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TITULO DE LA INVESTIGACION

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y CLONALIDAD DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA CAUSANTES DE INFECCIONES ASOCIADAS AL CUIDADO
DE LA SALUD EN EL SERVICIO DE PEDIATRIA DEL HOSPITAL GENERAL DE
MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria aerdébica Gram negativa que es una
causa importante de infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomial. Las
infecciones causantes por pseudomonas aeruginosa de tipo nosocomial son
neumonias, infecciones del trato urinario, infecciones del torrente sanguineo,
infecciones del sitio quirurgico, en la piel se observa con mayor frecuencia en
pacientes quemados, las infecciones cronicas y recurrentes del tracto
sinopulmonar de pacientes con fibrosis quistica, asi como también es causante de
bacteriemias en pacientes con leucemias agudas, y en pacientes con
inmunodeficiencias primarias y secundarias.

La preocupacion principal radica en las tendencias de resistencia antimicrobiana
observado en infecciones nosocomiales por P. aeruginosa en los ultimos afios, ya
que se reportan resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en un 31.9%,
fluoroquinolonas en un 29.5% y a carbapenemicos en un 21.2%.

P. aeruginosa se ha vuelto relativamente comun en la UTIP (Unidad de Cuidados
intensivos Pediatricos), reportandose como MDR tal como se define por
presentar resistencia a ceftazidima, piperacilina, gentamicina y ciprofloxacino. Sin
embargo la principal preocupacidén es la resistencia a carbapenemicos, siendo
estos los farmacos de eleccién al presentar resistencia a cefalosporinas vy
fluoroquinolonas.

En el hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” P. aeruginosa es
causante de un gran numero de infecciones nosocomiales en los pacientes

pediatricos, ademas de producir un incremento en la mortalidad.



En los ultimos afos la elecciéon de un tratamiento se ha complicado por el
incremento en la resistencia a los diferentes antibidticos utilizados de primera
linea.

El conocer los perfiles de resistencia antimicrobiana es de gran utilidad para
definir una estrategia en el tratamiento de estos pacientes. De igual manera,
realizar la identificacion de las clonas de P. aeruginosa circulantes en el servicio
de pediatria, ayudaria a definir si existe transmision de clonas entre los
pacientes, o si diferentes clonas son los agentes causales de las infecciones que

presentan estos pacientes. (1,2, 3)

EPIDEMIOLOGIA

P. aeruginosa es un patodgeno principalmente nosocomial, frecuente en paciente
con fibrosis quistica, es capaz de sobrevivir en ambientes que tienen solo unos
componentes nutricionales minimos. En el ambiente hospitalario, P.
aeruginosa puede colonizar las superficies humedas de la axila, oidos, periné,
también es aislado en otros ambientes humedos e inanimados como son el agua
de sumideros y sistemas de evacuacion, servicios y duchas, Se han aislado cepas
patdogenas del agua utilizada para regar las flores de las habitaciones de los
enfermos, equipo hospitalario que se pone en contacto con el agua como las
bayetas, ventiladores, soluciones de limpieza, y maquinas de procesamiento de
alimentos. @, 5, 6)

P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a muchos antimicrobianos debido a
la impermeabilidad, de eflujo de multiples farmacos cromosoma ampC b-
lactamasas. Se ha visto buena actividad con carboxi y aminopenicilinas,
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, carbapenems, monobactams,
aminoglucésidos y fluoroquinolonas. La resistencia a cada una de estas clases de
farmacos puede surgir por varias mutaciones que causan la regulacion positiva de

las bombas de eflujo o la baja regulacidon de la permeabilidad o, en el caso de



aminopenicilinas y cefalosporinas, la hiperproduccion de cromosoma ampC b-
lactamasas. La resistencia a b-lactamicos o aminoglucosidos también pueden
surgir por la adquisiciéon de plasmidos, transposonoes o integrones que codifican
b-lactamasas, o aminoglucdsidos modificadores de enzimas. Interés reciente
también se ha centrado en la aparicion de carbapenemasas en P. aeruginosa. ()
P. aeruginosa es responsable del 10% de infecciones nosocomiales en todo el
mundo.

De acuerdo al CDC alrededor de 51 000 infecciones por P. aeruginosa asociadas
al cuidado de la salud se producen cada afo en Estados Unidos, de los cuales
alrededor de 6000 (13%) son causadas por cepas resistentes a multiples
farmacos. Informandose que colistina es el ultimo recurso de opcion de
tratamiento contras las cepas MDR de P. aeruginosa aun con sus efectos de
nefrotoxicidad y neurotoxicidad, aunque recientemente se informa la aparicion de
resistencia a colistina en varios paises, entre ellos Dinamarca, Reino Unido y
Australia. ()

En Reino Unido y Europa se reportaron tasas de resistencia a P. aeruginosas
similares, menor al 12% para amikacina, meropenem, gentamicina
piperacilina/tazobactam. Se observa un incremento en la resistencia para
imipenem del 2.5% en 1993, a 8.1% en 1999, por la mutacién de la porina OprD.
Sin embargo este estudio no fue concluyente, en resumen se cree que la
resistencia antimicrobiana a P. aeruginosa es menor al 12%.(9)

En un estudio realizado en Brasil se reporté resistencia antimicrobiana a P.
aeruginosa en bacteremia aislada en 120 pacientes. 45.8% resistencia a
carbapenemasas, y 23.3 % a metalo-b.lactamasas expresado en el gen blaSPM-1
(57%) o tipo blaVIM (43%). (10)

Prevalencia de Neumonia debida a P. aeruginosa asociada a ventilador en
estados unidos es de 13.5%, en Europa de 19.4%, Pacifico asiatico de 16.0%,

Latinoamérica 13.8%, y se reporta una prevalencia global de 15.6%. (11)



CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Es un bacilo Gram negativo de |-3 um de largo por 0.5-1 um de ancho, Familia
Pseudomonadaceae, genero Pseudomonas, con un metabolismo aerobio estricto,
aunque puede crecer en ausencia de oxigeno cando en el medio se presentan
nitratos o arginina. Es mévil por un flagelo polar da positivas las reacciones de la
oxidasa y de la catalasa, utiliza la glucosa y otras fuentes carbonadas por via
oxidativa para lo cual se emplea el medio base de Hugh y Leifson. Esta bacteria
se considera versatil nutricionalmente pudiendo crecer en fuentes nutritivas muy
simples e inclusive utilizar lentamente compuestos empleados en la formacion de
desinfectantes y asépticos.

Se considera mesofilica aunque puede crecer a 42°C.

Entre los pigmentos fluorescentes o pioverdinas que exhiben color amarillo o
amarillo café, y a la piocianina de color azul, la pigmentacion caracteristica de las
cepas de P. aeruginosa es el resultado de la combinacién de ambos pigmentos,
de tan forma que la observacion del pigmento azul verdoso confirma la produccion
de piocianina, y bajo una lampara de luz negra una flourescencia amarillenta
confirma la produccién de una pioverdina.

En el medio Mueller Hilton se observan colonias grandes e irregulares que
difunden el pigmento verde turquesa caracteristico, en el medio de gelosa sangre
se observan colonias grandes e irregulares con una b-hemolisis, en la gelosa
McConkey se observan colonias grandes e irregulares no fermentadoras de la
lactosa. (Tabla: 1). (12

Tabla 1: pruebas empleadas en la identificacion de P. aeruginosa

Tincién Gram Bacilos Gram negativos

Morfologia colonial Grandes y planas con bordes irregulares
Pigmentacion Azul a verde metalico en agar Mueller Hinton
Olor A “masa de tortilla”

Oxidasa Positiva

Agar TSI Alcalino sobre alcalino




OF en glucosa Metabolismo oxidativo

Crecimiento a 42°C Positivo.

MECANISMOS DE INFECCION Y VIRULENCIA

MOVILIDAD Y ACCESORIO: P. aeruginosa posee un solo flagelo que permite la
motilidad y puede mediar en la interaccién inicial de la superficie, también tiene
multiples pilis en la superficie celular tipo IV, que son responsables de la

adherencia a las membranas celulares y otras superficies celulares.

FACTORES DEL HUESPED EN LA PATOGENIA

El determinante principal del potencial patdégeno de los factores de virulencia de P.
aeruginosa es realmente el estado de salud del huésped humano, por ejemplo en
las infecciones de quemaduras y de heridas P. aeruginosa es capaz de
aprovecharse de un tejido muerto o mal perfundido, crecer en esta localizacion y
en ultimo termino conseguir una densidad suficiente en la herida para permitirle
sembrar la sangre a niveles que superen la inmunidad innata del huésped.

La pérdida de la funcion de barrera de las mucosas, como sucede en el arbol
traqueobronquial de los pacientes sometidos a ventilacion mecanica, es otra
condicion que permite que P. aeruginosa se convierta potencialmente en un
patdogeno importante. La flora bacteriana normal del tracto gastrointestinal y de la
orofaringe proporciona una fuerte competencia a los patégenos al prevenir su
colonizacion y crecimiento, pero la desestructuracion de esta flora por el
tratamiento antimicrobiano puede permitir que un organismo tal como P.
aeruginosa colonice una superficie mucosa, la eliminacién de microorganismos por
la miccion en el tracto urogenital es también una condicion del huésped que se
asocia con la colonizacién y la posterior infeccion de P. aeruginosa.

La panoplia de citosinas y de quimiocinas que pueden producir los humanos en

respuesta a la infeccion, con los efectos aditivos, sinérgicos, complementarios y




antagonicos, dificulta la atribucion de resistencia a la infeccidn por P. aeruginosa a

una unica citosina. (1, 6, 12,13, 14)

FACTORES BACTERIANOS EN LA PATOGENIA

En este microorganismo se encuentra la practica totalidad de las clases
principales de los sistemas de virulencia bacterianos, que incluyen exotoxinas,
endotoxinas, toxinas de tipo Il segregadas, pili, flagelos, proteasas, fosfolipasas,
proteinas fijadoras de hierro, exopolisacaridos, capacidad para formar biopeliculas
y la elaboracién de pequefias moléculas toxicas como piocianinas.

El potencial de P. aeruginosa para causar infeccion en la practica totalidad de las
localizaciones del cuerpo se debe probablemente al conjunto de factores a los que
puede recurrir por su gran genoma para establecerse en una localizacion
especifica y utilizar una variedad de nutrientes para su crecimiento, junto con la
capacidad para producir una panoplia de factores para contrarrestar las defensas
del huésped.

Los factores bacterianos producidos para hacer frente a las defensas del huésped
incluyen la expresion de las cadenas O largas del lipopolisacarido bacteriano para
prevenir la lisis por el complemento y la produccién de una variedad de proteasas
que pueden inactivar los efectores inmunitarios del huésped y destruir las células
inmunoefectoras asi como degradar los componentes tisulares, con lo que se
permite que el organismo avance a un proceso infeccioso. Las proteasas mejor
estudiadas de P. aeruginosa son las proteasas elastoliticas codificadas por los
genes lasa (proteasas lasA y elastasas lasB elastasas), proteasas alcalinas y
proteasas IV.

P. aeroginosa utiliza sistemas de sideroforos tipicos para adquirir hierro, que
implica de

modo especificos factores denominados pioverdina y pioquelina. La pioverdina es
segregada, depura hierro de fuentes de mamiferos y lo devuelve a la célula en
forma de ferripioverdina al unirse al receptor de membrana bacteriana FpvA. La

10



pioquelina se une al receptor de la pioquelina férrica bacteriana codificada por el
gen feptA.

Otra toxina celular importante producida por la P. aeruginosa es la exotoxina A,
una toxina ribosilante de adenosina difosfato con una actividad muy similar a la
de la toxina diftérica.

Las cepas de P. aeruginosa puede inducir la hemolisis de los eritrocitos como
consecuencia de la produccion de plcHR, una fosfolipasa C hemolitica.

Los sistemas de secrecion de tipo Il son caracteristicas muy conservadas de los
patdogenos bacterianos incluida P. aeruginosa, este sistema permite la inyeccion
directa de toxinas bacterianas en las células eucariotas, lo que desestructura el
trafico celular al inhibir el citoesqueleto actinico y al afectar también a la sintesis
de proteinas.

Durante la infeccion por P. aeruginosa se produce una extensa lesion celular,
sobretodo en el pulmén, que afecta a las células epiteliales y endoteliales, parte de
este dafo esta mediado por la piocianina que dafa las células por la produccion
de especies reactivas del oxigeno tales como el peroxido de hidrogeno y
superoxido.

P. aeruginosa resiste los efectos de estas moléculas antibacterianas al limitar la
transformacién clinica redox de la piocianina y por la produccion de 3 catalasas
(KatA,KatB, y KatC), y 2 superdxido dismutasas una que utiliza manganeso como
cofactor y otra que utiliza hierro.

A medida que aumentan los recuentos bacterianos en un tejido los organismos
alcanzan una masa critica que los permite comunicarse de modo efectivo por
medio de un sistema de percepcién de quérum (QS). En P. aeruginosa se
conocen hasta la fecha 3 sistemas de QS principales interrelacionados,

designados como las, rhl, y sistemas de quinolonas de Pseudomonas (PQS). ¢,
6,12, 13, 14)
Los mediadores moleculares del sistema QS se conocen como autoinductores por

sus efectos autorreguladores sobre las respuestas bacterianas del ambiente.
Estos 3 sistemas junto con algunos otros factores reguladores tienen una compleja
interaccién en el contexto de la regulacion de la transcripcion génica y en la

produccion de factores de virulencia.
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Otro fenotipo bacteriano importante regulado por el sistema QS es la formacion

de biopeliculas por P. aeruginosa. (1,6, 12,13, 14)

MECANISMOS DE RESISTENCIA

P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a muchos antibacterianos, incluyendo
betalactamicos, = macrolidos, tetraciclinas, trimetropim/sulfametoxazol vy
fluoroquinolonas. P. aeruginosa no es tan intrinsecamente resistente a las
carboxipenicilinas (ticarcilina), ureidopenicilinas (piperacilina), combinacion de b-
lactamicos e inhibidores de betalactamasas (piperazilina/tazobactam vy ticarcilina
/acido clavulanico), algunas cefalospornas de cuarta y tercera generacion(
cefepime, ceftazidime y cefoperazone), aminoglucosidos (gentamicina,
tobramicina 'y amikacina), algunas fluoroquinolonas (levofloxacino, y
ciprofloxacino), carbapenemicos ( imipenem, cilastatin, meropenem y ertapenem),
y de polimixinas (colistina). Sin embargo P. aeruginosa es capaz de desarrollar
resistencia a cualquiera de estos agentes, a menudo bajo la influencia de
exposicion a antimicrobiano previo, particularmente con ciprofloxacino, e
imipenem-cilastatina.

DEFINICION DE MULTIDROGORESISTENCIA

Este término se utiliza cuando una cepa bacteriana es resistente a varios
antimicrobianos.

Los mecanismos generales de resistencia antimicrobiana incluyen presencia de
betalactamasas y alteracion de la permeabilidad de membrana dada por la
presencia de bomba de expulsion y las mutaciones de las porinas
transmembranales.

Al igual que todas las bacterias Gram negativas P. aeruginosa posee una
membrana externa compuesta de una bicapa asimétrica de lipopolisacaridos y
fosfolipidos, atravesados por canales de proteinas denominados porinas. La
permeabilidad de la membrana externa de P. aeruginosa es limitada y esta
limitacion junto con los mecanismos de eflujo explica en gran medida la amplia

resistencia a los antimicrobianos. Las porinas son proteinas transmembranales

12



que se ubican en la membrana externa de las bacterias, OprD es una porina de
membrana externa presente en P. aeruginosa especifica para carbapenemicos,
su disminucion o expresion ausente de OprD se ha demostrado que es su
principal mecanismo de resistencia. Los antimicrobianos pueden ser expulsado a
través de diferentes bombas de eflujo, se cree que los sistemas de bomba de
eflujo funcionan como estructuras triparitas (que contiene 3 proteinas individuales)
que abarcan tanto la membrana interior como exterior, asi como el espacio
periplasmasmico entre las membranas. Estas bombas de eflujo de multiples
farmacos se denominan por sus componentes proteicos, y 4 han sido bien
caracterizadas (MexA-MexB-OprM, MexC-MexD-Oprd, mexe-MexF-OprN y mexx-
MexY-OprM), aunque el genoma de Pseudomonas aeruginosa contiene al menos
10 distintos sistemas de bomba de eflujo, estas pueden expresarse
constitutivamente a niveles bajos, o sobre expresarse en el ajuste de mutaciones
del gen represor. La expresion puede ser regulada positivamente en respuesta a
ciertos factores ambientales, incluyendo concentraciones subinhibitorias de
antibacterianos, o altas concentraciones de las moléculas de sefalizacion
implicadas en la percepcion del quérum. La sobreexpresion de una bomba de
eflujo plantea la concentracion media inhibitoria de cualquier farmaco susceptible
a la bomba y cada bomba es capaz de manejar multiples sustratos antibacterianos
(tabla 2), la terapia antimicrobiana ejerce una presion adicional mediante la
seleccion de cepas de P. aeruginosa que sobre expresan estas bombas de eflujo,
fendbmeno que pude ser un problema particular con fluoroquinolonas que son
sustrato de las 4 bombas de eflujo mencionados previamente.

Las b-lactamasas son enzimas capaces de degradar por hidrolisis el anillo b-
lactamico de los antibidticos siendo este un mecanismo importante de la
resistencia a betalactamasas entre las bacterias Gram negativas.

P. aeruginosa posee 2 clases de b-lactamasas: Amp-C y las b-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), Amp-C esta codificada en el cromosoma de la
bacteria y tiene la capacidad de ser inducida por los propios betalactamicos,
especialmente cafalotina y ampicilina, cuando esto sucede hay resistencia a

13



penicilinas y cefalosporinas (ceftazidime, cefepime); el grado de resistencia

depende del grado de represion del Amp-C. (1, 2,4 10, 11, 14, 15,16)

Tabla: 2 bombas de eflujo de P. aeruginosa con sustratos antimicrobiano

MexA-MexB-OprM

MexC-MexD-OprJ

MexE-MexF-OprN

MexX-MexY-OprM

Aztreonam

Cefepime

Cloranfenicol

Amikacina

Carbecilina Cefuroxima Ciprofloxacino Cefepime
Cefotaxima Cloranfenicol Ac. Clavulanico Cefotaxima
Ceftazidime Ciprofloxacino Levofloxacino Ciprofloxacino
Cefuroxima Eritromicina Norfloxacino Eritromicina
Cloranfenicol Levofloxacino Sulbactam Gentamicina
Ciprofloxacino Nafcilina Trimetropim Levofloxacino
Ac. Calvulanico Norfloxacino Tetraciclina
Faropenem Tetraciclina tobramicina
Lefloxacino Trovafloxacino

Meropenem

Nafcilina

Norfloxacino

Pipercilina

Sulbactam

Tetraciclina

Trimetropim

RESISTENCIA A BETALACTAMASAS CLASE A:

Las betalactamasas

de espectro extendido (ESBLs) confieren resistencia de

espectro ampliado a cefalosporinas y son inhibidas in vitro por acido clavulanico y
tazobactam. Estas se han identificado extendidamente en numerosas familias de
enterobacterias pero también son reportadas en los no fermentadores.

La b-lactamasa PER-1 fue la primer ESBL identificada en P. aeruginosa, fue

identificada en un paciente turco hospitalizado en areas de Paris Francia en 1991.
4)
CARBAPENEMASAS:
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Se han destacado varios tipos de GES que exhiben algunas propiedades
carbapenemasas. Actualmente del primer tipo de carbapenemasas ESBLs fue
identificado de P. aeruginosa siendo GS-2 diferentes de GS-1 por la sustitucién
de una aminoacido simple. Este aislamiento fue recuperado de un paciente
hospitalizado en Sudéafrica y fue parte de brote que ocurrié en el mismo hospital
las GES-5 variantes poseen significantes actividades carbapenemasas quienes
también han sido reportadas de P. aeruginosa aisladas en China, Sudafrica, Brasil
y Turquia. Aquellos genotipos blaGES son parte de una clase d de estructuras
integras. Recientemente una variante de GES GES-18 identificada de un
aislamiento de P. aeruginosa en Belgica. Las G-18 difieren de ges-5 de la
sustitucion de un aminoacido y también carbapenemasas hidrolazadas. Aunque
rara vez identificados, productores de KPC aislados de P. aeruginosa
carbapenimasas reportadas en Colombia 2006, Puerto Rico Trinidad y Tobago y
china, se han identificado incrementos en regiones de las Ameéricas y Caribe. No
hay una evidencia clara de una transferencia horizontal del gen blaKPC de

enterobacterias no fermentadoras han sido observadas. @)

B-LACTAMASAS CLASE B:

También llamadas metalo-b-lactamasas (MBLs) hoidrolizan carbapenemicos y
otros betalactamico de manera muy eficiente y en los cuales los inhibidores de b-
lactamasas clinicamente disponibles como acido clavulanico y tazobactam no
tiene efecto, sin embargo su actividad es inhibida por quelantes de iones
metalicos.

La resistencia carbapenemicos en P. aeruginosa se relaciona principalmente con
la deficiencia de la porina OprD y mas raramente a carbapenemasas. Las
carbapenemasas en P. aeruginosa son principalmente MBLs de los tipos M,
VIM, SPM y GIM. IMP-1 fue primero reportado en enterobacterias y P. aeruginosa
en Japon y ahora se distribuye a nivel mundial, lo que sugiere la transferencia
horizontal de blaIMP-1 entre las especies Gram negativas no relacionadas. Las
enzimas IMP pueden dividirse en varios subgrupos y los porcentajes de

aminoacidos dentro de este grupo se han reportado rangos del 90 al 99%. Estas
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variantes poseen actividades hidroliticas similares, entre las 51 variantes de IMP
conocidas 32 se han notificado para P. aeruginosa y se han identificado en todo el
mundo.

A pesar de que las enzimas VIM comparten menos del 40% de aminoacidos
idénticos a las enzimas tipo IMP, comparten el mismo espectro hidrolitico. La VIM-
1 fue el primer MBL identificado en P. aeruginosa y se han reportado en paises
europeos. Sin embargo el VIM-2 es ahora el mas extendido de las MBL en P.
aeruginosa como fuente de multiples brotes 23 de las 46 variantes VIM han sido
identificados en P. aeruginosa.

B-lactamasa SPM es bastante diferente de VIM y IMP y por consiguiente
representa una nueva subfamilia de MBL. SPM-1 fue asilado por primera vez en
Brasil en 1997 a partir de P. aeruginosa fue altamente resistente a todos los
antibiéticos contra Gram negativos excepto colistina.

La diseminacion de P. aeruginosa MDR productoras de SPM-1 en distintas

regiones de este pais, sin embargo no se han difundido en otros paises. @)

B-LACTAMASAS CLASE C

Un gen cromosdémico que codifica una cefalosporinasa de tipo AmpC también es
intrinseco para P. aeruginosa. Este gen Amp-C esta asociado con un gen
regulador LysR con el que pueden interactuar algunas moléculas b-lactamicas lo
que lleva a la sobreexpresion de amp-C. Algunos b-lactamicos como
carbapenemicos son iductores de la expresion génica amp-C, aunque no son
sustratos de estas cefalosporinasas. La seleccibn de mutaciones
sobreproductoras de genes amp-C se observan con frecuencias en P. aeruginosa
que conduce a la resistencia adquirida por ticarcilina, piperacilina y cefalosporinas
de amplio espectro (ceftazidime).Ademas la insercién del elemento en el gen
regulador LysR (también conocido como gen ampR) de amp-C pueden dar lugar a
la sobre expresion de esta enzima. Aparte de estos mecanismos que conducen a
una mayor resistencia a cefalosporinas de espectro extendido se han identificado

enzimas de amp-C de P. aeruginosa que poseen una actividad hidrolitica
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ensanchada hacia imipenem. El verdadero significado clinico de estas enzimas

como una fuente de resistencia a carbapenemicos queda por aclararse. ()

B-LACTAMASAS CLASE D

Las b-lactamasas también conocidas como oxacilinasas, son b-lactamasas
agrupadas en una clase de enzimas heterogéneas, ya sea con respecto a sus
propiedades estructurales o bioquimicas. Estas enzimas hidrolizan amoxicilina y
cefalotinas y todas sus actividades no son inhibidas significativamente por el
acido clavulanico. Algunas b-lactamasas clase D hidrolizan cefalosporinas de
espectro amplio y unos pocos han sido identificados en P. aeruginosa pero
ninguno en A. baumanni. La mayoria de las b- lactamasas de amplio espectro
también llamados ES-OXA son derivados de mutaciones puntuales de b-
lactamasas de espectro reducido. Por el contrario la actividad carbapenemasa es
también una propiedad intrinseca de muchas b-lactamasas clase D.

P. aeruginosa produce una b-lactamasa clase D de origen natural OXA-50 que no
contribuye al patron general de resistencia de b-lactamicos de P.aeruginosa,
excepto por lata-moxef. La mayor parte de las b-lactamasas de clase D son
capaces de hidrolizar cefalosporinas de espectro extendido identificadas en P.
aeruginosa. Hay 2 tipos principales de b-lactamasas clase D de espectro
extendido (ES-OXAs), algunas son derivadas de mutaciones puntuales de b-
lactamasas clase D de espectro restringido, con las sustituciones de aminoacidos
amplian su espectro de hidrolisis hacia cefalosporinas de amplio espectro. Estas
ES-OXAs de b-lactamasas de espectro reducido OXA-10 (oXA-11, 12, 13, 14,16,
17, 19, 28, 129, 142, y 183), OXA-2 (OXA-15, 32, 34, 36, 141, y 161) y OXA-1
(OXA-31).0tros ES-OXAs comparten solamente una identidad de aminoacidos

débil con estas ultimas enzimas OXA-18, que es inhibida por el acido clavulanico.
(4)

AMPLIA RESITENCIA A AMINOGLUCOSIDOS
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Los aminoglucésidos se utilizan en una amplia gama de infecciones que
amenazan la vida. Los mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos incluyen
la diminucion de la permeabilidad de la membrana externa, de eflujo, y
sustituciones activas de aminoacidos en proteinas ribosomales, mientras que el
mecanismo de resistencia mas comun es la modificacién enzimatica de la droga.
La metilacion del ARNr 16S se ha demostrado como otro mecanismo de
resistencia en microorganismo Gram negativos, las metilasas interfieren en la
union de estos antibiéticos a su sitio de accién estas metilasas confieren un alto
nivel de resistencia a los aminoglucdsidos clinicamente utiles como amikacina,
gentamicina y tobramicina, atreves de la produccién de BLEE o MBL.

La primera RNAr 16S metilasa fue identificada en P. aeruginosa en el 2003, El gen
RMTA se encuentra en elementos genéticos moviles tales como transposon
Tn5041. 4

AMPLIA RESITENCIA A FLUOROQUINOLONAS

En los microorganimos Gram negativos la adquisicion de resistencia a quinolonas
puede estar relacionado con mutaciones cromosomicas en los genes que
codifican las topoisometrasas , o a las mutaciones en los sistemas de regulacién
de bombas de eflujo, ademas la resistencia a quinolonas estan mediadas por
plasmidos que codifican para la proteinas Qnr.En P. aeruginosa la unica mutacién
en el gen que codifica ADN girasa gyrA es suficiente para conferir clinicamente
niveles de resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas. Esto es debido al hecho de
que estas especies intrinsecamente tienen una susceptibilidad reducida, estos
antibioticos debido a la baja permeabilidad o la expresion sustitutiva de la bomba
de eflujo.@)

La resistencia a las quinolonas tiene multiples mecanismos y repercusioén clinica
significativa. Las mutaciones pueden aparecer rapidamente durante el tratamiento
con fluoroquinolonas, lo que es un factor limitante de su prescripcion para este
tipo de antimicrobianos. La aparicion de resistencia a flioroquinolonas es
principalmente por mutaciones cromosomales, aunque ultimamente se ha descrito

la resistencia mediada por plasmidos.
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Las mutaciones cromosomales pueden distribuirse en dos grupos:

1.-Mutaciones de genes de topoisomerasas sobre la regién determinante de
resistencia (QRDR) que disminuye la afinidad del farmaco a la enzima (GyrA,
GyrB, ParC, ParE),

2.-Mutaciones que ocasionen disminucion en la acumulacién del farmaco,

disminucion en su ingreso celular o incremento en el eflujo. @)

RESISTENCIA A COLISTINA

Durante la década previa hemos asistido a un renovado interés clinico en
polimixinas (colistina) debido a 2 hechos 1.- aparicion de cepas Gram negativas
resitentes a carbapenemicos, cefalosporinas y aminoglucésidos, 2.- a la escasez
de nuevos antibidticos moleculares. Actualmente la polimixinas aparece mas a
menudo activa contra estas cepas resistentes a multiples farmacos. La aparicion
de resistencia a colistina en realidad a su mayor uso es preocupante ya que las
polimixinas son los farmacos de ultima opcion terapéutica que queda en muchos
casos. La aparicion de resistencias se relaciona principalmente con las
modificaciones de la ruta de biosintesis de lipopolisacaridos (LPS).

La resistencia a colistina es basicamente mediada por una red de regulacion
complicada que implica una gran variedad de genes de los cromosomas que se
encuentran actualmente bajo investigacion en todo el mundo con algunos
experimentos secundarios con el objetivo de evaluar el coste de la aptitud de dicha
resistencia. (4)

Las cepas MDR de P. aeruginosa tipicamente exhiben varios mecanismos de
resistencia a la vez, aunque la resistencia a los diferentes antibacterianos
especificos puede estar, mediada por diferentes combinaciones de estos
mecanismos. Adquiriendo resistencia a betalactamicos es a menudo el resultado
de la desrepresion de cromosoma Amp-C o adquisicion de una betalactamasa
codificada por plasmidos, la resistencia a fluoroquinolonas es causado la expulsién
activa y la mutacion de los sitios blanco (principalmente ADN girasa y

topoisomerasa V), la resistencia a carbapenemicos es principalmente relacionado
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a la disminucién en la expresion de la porina OprD, con bombas de salida y

betalactamasas. @)

TRATAMIENTO

B-LACTAMICOS

Son un grupo de antibiéticos de origen natural o semisintético que se caracteriza
por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Actua inhibiendo la ultima
etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, e inducen efecto autolitico,

constituye la familia mas numerosa de antimicrobianos. (17)

PENICILINAS (ticarcilina, y piperacilina) beta-lactamicos con actividad
antipseudomonas, inhiben la tercera base de la sintesis de proteinas de la pared

bacteriana, con afinidad por PBP-3 y PBP-1. (17)

CARBAPENEMS (imipenem y meropenem) son un grupo de compuestos
biciclicos, b-lactamicos con un nucleo comun Illamado carbapenem, su
mecanismo de accion inhibe la formacion de la pared celular, tiene accion
bactericida, actia en las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP) 1-5,
principalmente la, Ib, 2, 4 y 5 en P. aeruginosa, el principal efecto bactericida se
encuentra en las uniones de PBP2 y PBP1. (En el caso de imipenem)

La resistencia la adquieren por 3 mecanismos pero el mas estudiado en relacion a

P. aeruginosa es por produccion de porinas. (17)

CEFALOSPORINAS (ceftazidime, cefepime, cefpirone, cefoperazone) pertenecen
al grupo de las b-lactamicos, con efecto basico bactericida, el sitio de accion
principal de estos componentes es la porcion externa de la membrana
citoplasmica bacteriana; alli, ésta se une al antibidtico con las proteinas receptoras
o fijadoras del mismo. Posteriormente esto bloquea la tercera fase de la sintesis
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de la pared bacteriana, formacion de peptidoglucono, el cual desempena un papel

fundamental en la estructura de la bacteria. (17)

AMINOGLUCOSIDOS

Son medicamentos utilizados en el pasado como agentes de primera linea en el
tratamiento contra bacilos Gram negativos. Sin embargo, debido a su toxicidad y a
la disponibilidad de nuevos agentes como cefalosporinas de tercera generacion,
fluoroquinolonas y carbapenemicos, su uso de ha limitado a parte del tratamiento
combinado para ampliar el espectro contra Gram negativos y Gram positivos.
Como sinergia, solo se han asociado a menor indice de mortalidad de choque
séptico. Los mas prescritos son amikacina, gentamicina y tobramicina.

Su mecanismo de accion inhibe la sintesis de proteinas bacterianas al fijarse de
manera irreversible en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, lo que provoca,
error de la lectura del mRNA por medio de 3 mecanismos diferentes:

1.-Inhibicion del comienzo de la sintesis de proteinas

2.-Impedimiento del alargamiento de la cadena polipeptidica

3.-aumento de la frecuencia de lecturas erroneas del codigo genético, lo cual da
como resultado proteinas estructuralmente anormales.

Estos cambios incapacitan a las bacterias para producir las proteinas necesarias
en sus procesos vitales, ya que alteran la funcionalidad de la membrana, induce
fuga del sodio y potasio, y otros componentes esenciales y se produce la muerte

bacteriana. (17)
FLUOROQUINOLONAS
Son analogos del acido nalidixico y sus modificaciones estructurales se disefaron

para disminuir la resistencia e incrementar la actividad antimicrobiana, se

denominaros de ese modo por la molécula fluorina afiadida en la posiciéon 6, que
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proporciona 10 veces mas la inhibicién sobre el DNA girasa, y disminucion de
alrededor de 100 veces la CMI.

Las quinolonas de segunda generacion se desarrollaron en 1980, con mayor
actividad contra enterobacterias y P. aeruginosa.

Su mecanismo de accién, los sitios de union a las fluoroquinolonas son las
topoisomerasas, estas son una clase de enzimas decisivas para el mantenimiento
de la molécula del ADN celular en su forma estable fisica y biologicamente activa.
Son enzimas indispensables para la replicacion del ADN bacteriano, la ADN girasa
se encarga de mantener el superenrrollamiento del ADN y la topoisomerasa IV
separa las hebras del ADN tras su replicacion. Las fluoroquinolonas actuan sobre
el ADN girasa (topoisomerasa Il), en los gérmenes Gram negativos. Las
fluoroquinolonas antipseudomonas son las siguientes: Ofloxacino, petfloxacin,

levofloxacino, ciprofloxacino, gatifloxacino y sitafloxacin. (17)

POLIMIXINAS

La colistina corresponde a la polimixina E, son compuestos de peso molecular
elevado, constituidos por un decapeptido ciclico catidnico unido a un acido graso,
la unica diferencia entre la colistina y polimixina B radica en la porcion peptidica
que refiere de un unico aminoacido (D-leucina en la colistina, o D-fenilalanina en
la polimixina B).

La colistina fue uno de los primeros antibiéticos contra germenes Gram negativos,
especialmente P. aeruginosa, pero en 1970 fue sustituida por aminoglucosidos,
debido a sus efectos secundarios, principalmente nefrotoxicidad y neurotoxicidad,
sin embargo en los ultimos 15 afos ha resurgido como terapia de rescate, por
infecciones causadas por microorganismos multiresistentes.

En especial Gram negativos principamente P. aeruginosa, A. baumannii y K.
pneumoniae.

Mecanismo de accion penetra la membrana celular de las bacterias Gram

negativas actuando como un agente de accion superficial, se inserta entre las
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capas lipidicas y proteicas de la membrana en donde modifica su permeabilidad
mediante desplazamiento de los puentes de calcio y magnesio que estabilizan las

moléculas de lipopolisacaridos. (17)

LAS MODALIDADES DE TRATAMIENTO EN LA ERA DE LA RESISTENCIA A
MULTIPLES FARMACOS

A pesar de la creciente amenaza de la MDR a P. aeruginosa, no hay nuevas
clases de farmacos, por lo cual es evidente la necesidad de prevencién de
propagacion de mutaciones resistentes a los medicamentos.

La medida clasica de la potencia antimicrobiana es la concentracidon minima
inhibitoria (MIC) para un antibiético en particular con un patégeno dado. Un nuevo
concepto aplicado para fluoroquinolonas es la concentracion mutante preventiva
(MPC) es el umbral de concentracion de un farmaco por encima del cual un
organismo requeriria 2 mutaciones de resistencia simultanea a fin de crecer.

En teoria los datos del MPC se pueden aplicar para construir esquemas de
dosificacion que permitan lograr los niveles de drogas suficientes en plasma vy
tejidos no solo para inhibir el crecimiento sino también para prevenir la aparicion
de mutaciones resistentes.

Las combinaciones mas comunes que implican un b-lactamico antipseudomonas
y/o bien un aminoglucésido o una fluoroquinolona han sido mucho tiempo
considerados Optimos para la infecciéon por P. aeruginosa.

Un nuevo enfoque de los macrélidos en infecciones por P. aeruginosa pude ser
para atacar la estructura de la biopelicula bacteriana, a pesar de que no poseen
practicamente ninguna actividad antipseudomonas per se, los macrélidos han
demostrado inhibir la formacién de biopeliculas, un hecho que puede explicar sus
efectos beneficios en enfermedades pulmonares crénicas asociadas a P.
aeruginosa como en paciente con FQ. Los posibles mecanismos de este tipo de
respuestas incluyen los efectos la inhibicion de la deteccién del quérum y el efecto

inmunomodulador de los macrolidos. (13,16)
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TRATAMIENTOS INNOVADORES

Para superar el problema de la resistencia en general en los ultimos afos se han
desarrollado y aprobado nuevos antibiéticos, comprendiendo también los farmacos
activos frente a P. aeruginosa sobre todo en las clases de las quinolonas,
cefalosporinas y carbapenemicos.

Por otra parte estan en marcha nuevos inhibidores de b-lactamasas y aumentan
las esperanzas de que la actividad de los betalactamicos conocidos pueda ser
restaurada en contra de la produccion de betalactamasas. Sin embargo la mayoria
de estos “nuevos” antibidticos no exponen un nuevo mecanismo de accién o
dirigirse a nuevo sitio de accion, sino que pertenecen a las clases conocidas.
Junto a estos grupos establecidos de la terapéutica se han desarrollado otras

estrategias y compuestos antibioticos innovadores. (13,16)

LOS ARGYRINS de 1-8 son una clase de péptidos ciclicos de origen natural
aislados por Sasse y colaboradores de trabajo de la mixobacteria Archangium
gephyra, se han descrito numerosas propiedades y ademas de la actividad
citotoxica presumiblemente a través de la inhibicién del proteosoma y efectos
inmunomoduladores, estos compuestos muestran buenos efectos antibidticos

contra P. aeruginosa. (13, 16)

INHIBIDORES LpxC: la proteina UDP-3-0-(acyl)-N-acetilglucosamina desacetilasa
(LxpC)

Es una enzima dependiente del Zinc citolégico que cataliza un paso de
irreversibilidad determinante en la velocidad de sintesis de los lipidos, como el

lipido A es un elemento esencial de la membrana externa de la mayoria de las
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bacterias Gram negativas incluyendo P. aeruginosa. Los LpxC representan un

objetivo atractivo para varios agentes inhibidores novedosos. (13,16)

DROGAS BASADAS DE GALIO: Aunque el galio no tiene ninguna funcién
evidente en los sistemas biologicos es capaz de imitar al hierro en las células
eucariota asi como procariota. El galio inhibe procesos redox o altera la
conformacién de las proteinas mediante la sustitucion de hierro en varias enzimas
lo que interfiere con el crecimiento y variabilidad celular, especialmente las células
cancerosas, pero también las bacterias que tienen un metabolismo activo y
crecimiento rapido son sensibles en farmacos basados en galio.

Se ha demostrado en pruebas para actividad antimicrobiana su alta eficacia frente
a P. aeruginosa.

Por lo tanto los medicamentos basados en galio podria convertirse en una opcion
terapéutica prometedora para tratar infecciones causadas por P. aeruginosa

multiresistentes. (13,16)

ANTIBIOTICOS COMBINADOS DE SIDEROFOROS

La envoltura celular de doble capa de P. aeruginosa es responsable de una
penetracion disminuida y baja actividad de muchos antibidticos .Una idea
innovadora para eludir esta barrera es a explotacion de la absorcion activa de
hierro de los sideroforos. En este enfoque un antibiético se acopla quimicamente
a una molécula de sideroforos naturales o sintéticos que forman un complejo de

hierro, por lo tanto una mejora de su transporte activo de las bacterias. (13,16)

NUEVA GENERACION DE LIPOPEPTIDOS DE POLIMIXINA

Las polimixinas son nanopéptidos ciclicos de origen natural producidas por
bacterias Gram positivas tales como algunas especies del genero Phaenibacillus.
La ruptura de la membrana externa de la célula que envuelve a los Gram
negativos. Velkov y cols han descrito recientemente un disefio basada en la
sintesis de SAR y evaluacion preclinica de una serie de nuevos lipopeptidos de

polimixina con fuerte actividad antibacteriana contra P. aeruginosa resistente. El
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disefo de las nuevas polimixinas se basa en la hipétesis de que la resistencia a la
polimixina se puede superar mediante la introduccién de modificaciones

hidréfobas en las posiciones 6 0 7. (13, 16).

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (AMPs)

Se pueden observar con bastante regularidad agentes antibidticos con estructuras
peptidicas a base de productos naturales y se han encontrado en la clinica como
glicoproteina y lipopeptidos como vancomicina y colistina respectivamente,
ademas de eso se ha sabido por décadas que varias clases de péptidos puros
muestran actividades antimicrobianas prometedoras, curiosamente estos
oligoméros de aminoacidos cationicos comunmente son empleados por los
organismos en todos los reinos bioldgicos como u arsenal de defensa innato para
combatir las infecciones bacterianas.

Hasta la fecha se han identificado mas de 2000 secuencias diferentes de péptidos
antimicrobianos, diversos en estructuras y modo de accion.

AMP ESPEFICICO PARA P. AERUGINOSA (POL7080)

Un ejemplo prometedor de un péptido antimicrobiano con excelente actividad
contra P. aeruginosa, es un tetradecapeptido ciclico que se ocupa de una nueva

diana en la membrana externa del patdgeno. (13, 16)

TETRACICLINAS CON ACTIVIDAD PARA P. AERUGINOSA

Las tetraciclinas generalmente dirigidos a los ribosomas y son ampliamente
utilizados para tratar infecciones bacterianas. Sin embargo P. aeruginosa es
generalmente resistente a estos medicamentos debido a la resistencia mediada
por bombas de eflujo. La tigeciclina es moderadamente activa contra P.
aeruginosa, pero no se utiliza contra tales infecciones. Recientemente se informo
de un derivado chelocardins que demostré actividad contra P. aeruginosa para
actuar en la membrana bacteriana, pero el modo de accion exacto se desconoce

actualmente. (13,16)
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CONTROL DE LA INFECCION

Un incremento rapido de las infecciones por MDRPA en ausencia de brotes es un
reto que los clinicos alrededor del mundo deberan afrontar en los proximos afos.
Sin embargo situaciones de brotes con cepas MDRPA dentro de las Instituciones
siguen siendo una preocupacion, la diseminacion clonal se ha relacionado con
higiene negligente y equipamientos agua contaminada.

Una mejoria en las medidas de control de las infecciones que incluyan el lavado
de manos la revision de equipos para procedimiento y medidas de prevencion de
aislamiento ha sido utilizada para eliminar los brotes.

La vigilancia de los patrones de resistencias especificas de las instituciones es un
componte crucial de la deteccion temprana de cepas y puede tener un impacto
sustancial sobre la frecuencia de infeccidn nosocomial. Otra consideracion es la
variacién en la susceptibilidad entre las unidades dentro de las instituciones en el
antibiograma, se han reportado diferencias al comparar los antibiogramas de los
hospitales con los datos especificos de las terapias intensivas de esta forma
permite que se identifiquen mas rapidamente que las espera de un cambio en los
datos de susceptibilidad. A medida que aumentan las tasas de infeccion MDRPA,
equipos de control de infecciones activas y programas de vigilancia jugaran un
papel crucial en la deteccién temprana, el tratamiento y la contencion de tales

infecciones. (1)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe un aumento en la incidencia de infecciones nosocomiales por bacterias
multirresistentes, especificamente por Gram-negativas. Estos microorganismos
generalmente estan implicados en infecciones graves, por lo que actualmente

suponen un gran problema de salud.

Las infecciones que producen, tienen un peor prondstico debido a la resistencia
antimicrobiana, haciendo dificil su tratamiento, con altas tasas de mortalidad.
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JUSTIFICACION

En el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, P. aeruginosa es
responsable de un numero importante de infecciones nosocomiales en los
pacientes pediatricos, ademas de producir un incremento significativo en la
mortalidad.

El conocimiento del perfil de resistencia antimicrobiana y el principal mecanismo
responsable de la resistencia en P. aeruginosa, seria de utilidad para definir el
tratamiento antimicrobiano empirico mas adecuado en las infecciones causadas
por esta bacteria en los pacientes pediatricos.

Al ser un problema creciente, la identificacion de las clonas de P. aeruginosa
circulantes en el Servicio de Pediatria, ayudaria a definir si existe trasmision de
clonas entre los pacientes, con lo que se aplicarian medidas para su contencion y

eliminacion de los mecanismos de trasmision.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cual es el perfil de resistencia antimicrobiana, el principal mecanismo de
resistencia y la clonalidad de P. aeruginosa causante de infeccion asociada a la

atencion en salud en Pediatria del Hospital General de México?

HIPOTESIS

Si se detecta el perfil de resistencia antimicrobiana, el principal mecanismo de
resistencia y la clonalidad de P. aeruginosa causante de infeccion nosocomial en
el Servicio de Pediatria del Hospital General de México, entonces seran
aislamientos multirresistentes por produccion de metalo-B-lactamasas y

diseminacioén de clonas nosocomiales.

OBJETIVOS GENERALES
e Determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa

Determinar si las cepas son productoras de metalo-p-lactamasas.
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Determinar la clonalidad de las cepas.

MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Observacional, analitico, prospectivo, prolectivo y transversal.

DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Obtenido por conveniencia

Censo de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos de hemocultivos,
cultivos de liquido cefalorraquideo, cultivos de secrecion bronquial,
urocultivos y cultivos de liquidos de herida asociados a infeccion asociada a
la atencion en salud en pacientes pediatricos, del 1 de Diciembre al 30 de
Noviembre de 2016.

CRITERIOS DE INCLUSION

Cultivos positivos para P. aeruginosa (Sangre, LCR, secrecién bronquial,
urocultivo y liquido de secrecion de herida), de pacientes con datos
compatibles con infeccién asociada a la atencion en salud (NOM-045,
RHOVE).

Cultivos de pacientes hospitalizados en la Unidad de Pediatria del HGM.

Pacientes con mas de 72 hrs de estancia hospitalaria.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Cultivos positivos para P. aeruginosa de pacientes de otras areas.
Cultivos positivos de pacientes clinicamente asintomaticos o que
correspondan con colonizacion.

Cultivos positivos para otras bacterias.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

Cultivos contaminados con otras bacterias.

Muestras perdidas.
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