Q0N NACIONAL AUTONOMA 5
PR L,

I "53%% (e UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
iy DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO
“DR. EDUARDO LICEAGA”

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA CAUSANTE DE INFECCION ASOCIADA A LA
ATENCION EN SALUD EN EL SERVICIO DE PEDIATRIA DEL HOSPITAL
GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE ESPECIALISTA EN PEDIATRIA

PRESENTA: DRA. LILIANA KARINA ALVAREZ SALAZAR

TUTOR: DRA. MARIA DEL CARMEN ESPINOSA SOTERO
INFECTOLOGA PEDIATRA ADJUNTA AL CURSO DE PEDIATRIA DEL
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR EDUARDO LICEAGA”

MEXICO CIUDAD DE MEXICO NOVIEMBRE 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DRA. MARIA DEL CARMEN ESPINOSA SOTERO
TUTOR DE TESIS, MEDICO ADSCRITO AL SERVICIO DE INFECTOLOGIA

PEDIATRICA EN HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO
LICEAGA 0.D.”

p

~J
DRA. MARIA TERESA CHAVARRIA JIMENEZ

COORDINADORA DE ENSENANZA DE LA UNIDAD DE PEDIATRIA DEL
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA O.D.”



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios por ponerme en este camino, por darme la fuerza y guiarme
con cada uno de mis pacientitos.

A mi mami, por siempre apoyarme en cada una de las decisiones que he
tomado, por no dejarme caer y siempre estar al pendiente de mi, cuidarme y
ayudarme en todo momento, muchas gracias mamita.

A mi papi, que a pesar de la distancia me procura, por brindarme las palabras
de aliento en los momentos dificiles, gracias papi.

A mi hermanito, mi compaiero de vida, aunque eres mas pequeno eres mi
ejemplo a seguir, te amo.

A mis tias, gracias por cuidarme, preocuparse por mi y siempre brindarme su
apoyo.

A Yonathan, por mostrarme este bonito camino y recorrerlo juntos, por
guiarme y apoyarme.

A la Dra. Carmen Espinosa, por ser mi guia, gracias por tener la confianza en
mi para compartir este trabajo, por ayudarme a culminar este sueno.

A mi guardia, Arturo, Eduardo, Rodrigo, Ana y Azyadeth quienes hicieron que
cada una de las guardias fueran tan agradables, por ser no solo compaiieros
si no amigos, por ser un buen equipo.

A Pau, en quien encontré a una gran amiga y ser un apoyo en esos momentos
dificiles.

A todos mis compaineros de residencia que se convirtieron en una gran
familia.

Y sobre todo gracias a esos pacientitos que depositaron su vida en mis
manos, que me dejaron grandes ensefianzas, mas alla de cuestiones médicas,

fueron lecciones de vida.

MUCHAS GRACIAS A TODOS.

(2]



INDICE

INTRODUGCCION. . .. e 4
ANTECEDENTES. ... e 4
CARATERISTICAS MICROBIOLOGICAS. ... 5

EPIDEMIOLOGIA . ... 5
FACTORES DE RIESGO Y FACTORES PRONOSTICO.........uuvviieeeeeeaeaaen... 9
FACTORES DE VIRULENCIA. ... e 10
MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA. ..., 10
TRATAMIENT O .. e 13
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ... ..o e 14
JUSTIFICACION. ... .o, 15
PREGUNTA DE INVESTIGACION .......oooiiiiiiiiiiiiceeee e, 15
HIP O T E SIS . e 15
OBJETIVOS GENERALES. ... 15
MATERIAL Y METODOS. ... 15
TIPO DE ESTUDIO. ...t e 15
DESCRIPCION DE LAMUESTRA .....oooiiiiiiiiieeeee e, 16
CRITERIOS . ... e 16
VARIABLES . ... 16
METODOLOGIA. .....eeeiee e 17
RESULTADOS. ...t 19
CONCLUSIONES. . .. ..o 21
BIBIO G RAF A 22



TiTULO DE LA INVESTIGACION
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA Y CLONALIDAD DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA CAUSANTE DE INFECCION ASOCIADA A LA ATENCION EN
SALUD EN EL SERVICIO DE PEDIATRIA DEL HOSPITAL GENERAL DE
MEXICO “DR. EDUARDO LICEAGA”

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobio, considerado un
patdogeno oportunista. Es un microorganismo altamente versatil, capaz de tolerar
condiciones bajas de oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y
crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C. (1)

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos nosocomiales mas relevantes,
causando con frecuencia infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos y
en estado critico, debido a su naturaleza ubicua, capacidad de colonizar y sobrevivir
en depdsitos de hospital, y notable resistencia a los antibidticos y la virulencia
intrinseca. La versatilidad de P. aeruginosa para combinar mutacion impulsada y
mecanismos de resistencia adquiridos ha dado lugar a la aparicion de cepas que
son resistentes a casi todos los antimicrobianos, comprometiendo drasticamente las
opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones causadas por estos
patdogenos. Especialmente en relacidon con las crecientes descripciones de brotes
en varios hospitales de varios paises, de las cepas productoras de metalo-beta-
lactamasas (MBL), con VIM-2 que es la variante dominante MBL en Espafa y en
todo el mundo. Ademas, la mayoria de estos brotes son causados por un numero
muy limitado de genotipos de P. aeruginosa, denominados clones internacionales
de alto riesgo. Por lo tanto, el desciframiento de los determinantes genéticos que
impulsan el éxito de estos clones es crucial para el establecimiento de estrategias

de control y tratamiento. @)

ANTECEDENTES
P. aeruginosa fue aislada en cultivo puro de heridas cutaneas por primera vez en
1882 por Gessard. ® Las cepas de esta especie presentan un caracteristico color

verde brillante, debido a la produccién de los pigmentos piocianina, de color azul, y
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pioverdina, de color amarillo fluorescente, los cuales juntos le dan dicha coloracion.
() Es una bacteria Gram-negativa perteneciente al grupo y de las proteobacterias,
misma a la que pertenecen las enterobacterias. Dentro del género Pseudomonas
se encuentran también algunas otras especies como P. fluorescens, P. putida, P.
syringae y P. alcaligenes. P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza, se puede aislar de muestras de suelo, aguas pristinas y contaminadas,
asi como de plantas y animales. Todas las cepas son potencialmente patdgenas
para el hombre. Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de
compuestos organicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite
colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros organismos
pueden asimilar. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan

inhdspitos como son el combustible de avion, soluciones de clorhexidina y el jabon.
5)

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo aerobio, no fermentador, catalasa
positiva, oxidasa positiva, movil, no produce esporas y puede crecer a temperaturas
superiores a 42°C. En los hospitales puede ser encontrada en respiradores,
humidificadores, vertederos, duchas, piscinas de hidroterapia y ocasionalmente en

las manos de los trabajadores de la salud. &7

EPIDEMIOLOGIA

P. aeruginosa es un agente patégeno nosocomial, de amplia distribucién mundial.
Representa el 11-13.8% de todas las infecciones asociadas a la atencion en salud.
En las Unidades de Cuidados Intensivos es responsable de un porcentaje aun mas
alto de infecciones, con tasas de 13.2-22.6%®). Este microorganismo se ha
identificado como la segunda causa mas comun de neumonia adquirida en la
comunidad, neumonia asociada con la atencion médica y neumonia asociada a
ventilacion mecanica ©). En las Unidades de Cuidados Intensivos Pediatricas, P.
aeruginosa es la causa mas frecuente de neumonia intrahospitalaria. Es un

patdgeno importante en los pacientes quemados, cuya frecuencia de colonizacion
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aumenta significativamente durante la primera semana de internamiento ©.
También es responsable de un 6% de los casos de infecciones de la herida
quirurgica y de hasta el 16.3% de las infecciones del tracto urinario en las Unidades
de Cuidados Intensivos. Se han reportado bacteriemias por P. aeruginosa en el 4-
6% de los casos, con tasas mas altas (14-20%) en los pacientes quemados,
internados en la Unidad de Cuidados Intensivos. Es un patdgeno importante en
personas con inmunodeficiencias primarias y adquiridas. Los receptores de
trasplantes de 6rganos solidos y de médula 6sea tienen tasas aumentadas de
bacteriemia por P. aeruginosa en comparacion con la poblacion general
hospitalaria, al igual que los pacientes con infeccién por el VIH (tasas 10 veces mas
altas) ©. P. aeruginosa es una causa importante de infeccion en los casos de
interrupciones de la barrera cutanea, como en los pacientes quemados y en
aquellos con necrdlisis epidérmica toxica. Ademas, esta bacteria suele aislarse de
pacientes con lesiones de pie diabético y cumple un papel importante en las
personas con Fibrosis Quistica, en las cuales son frecuentes las infecciones
cronicas y recurrentes del tracto pulmonar.

Las infecciones nosocomiales son un importante problema de salud; los nifios
ingresados a en la Unidad de cuidados intensivos, son especialmente vulnerables
a infecciones nosocomiales debido a su inmunocrompromiso y a la alta prevalencia
de uso de dispositivos invasivos durante su estabilizacion. La prevalencia de
infecciones nosocomiales en pacientes de UCIP es aproximadamente 3-23.6%;
dichas infecciones contribuyen a la mortalidad, la morbilidad y costos. (19
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria medioambiental ubicua y sigue siendo
una causa significativa de morbilidad y mortalidad en las infecciones nosocomiales
por patégenos gram-negativos; se considera una de las infecciones mas graves
adquiridas en el hospital, con una mortalidad que va desde 20- 50%.('"

P aeruginosa es resistente a una amplia gama de agentes antimicrobianos debido
a la resistencia intrinseca y la rapida adquisicion de resistencia adicional, que a
menudo hace que estas infecciones sean dificiles de tratar. (')

Los antibidticos carbapenemicos generalmente se consideran los farmacos de

primera linea para el tratamiento de casos graves de infecciones por P aeruginosa;
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sin embargo las cepas resistentes a carbapenem han aumentado constantemente
en los ultimos afios, considerando una amenaza para la salud publica. (')

Las metalobetalactamasas son determinantes de resistencia para aumentar la
relevancia clinica de las bacterias gram negativas. La difusién mundial de los genes
adquiridos de metalobetalactamasas y la aparicion de nuevas variantes se esta
convirtiendo en una amenaza emergente para la salud publica, ya que por lo general
se realiza por elementos genéticos moviles que difunden rapidamente. El aumento
de las tasas de mortalidad se ha documentado en los pacientes infectados por P.
aeruginosa productores de MBL, las tasas han sido exacerbadas por terapia
empirica inadecuada; por lo tanto la deteccién temprana y la identificacién de los
organismos productores de MBL es de crucial importancia para la prevencion de la
diseminacion nosocomial a través de un tratamiento adecuado, asi como la
aplicacion de medidas de control de las infecciones. (12

La epidemiologia de la resistencia a los antibiéticos en P. aeruginosa ha sido
ampliamente reportada en todos los continentes. En Estados Unidos, un estudio
caso-control fue conducido entre aislamientos resistentes a imipenem y confirmo
que la administracion de este antibidtico es un factor de riesgo principal que
favorece la aparicion de cepas con sensibilidad disminuida al mismo.('3 Una
comparacion de riesgos de la emergencia de resistencia que evalud cuatro agentes
antipseudomonicos verificd que la resistencia emergio en el 10.2% de los pacientes
y determind que el tratamiento con imipenem favorecia la aparicion de resistencia
frente a cualquiera de los antibidticos evaluados (p<0.02).(**) Un analisis realizado
en aislamientos recuperados de piscinas y bafieras de hidromasaje indicé un 26%
de resistencia a imipenem y que el 96% de estas cepas fueron multirresistentes.('%)
En México, en un hospital de nivel Il, aislamientos de pacientes hospitalizados
mostraron una alta resistencia a amikacina (62.9%) e imipenem (54.2%),
disminuyendo a 19.2% con respecto a piperacilina/tazobactam. (1)

En Brasil un estudio en un hospital privado se reporto alta resistencia a ceftazidima
(90.7%) e imipenem (82.7%) y que entre las cepas resistentes a estos dos
antibidticos el 56.4% fueron productoras de metalo-B-lactamasas, detectandose

ademas el gen blaspm-1 en el 73.4% de los aislamientos. ('7)
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En Cuba en aislados de pacientes pediatricos hospitalizados con FQ se encontrd
una baja resistencia a ceftazidima (12.9%), siendo menor al 8% para el caso de las
fluoroquinolonas. (1®)

En Chile un estudio en aislados de pacientes pediatricos y adultos hospitalizados
se reportd una resistencia incrementada a ciprofloxacino (68.4%) y levofloxacino
(78.9%), encontrandose cepas resistentes a todos los antibiéticos probados. (19

En Peru se describieron microorganismos aislados de pacientes internados en un
hospital universitario con una resistencia elevada a ceftazidima (71%), aztreonam
(62%) e imipenem (47%). Meropenem fue el unico de los antibioticos probados que
presentd una resistencia menor al 30%.2%)

En Venezuela un analisis en cepas aisladas de pacientes hospitalizados vy
comunitarios evidencioé un 100% de resistencia a imipenem y Meropenem. Todas
las cepas fueron positivas para la produccion de metalo-B- lactamasas y se
determino la presencia del gen blavivike en todas ellas. ¢

En Argentina en un estudio hospitalario de 10 afios se informé una elevada
resistencia a Meropenem (50%) y algo menor a imipenem (30.4%), sefalandose
que la resistencia se debia a mecanismos de impermeabilidad e hiperexpresion de
bombas de eflujo. 22

En el Reino Unido un estudio en 25 laboratorios centinelas con aislados de
pacientes internados y comunitarios verificd bajos niveles de resistencia a imipenem
(8.1%) y Meropenem (4.2%), aunque tasas mayores de resistencia fueron
reportadas en pacientes con fluoroquinolonas (p<0.01). 23

En Francia en un hospital universitario se evaluaron cepas nosocomiales vy
hospitalarias y se observd una resistencia moderada a imipenem (15.6%),
ceftazidima (14.2%) y piperacilina/tazobactam (14.8%). Durante el periodo de
estudio, sin embargo, hubo una disminucién de la resistencia a los antibiéticos

examinados entre las cepas de origen comunitario. 24
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FACTORES DE RIESGO Y FACTORES PRONOSTICO

Las infecciones por cepas de P aeruginosa productoras de MBL han demostrado
gue se asocian con tasas de mortalidad mas altas que las infecciones con cepas de
P aeruginosa MBL negativas; y una mayor incidencia de enfermedad invasiva. (2%
La exposicion a cualquier antibiético anti-pseudomonas como monoterapia es el
principal factor de riesgo para el desarrollo de resistencias, ya que predispone al
paciente a la colonizacion por P. aeruginosa con resistencia intrinseca. (2%

Los factores de riesgo asociados con infecciones de cepas de P aeruginosa
productoras de MBL incluyen el uso reciente de betalactamicos o fluoroquinolonas,
insuficiencia renal, catéteres urinarios permanentes, enfermedades neuroldgicas,
quimioterapia antineoplasica, la terapia con corticosteroides y/o estancia en la
Unidad de cuidados intensivos. (2%

Otros factores descritos son la hospitalizacion, exposicion a terapia antimicrobiana
y estados de inmunocompromiso. El clinico debe estar alerta, pues los cultivos para
P. aeruginosa emergen con resistencia después de periodos de tratamiento por 6-
10 dias, o administrados por segunda ocasién.?”) Por si fuera poco, otros
predictores de mortalidad intrahospitalaria agravan el prondstico para infecciones
causadas P. aeruginosa multi-drogo-resistente son: género masculino, presencia de
fiebre, edad, diabetes mellitus, cancer, falla cardiaca, hemodialisis, leucocitosis,
coagulacion intravascular diseminada (CID) y choque.(®®)

Los factores pronésticos que se han referenciado y se han asociado con mortalidad
mediante la utilizacion de analisis univariantes han sido los siguientes: utilizacion
inadecuada de antibidticos, tratamiento en monoterapia, enfermedad de base
rapidamente fatal o enfermedad de riesgo, foco primario de la bacteriemia en
infeccion respiratoria o infeccion de la piel o de foco desconocido, presencia de
shock o sepsis grave, CID, evolucion hacia falla multiorganica, cirugia previa,

presencia de metastasis sépticas, leucopenia y neutropenia.(@®)

[9]



FACTORES DE VIRULENCIA

P. aeruginosa produce una amplia variedad de factores de virulencia, por lo tanto,
la patogénesis de esta bacteria puede ser descripta como multifactorial. Algunos de
estos factores son el flagelo, fimbrias (pili), la matriz exopolisacarida, toxinas,
exoenzimas y la formacion de biopeliculas. Algunos factores estudiados son el
alginato (producido por un subgrupo de cepas), los polimeros de polisacaridos que
facilitan la adherencia a la superficie epitelial pulmonar y funcionan como una
barrera para los fagocitos y para los antibiéticos, inhibe la uniéon de los anticuerpos
y atenua la respuesta del hospedero.® La exotoxina A dafia el epitelio alveolar y
las células endoteliales pulmonares, inhibe la sintesis de proteinas de la célula
hospedera y afecta la respuesta del hospedero a la infeccion.®") El sistema de
secrecion de tipo lll es el responsable por la secrecion de las toxinas exoS, exoT,
exoU y exoY; las tres primeras vinculadas a la virulencia. Exo S y Exo T
desorganizan el citoesqueleto de actina de la célula hospedera, bloquean la
fagocitosis y causan la muerte celular, en tanto ExoU favorece la inflamacion
excesiva, incrementa el dafo tisular y también causa la muerte celular. 32 Las
biopeliculas son comunidades bacterianas intrincadas, altamente organizadas,
encajadas en una matriz compuesta de exopolisacaridos, ADN y proteinas que

estan unidas a una superficie dificultando la accién antimicrobiana.(®3)

MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Desde la introduccién de antibidticos en la terapia clinica, las bacterias han
desarrollado estrategias de resistencia cada vez mas sofisticadas. Esto ha dado
lugar a la aparicion y propagacion de los llamados 'superbacterias’, resistentes a
practicamente todos los farmacos antimicrobianos disponibles en el mercado. La
bacteria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa, que puede infectar un amplio
rango de hospedadores animales y vegetales, se ha convertido en una
superbacteria. Este patdégeno oportunista es una causa principal de infecciones
nosocomiales. 34

Los dos tipos de resistencia adquirida implican la transferencia horizontal de los

elementos genéticos y la resistencia mutacional. Elementos de ADN, incluyendo
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plasmidos, transposones, integrones, profagos e islas de resistencia, pueden
albergar genes de resistencia a antibidticos y pueden ser adquiridos por
conjugacion, transformacion o transduccion. Esto puede aumentar la resistencia a
los antibidticos e incluso resistencia a multiples farmacos, debido a que los
plasmidos que pueden contener multiples casetes de resistencia. Dicha
transferencia horizontal afecta principalmente a aminoglucésidos y resistencia a -
lactamasas en P. aeruginosa, pero se ha observado para varias otras clases de
antibiéticos. Ademas de la cromosdémica inducible AmpC B-lactamasa, algunas
cepas de P. aeruginosa adquieren nuevos plasmidos que codifican betalactamasas
que confieren resistencia a las penicilinas y cefalosporinas. De gran preocupacion
es la proliferacion de plasmido mediada por betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), que se describieron originalmente en las enterobacterias, y metalo-
betalactamasas (MBLs) que inactivan los carbapenemicos.

Una segunda forma de resistencia adquirida es la resistencia mutacional. La
frecuencia de mutacion espontanea varia entre los antibiéticos con frecuencias de
resistencia que van desde 10-6 a 10-9 para los antibioticos individuales. La tasa de
mutacion puede aumentar aun mas en ciertas condiciones tales como en presencia
de agentes que dafian el ADN o durante el crecimiento en un biofilm ©4)

P. aeruginosa produce diversos mecanismos de resistencia a antibioticos, como b-
lactamasas de amplio espectro, metalo-B-lactamasas (MBL), alteracion de las
proteinas fijadoras de penicilina (PBP), mutacién de porinas, modificacion
enzimatica plasmidica, mutacion de ADN-girasas y bombas de expulsién activa. ()
La resistencia especifica a carbapenémicos es atribuida a la falta de permeabilidad
en la porina (OprD), a un incremento en la expresion de las bombas de expulsion
activa (MexAB-OprD) y a la produccion de metaloenzimas. () La resistencia a
carbapenémicos se ha incrementado recientemente debido a la diseminacion de
metalobetalactamasas pertenecientes a la clase B de Ambler, capaces de hidrolizar
estos compuestos ademas de las penicilinas y cefalosporonas; estas enzimas
requieren zinc para su actividad catalitica y su actividad es inhibida por agentes

quelantes como el acido etilendiaminotetraacético.®
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En un estudio multicéntrico llevado a cabo en hospitales espafoles, la frecuencia
de aislados clinicos de P aeruginosa resistentes a imipenem o a meropenem es del
18.9% y la presencia de metalobetalactamasas en estos aislados se da con una
frecuencia del 0.4%.*)

Las Metalobetalactamasas descritas hasta la fecha en Pseudomonas spp. Se
agrupan en 4 grupo moleculares: IMP, VIM, GIM, SPM; los genes causantes de la
produccion de MBL se encuentran formando parte de un integron, que puede estar
localizado en un plasmido movilizable o insertado en el cromosoma. )

En el caso de la porinaOprD es el canal de entrada de los carbapenémicos de uso
clinico en P. aeruginosa; las mutaciones del gen oprD son bastante frecuentes y se
relacionan de forma directa con la resistencia a carbapenemicos en esta especie. )
Multirresistencia se considera que es un indicador clave de cepas bacterianas
problematicos debido a que quebranta regimenes de tratamiento empiricos,
retrasando asi la administracion de la terapia antibidtica apropiada, y reduce las
opciones de tratamiento que son apropiados. Ambos factores contribuyen al
aumento de la mortalidad de los pacientes, y limitan la propagaciéon de cepas
multirresistentes se considera que es una prioridad el control de infecciones. )
Esta surgiendo evidencia para indicar que determinados clones adquieren genes de
resistencia similares en multiples ocasiones, y que la evolucion afina estas
asociaciones para mantener o aumentar la aptitud bacteriana. @

Los términos 'cepa’ y 'clon' se utilizan ampliamente, pero su significado puede ser
abierto a la interpretacion. Por lo tanto, "cepa" no debe confundirse con "aislar"
porque los aislamientos que no se distinguen por tipificacion pueden ser
considerados como descendientes de la misma cepa, mientras que las “cepas "
deben ser distinguibles entre si por distintos métodos. Determinar si desea utilizar
el término "cepa" o "clon" es aun mas dificil, sobre todo teniendo en cuenta que el
uso légico de la palabra "clon" es describir aislados que descienden directamente
de un original; la palabra se utiliza comunmente como una alternativa a la "cepa".
Sin embargo, se propuso que 'clon' puede ser usado para describir los aislamientos
que, a pesar de que pueden haber sido cultivadas de forma independiente a partir

de diferentes fuentes en diferentes lugares y tal vez en diferentes momentos,
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todavia tienen muchas similitudes fenotipicas idénticos y genotipicas que la
explicacion mas probable es un origen comun; esto se aplica comunmente a las
bacterias multirresistentes que se encuentran en varias ubicaciones. ©)

Entre los métodos mas comunes que se utilizan actualmente para el genotipado de
las bacterias son secuencias multilocus (MLST), electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE), andlisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), otros métodos de PCR fingerprinting, analisis variable del
numero de repeticiones de multiples locus tandem (MVLA). MLST, que utiliza
variacion de la secuencia en un numero de genes (reaarreglo de genes) para definir
tipos, es excelente para los estudios evolutivos y para comparar aislados faciimente,
pero puede carecer de la discriminacidon necesaria para el analisis de brote. @)
PFGE, después de restriccion del ADN gendmico con una adecuada enzima de
corte, proporciona una excelente discriminacion y se ha utilizado ampliamente para
la tipificacion de una serie de especies bacterianas, pero no es tan "portatil" como
son métodos tales como MLST y MVLA, que describen aislados numéricamente. ©)
Los métodos de huellas digitales de PCR son métodos de tipificacion populares,
también, pero, con la excepcion de AFLP, a menudo se considera no muy
reproducible entre los laboratorios. Un método rep-PCR automatizada, sin embargo,
cada dia se usa, y puede proporcionar una discriminacion similar a la de PFGE.
MVLA, un método basado en PCR que consiste en determinar el niumero de
unidades que se repiten en multiples loci con repeticion de secuencia corta, esta
ganando rapidamente popularidad para las investigaciones epidemioldgicas, y
también es portatil; su poder discriminatorio varia con el loci elegido, proporcionando
el potencial para adaptar la tipificacién en una resolucion apropiada. La capacidad
de este método para proporcionar mayor resolucion que PFGE ha sido explotado

en una serie de estudios. ®

TRATAMIENTO
El tratamiento de infecciones por P. aeruginosa resistente debe incluir

antimicrobianos seleccionados segun el antibiograma. La produccién de metalo-[3-
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lactamasas, que inactivan muchos antibioticos B-lactamicos (excepto el aztreonam),
supone un gran problema en el manejo de las infecciones por este microorganismo.
La colistina, una molécula descubierta hace mas de 50 afios, que fue retirada debido
a su alta incidencia de nefrotoxicidad, esta siendo objeto de un gran interés. La
colistina tiene un mecanismo de accion relacionado con la alteracion de la
membrana citoplasmatica, por lo que se producen pocas resistencias cruzadas con
otros agentes antipseudomonicos; ademas, este compuesto tiene una baja
capacidad de seleccion rapida de mutantes resistentes. La colistina presenta una
actividad bactericida dependiente de la concentracion, y en la actualidad se esta
utilizando tanto por via parenteral o inhalada con bajas tasas de nefrotoxicidad. Se
ha sugerido recientemente en el caso de cepas multirresistentes que el aumento de
las dosis habituales de colistina se asocia con una mayor erradicacion
microbioldgica, y debera tenerse en cuenta el aumento de nefrotoxicidad que ello
conlleva. %

El tratamiento convencional de infecciones por P. aeruginosa tradicionalmente suele
incluir una combinacién de antibioticos, incluyendo con frecuencia un B-lactamico
(como piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, meropenem, imipenem o
aztreonam) y un aminoglucosido (amikacina, gentamicina o tobramicina)®. Sin
embargo, hay pocas evidencias solidas de la verdadera utilidad de esta
aproximacion terapéutica, considerando las bacteriemias por P. aeruginosa
resistente a carbapenémicos, el uso de tratamiento combinado no se asocia a una
menor mortalidad (temprana o global) que la observada con un tratamiento en
monoterapia si se usa un compuesto al que P. aeruginosa sea sensible.3®
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 de
patogenicidad 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.

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

salud en Pediatria del Hospital General de México?

HIPOTESIS

Si se detecta el perfil de resistencia antimicrobiana, el principal mecanismo de
patogenicidad de P. aeruginosa causante de infecciéon nosocomial en el Servicio de
Pediatria del Hospital General de México, entonces  seran aislamientos

multirresistentes por produccién de metalo-B-lactamasas.

OBJETIVOS GENERALES

Determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa.
Determinar si las cepas son productoras de metalo-p-lactamasas.
MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Observacional, analitico, prospectivo, prolectivo y transversal.
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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 infeccién asociada a la atencién 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, secrecion bronquial, urocultivo
y liquido de secrecion de herida), de pacientes con datos compatibles con infeccion
asociada a la atencién en salud (NOM-045, RHOVE).

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

Pacientes con mas de 72 horas 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.

CRITERIOS DE ELIMINACION
Cultivos contaminados con otras bacterias.

Muestras perdidas.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Variable independiente: Nuestra variable independiente sera los cultivos positivos
para P. aeruginosa.

Variable dependiente: Susceptibilidad antimicrobiana, mecanismos de resistencia

y clonalidad bacteriana.
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Susceptibilidad Sistema Vitek Il y XL Nominal

Antimicrobiana Laboratorio de Microbiologia (Dicotémica)
HGM

Mecanismo de Produccion de metalo-beta- Nominal

Resistencia lactamasa (E-Test y PCR) (Dicotémica)

METODOLOGIA

a) Seleccion de la muestra

La coleccion de las cepas se realizara a través del laboratorio de Microbiologia
Clinica del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, que correspondan
con los criterios de inclusion, provenientes del servicio de Pediatria 505. Se
colectaran las muestras positivas consecutivas del 1ro de Enero al 30 de Junio de
2016. De cada caso se llenara un cuestionario sobre: genero, fuente de aislamiento,
servicio hospitalario dentro de la unidad de Pediatria, diagndstico del paciente,

antibioticos previos al aislamiento y fecha de aislamiento.

b) Identificacién primaria

La identificacion primaria y el analisis de susceptibilidad antimicrobiana de los
aislamientos, se realizaran en el Laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital
General de México, mediante métodos automatizados estandarizados (Sistema
Vitek 2 y Vitek XL) y un panel de antibidticos definido. Este Laboratorio forma parte
de la Red Nacional de Vigilancia de Resistencia Bacteriana de México y cuenta con

control de calidad interno y externo certificado.
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c) Identificaciéon bioquimica y molecular

Las cepas colectadas se enviaran a través de una red interna al laboratorio de
Infectologia, Microbiologia e Inmunologia Clinicas de la Unidad en Investigacion en
Medicina Experimental de la Faculta de Medicina, Universidad Nacional Autbnoma
de México, en donde se llevara a cabo este trabajo de tesis. Las cepas seran re-

identificadas por el sistema comercial APl 20 NE.

d) Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Se analizaran 13 antimicrobianos establecidos en el CLSI 2013 para P. aeruginosa
mediante microdilucion con el sistema SENSITITRE Il, que incluira: amikacina
(AMK), cepamina (FEP), cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CIP),
Gentamicina (GEN), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), trobramicina (TOB),
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), levofloxacino (LVX), ofloxacino (OFX) vy
ceftriaxona (CRO).

e) Deteccion fenotipica de la produccion de MBLs

A todas las cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos (MEM y/o IPM)
se les determinara el fenotipo de produccion de MBLs, mediante la prueba de E-
Test.

f) Prueba de E-Test para determinar el tipo de MBLs

Las cepas resistentes a IPM o MEM se sembraran en gelosa MacConkey a 37°C 24
horas, se tomaran 2-3 colonias para ajustar la densidad bacteriana a 0.5 del
nefelédmetro de Mac Farland en solucion salina estéril, para luego sembrar en forma
masiva en medio Mueller-Hinton. Después se colocara la tira E-Test-IPM que tiene
un gradiente de la concentracion del antibiético de 4-256 pug/mL de IPM (IP) en un
extremo y del otro extremo la misma concentracion del antibiético mas EDTA (IP1),
como quelante de los iones zinc en una concentracion de 1-64 pg/mL. Como control
positivo se usara P. aeruginosa productora de IMP-15 y como control negativo P.
aeruginosa ATCC 27853. El fundamento de E-Test consiste en quelar al zinc de la

MBL mediante la EDTA adicionado en el extremo marcado como “IPI”, mientras que
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del extremo marcado como “IP” solo contiene IPM y este sirve para conocer la CIM
basal IMP. Un cociente entre IP/IPl, mayor o igual a 8 y se interpretara como

produccion de MBLs. como se muestra en la siguiente figura.

Halo de Inhibicién

El analisis estadistico se llevara a cabo mediante el programa SPSS, con el cual se

obtendran las Xi2.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 15 aislamientos con Pseudomonas aeruginosa del 01 de
Enero del 2016 al 30 de Junio del 2016. Dichos aislamientos fueron de 10 pacientes
con patologia diversa y 3 de ellos fueron defunciones.

Los servicios hospitalarios dentro del Servicio de Pediatria en donde se presentaron
los aislamientos fueron: 9 cultivos de UTIP, 3 urgencias, 1 hemato-oncologiay 2
Cirugia pediatrica.

La fuente de aislamiento donde se encontré P aeruginosa: 2 cultivos de LCR, 2
hemocultivos, 3 cultivos de herida, 7 cultivos bronquiales y 1 urocultivo.

En relacion a los aislamientos por mes, se presentaron en un rango de 1-5 cultivos,

con mayor presentacién en el mes de Enero y Marzo.
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Tabla. Casos de Infecciones asociadas a atencion de la salud por P aeruginosa

Posterior al analisis de susceptibilidad antimicrobiana se encontro:

Aminoglucosidos Gentamicina 3 20 12 80
Tobramicina 7 47 8 53

Cefalosporinas Ceftriaxona 15 100 0 0
Cefotaxima 8 53 7 47
Ceftazidima 7 47 8 53
Cefepime 5 33 10 67

Fluoroquinolonas | Ciprofloxacino 7 47 8 53
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Levofloxacino 5 33 10 67
Moxifloxacino 6 40 9 60
Inhibidores de Ac | TMP/SMX 14 93 1 7
folico
Carbapenémicos Imipenem 11 73 4 27
Meropenem 12 80 3 20
Polimixinas Colistina 0 0 15 100

A todas las cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos (MEM y/o IPM)

se les determiné el fenotipo de produccién de MBLs, mediante |la prueba de E-Test.

CONCLUSIONES

Se observd una disminucion en la frecuencia de Infecciones asociadas a atencion
de la salud por P. aeruginosa durante el ultimo bimestre de 2016.

Los aislamientos de P. aeruginosa fueron MDR.

El mayor numero de IAAS se presentd en la UTIP con un 60%.

El 93% de los aislamientos de P. aeruginosa, fueron productores de MBL, 53% de
AmpCy 20 % BLEE.

La Mortalidad asociada a las IAAS por P. aeruginosa fue baja 30%

[21]
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