositivo de pacientes internos encontradas en cada servicio hospitalario

Bacteria % S. % P. % E. % S. % E.
epidermidis | aeruginosa faecalis aureus cloacae

Servicio (n=14) (n=13) (n=5) (n=5) (n=4)
Nefrologia 72 46 20 60
Infectologia 7 23 20 25
Lerapa 7 20 20 25
Cardiologia 20 50
Neonatologia 7 20
Hematologia 20
Inmunologia 8
Oncologia 8
Neumologia 8
Gastronutricion 7
Ortopedia 7
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En los pacientes externos con este tipo de dispositivos (Grafica 7), se encontrd
una cantidad reducida de bacterias, esto en relacion al poco nimero de muestras

analizadas (n=5).

Grafica7. Bacterias identificadas en secreciones

por dispositivo de pacientes externos

Urgencias

Prehospitalizacion

Grafica 7.1. Resultados del cultivo de
secreciones por dispositivo enviadas
por servicio

M Positivo

M Negativo

ConsultaExterna

Tabla VII. Bacterias identificadas en secreciones por dispositivo encontradas por

servicio.

Porcentaje (%) de las bacterias identificadas en muestras de secreciones por dispositivo de
pacientes externos encontradas en cada servicio hospitalario.

Bacteria % S. aureus % E. coli % P. aeruginosa % E. coli
Servicio (n=4) (n=1) (n=1) (n=1)
Prehospitalizaciéon 50 (n=2) 100 (n=1) 100 (n=1)
Urgencias 50 (n=2)
Consulta Externa 100 (n=1)
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En las muestras de mucosas (n=54), se encontro el 83% de positividad (n=45), se
identificaron 56 bacterias, de las cuales, las principales suman el 61%, el
porcentaje restante lo ocuparon bacterias menos frecuentes (Grafica 8), el alto
namero de cultivos positivos y el tipo de bacterias identificadas podrian indicar la
contaminacion por miembros de la microbiota normal.

Grafica 8. Bacteriasidentificadas en secreciones de
mucosa de pacientesinternos

OTROS
K. pneumonige
P.agglomerans
5. capitis
5. haemolyticus
S. soprophyticus
S. pneumonioe
5. salivarius
S.sanguis

Grafica 8.1. Resultados del cultivo de secreciones de
mucosa enviadas por servicio
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Tabla VIIl. Bacterias identificadas en secreciones de mucosa encontradas
por servicio.

Porcentaje (%) de las principales bacterias identificadas en muestras de
secreciones de mucosa de pacientes internos encontradas en cada servicio
hospitalario

Bacteria % S. % S. % E. % P. % E.
epidermidis aureus coli aeruginosa faecium

Servicio (n=14) (n=7) (n=6) (n=4) (n=3)
Nefrologia 22 43 25 33
Oftalmologia 7 15 16 50
Infectologia 29 14 50
Otorrllg(gjllgrlngo 95 .
Cardiologia 21 14
Neonatologia 7 17
Inmunologia 17
Hematologia 14
Cirugia 14
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Se cultivaron 17 muestras de mucosas de pacientes externos, de las cuales 16
resultaron positivas, se identificaron 22 bacterias en estas muestras, las
principales bacterias sumaron el 78%, el resto lo ocuparon bacterias menos
frecuentes (Gréafica 9). En comparacion con las muestras de pacientes internos se
observa la ausencia de Pseudomonas aeruginosa. El mayor niumero de cultivos

resultaron positivos (Grafica 9.1).

Grafica 9. Bacteriasidentificadas en secrecionesde
mucosa de pacientes externos

[n-22 |

Grafica 9.1. Resultados del cultivo de
secreciones de mucosa enviadas por
servicio

M Positivo

B Negativo

Prehospitalizacion Urgencias ConsultaExterna

Tabla IX. Bacterias identificadas en secreciones de mucosa encontradas por servicio.

Prevalencia de las principales bacterias identificadas en muestras de secreciones de mucosa
de pacientes externos encontradas en cada servicio hospitalario.

. % S. % S. . % E. % E.
Servicio Bacteria epidermidis aureus %(5530)0 . faecalis aerogenes
(n=7) (n=5) (n=2) (n=1)
Prehospitalizacion 57 (n=4) 40 (n=2) 67 (n=2) 100 (n=2) 100 (n=1)
Urgencias 29 (n=2) 60 (n=3) 33 (n=1)
Consulta Externa 14 (n=1)
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Se puede observar una menor sensibilidad de Pseudomonas aeruginosa aislada
de las muestras de pacientes internos, comparada con la de pacientes externos.
La sensibilidad para el grupo de B-lactdmicos (FEP, CAZ, IPM, MEM) es mas baja
en un promedio de 25% en cepas de pacientes internos comparada con cepas de
pacientes externos. Para AK, CIP, y TZP resulto una sensibilidad similar
(aproximadamente entre 73% y 81%) para ambos tipos de cepas. Para los
antimicrobianos AM, CRO y SXT resulto una sensibilidad nula, debido a que
Pseudomonas aeruginosa presenta resistencia intrinseca a muchos de los
antimicrobianos de uso clinico como la mayoria de las penicilinas (AM), para
algunas cefalosprinas y para en el caso de SXT el mecanismo es por la falta de
captacion por lo tanto el antibiético no alcanza las concentraciones intracelulares
eficaces (Gréfica 10).

Grafica 10. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de P. aeruginosa en muestras de

secrecionesinternas y externas
Hinterno M Externo

81
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,77970 e —
T —

Ceftazidime

Internos: n=65
Externos:n=8

Amikacina Ceftriaxone

Trimetroprim/
Sulfametoxazol

Piperacilina/
Tazobactam

Ampicilina Cefepime Ciprofloxacina Imipenem Meropenem

Tabla X. Pseudomonas aeruginosa aislada en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje (%) de Pseudomonas aeruginosa aislada en los
diferentes tipos de muestras de secreciones de pacientes
internos (n=65) y externos (n=8).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos | pacientes externos
(n = 65) (n=8)
Piel 49 (n=32) 50 (n=4)
Herida Quirdrgica 25 (n=16) 38 (n=3)
Mucosa 6 (n=4)
Dispositivo 20 (n=13) 12 (n=1)
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Para Enterobacter cloacae se observo una alta sensibilidad para la mayoria de los
antibiéticos en las muestras de ambos tipos de pacientes (Gréfica 11); para los
antibioticos CAZ, CRO y TZP, las cepas internas presentan una disminucion en la
sensibilidad de aproximadamente 19%, esto puede deberse a que Enterobacter sp
puede presentar la enzima B-lactamasa inducible (clase C) la cual hace que sea
resistente a cefalosporinas de tercera generacion (como son CAZ y CRO)

manteniendo la sensibilidad a FEP.

Grafica 11. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de E. cloacae en muestras de secreciones
internasy externas

@ Interno W Externo

Internos: n=15
Externos:n=7

Amikacina Ampicilina Cefepime Ceftazidime Ceftriaxone Ciprofloxacina Imipenem Meropenem Trimetroprim/

Sulfametoxazol

Piperacilina/
Tazobactam

Tabla XI. Enterobacter cloacae aislada en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje de Enterobacter cloacae aislada en los diferentes
tipos de muestras de secreciones de pacientes internos
(n=15) y externos (n=7).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos | pacientes externos
(n=15) (n=7)
Piel 33 (n=5) 43 (n=3)
Herida Quirdrgica 40 (n=6) 43 (n=3)
Mucosa -- 14 (n=1)
Dispositivo 27 (n=4)
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Para las cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de todas las muestras, se
observa una buena sensibilidad para AM, IPM, MEM, y una baja sensibilidad para
el resto de los antibiéticos (Grafica 12), lo que demuestra una gran produccion de
BLEE’s por parte de esta cepa pero una muy baja produccion de otras enzimas
como las carbapemenasas.

Grafica 12. Porcentaje de sensibilidad antimicrobianade K. pneumoniae en muestras de
secreciones internas y externas
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Externos: n=6
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Amikacina Cefepime Ceftazidime Ceftriaxone Ciprofloxacina Imipenem Meropenem

Tabla Xll. Klebsiella pneumoniae aislada en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje de Klebsiella pneumoniae aislada en los diferentes
tipos de muestras de secreciones de pacientes internos (n=35) y
externos (n=6).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos (n | pacientes externos
= 35) (n=6)
Piel 40 (n=14) 83 (n=5)
Herida Quirurgica 46 (n=16)
Mucosa 3 (n=1) 17 (n=1)
Dispositivo 11 (n=4)
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Sobre la sensibilidad antimicrobiana de Escherichia coli, se observé una alta
sensibilidad (entre 95% y 100%) para AK, IPM, y MEM para ambos tipos
pacientes. Sin embargo, para el grupo de B-lactdmicos FEP, CAZ, CRO, AM hubo
menor sensibilidad (en promedio 22%) en las cepas de pacientes internos, en
comparacion a las de pacientes externos (Grafica 13). Con esto se entiende que
las cepas presentan mecanismos de resistencia como la produccion de BLEE's,
pero una produccion casi nula de carbapemenasas.

Grafica 13. Porcentaje de sensibilidad antimicrobianade E. coli en muestras de secreciones
internasy externas
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Tabla Xlll. Escherichia coli aislada en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje de Escherichia coli aislada en los diferentes
tipos de muestras de secreciones de pacientes internos
(n=49) y externos (n=13).
% Cepas de % Cepas de
pacientes internos pacientes
(n =49) externos (n = 13)
Piel 55 (n=27) 54 (n=7)
Herida Quirurgica 33 (n=16) 15 (n=2)
Mucosa 12 (n=6) 23 (n=3)
Dispositivo 8 (n=1)
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Tabla Xllla. Mecanismos de resistencia presentes en cepas aisladas de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.

% de cepas que presentan BLEE como mecanismo de resistencia.

Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
(n=41) (n=62)
Internos Externos Internos Externos
(n=35) (n=6) (n=49) (n=13)
Positivos 23 (67%) 4 (70%) 34 (69%) 5 (38%)
BLEE
Negativos 12 (33%) 2 (30%) 15 (31%) 8 (62%)
BLEE

Tabla XVa. Mecanismos de resistencia presentes en las cepas aisladas de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

% de cepas que presentan iMLSb y mecA como mecanismos de resistencia.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Mecanismos (n=88) (n=62)

] de ) Internos Externos Internos Externos
resistencia (n=61) (n=27) (n=51) (n=11)
presentes

Positivos 56 (92%) 24 (89%) 50 (99%) 10 (99%)

Negativos 5 (8%) 3 (11%) 1 (1%) 1 (1%)
mecA 56 (100%) 24 (100%) 50 (100%) 10 (100%)
iIMLSb 25 (44%) 11 (47%) 34 (68%) 7 (66%)
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En Staphylococcus aureus se encontré una baja sensibilidad en las cepas aisladas
de muestras de pacientes internos en comparacion con los externos (Gréfica 14);
estos resultados arrojan la presencia de mecanismos de resistencia como la
produccion de B-lactamasas y/o presencia del gen mecA para antibiéticos B-
lactamicos y la resistencia CC por el fenotipo iMLSb. Sin embargo, cabe resaltar
gue en ambos tipos de pacientes se presento una sensibilidad de 100% para VA.

Grafica 14. Porcentaje de sensibilidad antimicrobianade S. aureus
en muestras de secreciones internasy externas
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Tabla XIV. Staphylococcus aureus aislado en los
diferentes tipos de muestras.

Porcentaje de Staphylococcus aureus aislado en los
diferentes tipos de muestras de secreciones de pacientes
internos (n=61) y externos (n=27).

% Cepas de
pacientes internos

% Cepas de
pacientes externos

(n=61) (n=27)
Piel 46 (n=28) 37 (n=10)
Herida Quirurgica 34 (n=21) 30 (n=8)
Mucosa 12 (n=7) 18 (n=5)
Dispositivo 8 (n=5) 15 (n=4)
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Staphylococcus epidermidis presento una baja sensibilidad hacia la mayoria de los
antibiéticos empleados en la prueba, lo que demuestra una gran produccion de
mecanismos de resistencia en cepas de pacientes internos como de externos.

Pero se observa una sensibilidad de 100% a VA (Gréfica 15).

Grafica 15. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de S. epidermidis en
muestras de secreciones internas y externas
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Tabla XV. Staphylococcus epidermidis aislado en los
diferentes tipos de muestras.

Vancomicina

Porcentaje de Staphylococcus epidermidis aislado en los
diferentes tipos de muestras de secreciones de pacientes
internos (n=51) y externos (n=11).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos | pacientes externos
(n=51) (n=11)
Piel 16 (n=8) 36 (n=4)
Herida Quirdrgica 29 (n=15)
Mucosa 27 (n=14) 63 (n=7)
Dispositivo 28 (n=14)
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Las cepas de Enterococcus faecalis presentaron una alta sensibilidad hacia los
antibiéticos empleados en la prueba (Grafica 16); lo que demuestra una poca
produccién de mecanismos de resistencia.

Grafica 16. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana de E. faecalis

en muestras de secreciones internasy externas
M Interno M Externo

Internos: n=35
Externos: n= 12
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Tabla XVI. Enterococcus faecalis aislado en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje de Enterococcus faecalis aislado en los diferentes tipos
de muestras de secreciones de pacientes internos (n=35) y
externos (n=12).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos pacientes externos
(n =35) (n=12)
Piel 34 (n=12) 42 (n=5)
Herida Quirdrgica 46 (n=16) 42 (n=5)
Mucosa 6 (n=2) 16 (n=2)
Dispositivo 14 (n=5)
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Se observé una baja sensibilidad de Enterococcus faecium hacia los B-lactamicos
y también a la VA (Grafica 17); esto demuestra la produccién de mecanismos de
resistencia comparandolo con los resultados de Enterococcus faecalis. Pero se
encontré una alta sensibilidad a DAP.

Grafica 17. Porcentaje de sensibilidad antimicrobianade E. faecium
en muestras de secreciones internasy externas
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Tabla XVII. Enterococcus faecium aislado en los diferentes
tipos de muestras.

Porcentaje de Enterococcus faecium aislado en los diferentes
tipos de muestras de secreciones de pacientes internos (n=12)
y externos (n=2).

% Cepas de % Cepas de
pacientes internos | pacientes externos
(n=12) (n=2)
Piel 42 (n=5) 100 (n=2)
Herida Quirdrgica 33 (n=4)
Mucosa 25 (n=3)
Dispositivo
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11.DISCUSION DE RESULTADOS

11.1 ANALISIS DEL TOTAL DE MUESTRAS

En los trece meses en los que se desarrollo el estudio se recibieron en el
laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria un total de 502
muestras de secreciones de pacientes internos en los distintos servicios
hospitalarios asi como de pacientes que ingresaron por los servicios de atencion

externa.

Se encontré que la mayor prevalencia de patégenos en las muestras de
secreciones tanto de pacientes internos como externos fueron cocos Gram
positivos con un 50% y 57% respectivamente, seguido de los bacilos Gram
negativos con un 48% y 39% respectivamente. Estos datos coinciden con los
reportados por los CDC los cuales sefialan que las bacterias nosocomiales mas

frecuentes son los Gram positivos seguido de los Gram negativos®.

La principal bacteria identificada en todas las secreciones (piel, herida quirtrgica,
dispositivo y mucosas) en muestras internas fue Pseudomonas aeruginosa;
mientras que en pacientes externos, esta bacteria ocupo el quinto lugar, excepto
de las muestras de secreciones de mucosa de pacientes externos donde no se
aislé esta cepa. Esta bacteria es considerada como parte de la microbiota, pero
también es un microorganismo oportunista que puede aprovechar las lesiones
ocasionadas en la piel para producir dafo, todo esto dependiendo del estado

inmunolégico del paciente ya que hasta un 7% de individuos sanos pueden ser
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portadores de Pseudomonas aeruginosa en la garganta, mucosa nasal, piel y

hasta un 24% en las heces®®.

Como ya se ha demostrado en otros estudios, generalmente, esta bacteria es de
origen nosocomial, y que puede colonizar superficies himedas de los pacientes
como oidos, axilas, periné y también en los objetos inanimados que incluyen agua
de lavabos, duchas, etc. Por el contrario, la infeccion adquirida en el ambiente
extrahospitalario aparece en determinadas ocasiones y también suele asociarse a
la exposicion en entornos himedos como bafios calientes, piscinas, uso de lentes

de contacto etc.

Staphylococcus aureus se encontré en segundo lugar en muestras de pacientes
internos y en primer lugar en las muestras de pacientes externos, pero
principalmente en herida quirdrgica, tanto de pacientes internos como de externos
con 14% (n=21) y 26% (n=8) respectivamente. Los resultados obtenidos de las
muestras de pacientes internos coinciden con los encontrados en un estudio
realizado en San Luis Potosi en 2012 en el Hospital General de Zona num. 2
cuyos agentes causales de la infeccidon en la herida quirdrgica predominantemente
fueron Staphylococcus aureus con 25% (n=28) y Escherichia coli con 22.3%

(n=25)°.

Staphylococcus aureus es considerado como miembro de la microbiota comensal
de la piel pero también es considerado como uno de los agentes etiolégicos mas
importantes en infecciones nosocomiales, debido a que se propaga con el

continuo contacto entre en personal del hospital y los pacientes portadores; es por
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eso0 que es comun encontrarlo disperso en la mayoria de los servicios
hospitalarios; es el responsable de provocar una gran variedad de infecciones
cutaneas, por medio de las mucosas alcanzar algunas areas cercanas y producir
infecciones, como pueden ser dacriocistitis, conjuntivitis, endoftalmitis, sinusitis,
otitis, entre otras, por tal motivo cabe sefialar que del 20 al 30% de la poblacién es

portadora de S. aureus en la mucosa nasal.

Staphylococcus epidermidis ocupo el tercero lugar en muestras de pacientes
internos y cuarto lugar en pacientes externos, se aislé principalmente en las
muestras de secreciones por dispositivo de pacientes internos y en las muestras
de mucosa de pacientes internos y externos; teniendo en cuenta el tipo de
muestras analizadas esta bacteria es considerada como microbiota comensal de
la piel y es comun encontrarlo en los cultivos de mucosas debido a que al tomar la
muestra comdnmente se arrastra con estos microorganismos que se encuentran
en la piel que rodea a las mucosas, por otro lado, al momento de realizar una
incisién quirargica es muy probable que se contamine por este tipo de bacterias y
mAas aun si no se realiz6 la adecuada desinfeccion de la zona local, de igual
manera pueden llegar a colonizar los sitios de insercion del dispositivo
produciendo dafio en esas areas, este microorganismo puede adherirse a las
superficies de polimero del dispositvo con mas facilidad que otros
microorganismos. La importancia clinica, radica al identificarla como al agente

causal de la infeccion.

Las bacterias que le siguieron con mayor prevalencia tanto en muestras internas

como externas fueron: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella
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pneumoniae Yy Enterobacter cloacae. Cabe resaltar la ausencia de Escherichia coli
en todas las muestras de dispositivo de pacientes internos analizadas en este

trabajo.

Estas bacterias son miembros comensales del aparato gastrointestinal en
humanos, esto demuestra un alto grado de contaminacién con residuos fecales en
las muestras de secreciones analizadas lo que origina la infeccion tanto en
pacientes internos que son atendidos por personal de la salud y en pacientes
externos gque son cuidados por otro tipo de personas. La presencia de este tipo de
bacterias en los diferentes servicios hospitalarios dependera de las precauciones y
medidas de higiene por parte del personal de la salud que esta en contacto con los

pacientes.

En una intervencion quirdrgica es comun la contaminacion por este tipo de
bacterias por dos razones; la primera puede ser porque la cirugia es en regiones
cercanas al tracto gastrointestinal por lo tanto el paciente sufre una contaminacién
con bacterias de su propia flora; la segunda puede ser por una contaminacion
cruzada con cepas ajenas al paciente debido a la mala esterilizacion del ambiente
y de los instrumentos utilizados en la incisiébn asi como la falta de higiene (lavado
de manos) tanto del personal que realiza la cirugia como aquellos que se
encargan del cuidado postquirtrgico. La colonizacion del dispositivo médico por
parte de este tipo de bacterias puede producir infeccién en la lesion del tejido
donde se encuentra implantado y en el mas grave de los casos pasar a circulaciéon
y producir bacteriemia. Por tal motivo es de gran importancia desarrollar una

estricta tarea de desinfeccion en la zona de insercion del dispositivo.
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Se encontré en menor numero otro tipo de bacterias (por ejemplo Estafilococos
coagulasa negativa) en las muestras de pacientes internos y externos, la
presencia de este tipo de bacterias esté relacionada en los pacientes internos con
la maltiple interaccion del personal de salud y con la flora comensal de los propios

pacientes.

11.2 ANALISIS DE RESULTADOS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Pseudomonas aeruginosa

La baja sensibilidad para el grupo de B-lactamicos (48% para FEP, 46% CAZ, 41%
IPM y 53% para MEM) en cepas de pacientes internos comparada con cepas de
pacientes externos (67%, 71%, 73%, 77%, respectivamente) puede ser debido a
qgue los pacientes internos se encuentran sometidos a tratamientos con
antibioticos con cefalosporinas de tercera generacion o carbapenems y esta
bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia, entre ellos, los mas
frecuentes son las enzimas [B-lactamasas, sin embargo aun se encuentra una

buena respuesta para el uso de un inhibidor de B-lactamasas como TZP.

En un estudio desarrollado en Venezuela en 2013 se encontré un porcentaje de
sensibilidad de 48% para FEP, 16.43% para CAZ, 52% para IPM y 36% para
MEM®. En cambio el hospital infantil de México ha reportado una sensibilidad de
77% para FEP, 75% para CAZ y de 73% para IPM®, en comparacién con dichos

estudios, nuestras cepas presentan una baja sensibilidad para IPM y MEM.
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Enterobacter cloacae

Las cepas de Enterobacter cloacae presentaron una alta sensibilidad (entre 87% y
100%) a AK, FEP, CIP, IPM, MEM, SXT, tanto para pacientes internos como para

externos.

Los resultados del presente estudio son muy similares a los reportados por el
Hospital Infantil de México para este microorganismo: una sensibilidad de 89%
para AK, 90% para FEP y CIP, 100% para IPM, 75% para SXT, 64% para CAZ,

67% para CRO y 70% para TZP®".

Klebsiella pneumoniae

En las cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de muestras internas y externas
se encontré una alta sensibilidad (entre 96% y 100%) para AK, IMP, MEM en
ambos tipos de pacientes; para los B-lactdmicos FEP, CAZ, CRO, TZP, se obtuvo
18% mas de sensibilidad en las muestras de pacientes externos en comparacion
con la de internos. Se puede decir que la resistencia a CRO, CAZ y FEP en
Klebsiella pneumoniae es debido a la produccién B-lactamasa del tipo BLEE’s, ya
que resulté un 67% de positividad para cepas internas y un 70% para cepas
externas. Esta B-lactamasa (BLEE) de Klebsiella pneumoniae ha sido reportada en

hospitales de Espafia, EUA, Brasil, Argentina, Colombia, Venezuela.

Los resultados encontrados varian con los reportados por el Hospital Infantil de

México que reportdé una sensibilidad de 68% para AK, 100% para IMP, 32% para
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FEP, 31% para CAZ y CRO y 58% para TZP; pero en ambos casos se sigue

conservando una alta sensibilidad hacia los carbapenems.

Silva-Sanchez y col. informaron que K. pneumoniae es la enterobacteria
productora de BLEE de origen nosocomial con mayor frecuencia de aislamientos
(56.0%) en hospitales mexicanos, seguida de Enterobacter cloacae (29.0%) y

Escherichia coli (15.0%)%.

En un estudio realizado en Sonora en 2011 se encontré6 un 35.3% de cepas
productoras de BLEE’s las cuales presentaron una alta sensibilidad para
carbapenems del 100% y un 62% para AK®.

El SENTRY (programa mundial de vigilancia de resistencia antimicrobiana con
mas de 80 centros vigias, de ellos 10 en Latinoamérica) reporté que la mas alta
prevalencia de K. pneumoniae productoras de BLEE’s se encontr6 en América
Latina con un 45.4%, seguido de Asia en un 24.6%, Europa 22.6%, EUA 7.6% y
Canadéa en 4.9%%*,

Y para la region de América Latina (2008-2010) el programa SENTRY reporté una
tasa de BLEE’s para K. pneumoniae de 60.4%, 49.9%, 59.2% y 33.3% en
Argentina, Brasil, Chile y México respectivamente®®.

Se ha observado que la produccién de BLEE’s de K. pneumoniae ha aumentado
con el paso de los afios, en este estudio se encontré un alto porcentaje de cepas

productoras de BLEE’s, 67% en muestras internas y 70% en externas.
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Escherichia coli

Para las cepas de Escherichia coli aisladas se observé una alta sensibilidad (entre
95% y 100%) para AK, IPM, y MEM para ambos tipos de pacientes; para los B-
lactamicos FEP, CAZ, CRO, AM hubo menor sensibilidad (en promedio 22%) en
las cepas de pacientes internos, en comparacion a las de pacientes externos (en
promedio 50%). La sensibilidad disminuida en este ultimo grupo de B-lactamicos
es debida en gran parte a la presencia de enzimas tipo BLEE’s, ya que esta
enzima se presentd en un 69% en estas cepas de Escherichia coli aislada de
pacientes internos a diferencia de las cepas de pacientes externos ya que solo el

38% de las cepas presentaron esta enzima.

El Hospital Infantil de México reportd una sensibilidad de 96% para AK, 100% para
IMP, 61% para FEP, 60% para CAZ y CRO y 26% para TZP. En ambos estudios

se sigue conservando una alta sensibilidad para AK y los carbapenems.

En el estudio realizado en Sonora en 2011 se encontré un 31.8% de cepas
productoras de BLEE’s, las cuales presentaron una alta sensibilidad para

carbapenems del 94% y un 45% para AK®.

El programa SENTRY reporté que la mas alta prevalencia de E. coli productoras
de BLEE’s se encontr6 en América Latina con un 8.5%, seguido de Asia en un

7.9%, Europa 5.3%, Canada en 4.2% y EUA 3.3%°%.

Los resultados del programa SENTRY (América Latina, 2008-2010) reportaron una
tasa de BLEE'’s para E. coli de 18.1%, 12.8%, 23.8% y 48.4% en Argentina, Brasil,

Chile y México respectivamente®.
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Staphylococcus aureus

Las cepas de Staphylococcus aureus presentaron una alta sensibilidad para GM,
TE y VA (entre 81% y 100%) en ambos tipos de pacientes; para el resto de los
antibioticos se encontr6 una menor sensibilidad en las muestras de pacientes

internos en comparacion a las de los pacientes externos.

En las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de pacientes internos, el 92%
(n=56) presento algun mecanismo de resistencia, de estas, el 100% resulto
positivo para el gen mecA, mientras que el 44% fue positivo para el fenotipo
iIMLSb. En las cepas de pacientes externos, el 89% (n=24) presento algun
mecanismo de resistencia, dando el 100% para el gen mecA y el 47% para el

fenotipo IMLSD.

En las especies de Estafilococos el mecanismo de resistencia mas frecuente es la
presencia del gen mecA el cual causa una mutacién en las PBP, esto se puede
ver por la baja sensibilidad a CZ y FOX en cepas de pacientes internos y
sensibilidad nula a P. La baja sensibilidad para CC (56-65%) de estas cepas en
ambos tipos de pacientes puede ser debido al mecanismo de resistencia fenotipo

IMLSb que con frecuencia presentan estas bacterias a este antibiético.

El Hospital infantil reportd una sensibilidad de 98% para GM, 100% para VA, 7%
para CC y 3% para P. En 2012 Hatkar y cols. encontraron que el 91.3% de cepas
de S. aureus fueron meticilino resistente y también el 26.13% de estas cepas

presentaron resistencia inducible a la Clindamicina®®. Mientras que en la India un
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estudio demostré que el 25.4% de las cepas fueron MRSA y la resistencia

inducible a CC se presenté en el 16.6% de las cepas®’.

Staphylococcus epidermidis

Estas cepas presentaron una alta sensibilidad (de 100%) a VA; para el resto de los
antibiéticos se presentd muy baja sensibilidad en cepas de ambos tipos de
pacientes; lo cual demuestra la presencia de diversos mecanismos de resistencia
elaborados por estas bacterias, dependiendo del grupo de antibiéticos a los que se
les enfrenta (hidrolisis enzimética, modificacion enzimatica, mutaciones, entre

otros).

En las cepas de Staphylococcus epidermidis aisladas (n=51) de pacientes
internos, el 99% (n=50) presento algin mecanismo de resistencia: el 100%
resulto positivo para el gen mecA, mientras que el 68% fue positivo para el
fenotipo IMLSb. En las cepas de pacientes externos (n=11), el 99% (n=10)
presento algin mecanismo de resistencia: dando el 100% para el gen mecA y el

66% para el fenotipo iMLSb.

El Hospital Infantil de México reporté una sensibilidad de 35% para GM, 100%
para VA, 18% para CC y 100% para P®'. Mientras que en la India un estudio
demostré que el 32.3% de las cepas aisladas fueron MRSA y la resistencia

inducible se presento en el 25.8% de las cepas®’.

Es de gran importancia resaltar que tanto Staphylococcus aureus como
Staphylococcus epidermidis presentan una total sensibilidad (100%) a

Vancomicina en los aislados tanto de pacientes internos como de externos.
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Enterococcus faecalis

Todas las cepas de Enterococcus faecalis aisladas de muestras de secreciones de
pacientes internos y externos presentaron buena sensibilidad (entre 88% y 100%)

para todos los antibioticos utilizados en el antibiograma.

El Hospital Infantil de México reporto una sensibilidad de 95% para AM, 100%

para LZP,y 99% para VA.

Enterococcus faecium

Las cepas de Enterococcus faecium aisladas de las muestras de secreciones de
pacientes internos y externos presentaron buena sensibilidad (entre 78% y 96%) a

DAP y LZO; pero una baja sensibilidad a AM y VA.

En los dltimos afios se ha presentado un incremento de Enterococcus faecium
resistente a la Vancomicina (ERV) como se encontr6é en las cepas analizadas en

este estudio.

El Hospital Infantil de México reporté una sensibilidad de 4% para AM, 100% para
LZP, y 42% para VA®. Lo que se observa que en ambos casos la resistencia de

esta cepa a los antibiéticos esta incrementando.

En estudios globalizados de SENTRY enfocados en cepas resistentes a
Vancomicina, solamente 16 cepas de mas de 400 cepas de enterococo evaluadas,
presentaban resistencia a Vancomicina, siendo la gran mayoria Enterococcus

faecium.
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12.CONCLUSIONES

M Se obtuvieron datos epidemiolégicos de otro tipo de muestras como son
secreciones de dispositivo, de piel, de mucosas y no solamente las de
herida quirurgica.

M Se logré trabajar con muestras de dos poblaciones diferentes (pacientes
internos y externos) que acudieron al Instituto Nacional de Pediatria.

M Se encontré una diferencia en la prevalencia de las bacterias aisladas del
mismo tipo de muestras en ambas poblaciones.

M Se aislo un mayor nimero de especies de bacterias menos frecuentes en la
poblacién de pacientes internos.

M Los agentes con mas aislamiento en muestras internas fueron cocos Gram
positivos considerados como patdégenos nosocomiales.

M Las bacterias con mayor aislamiento de muestras de pacientes internos
presentaron una baja sensibilidad a antibiéticos, por el contrario, las
bacterias aisladas de pacientes externos fueron mas sensibles.

M Se encontré un elevado porcentaje de cepas de Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli productoras de BLEE.
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13.LOGROS Y ALCANCES

Sin importar del tipo de paciente, se obtuvieron los resultados de las
sensibilidades antimicrobianas de las bacterias aisladas y un probable mecanismo
de resistencia desarrollado; gracias a esta informacion el médico pudo realizar una

seleccion de los antibioticos adecuados y favorecer la pronta mejoria del paciente.

Con los datos encontrados, se logr6 mantener comunicacion con el Comité de
Infecciones del INP con el fin de prevenir casos o brotes de cepas multiresistentes,
las cuales se pueden propagar rapidamente, estas pueden transferir sus genes de

resistencia a través de los diferentes mecanismos.

Por tal motivo este estudio ayuda en la prevencion y control de la propagacion de
agentes patdégenos, al dar resultados sobre la prevalencia, la sensibilidad, los
mecanismos de resistencia y la distribucibn de las cepas en los diferentes

servicios hospitalarios.
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