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RESUMEN

Los individuos seropositivos al virus de la inmunodeficiencia humana tienen un alto
riesgo para desarrollar infecciones oportunistas y entre ellas las producidas por
enterobacterias resistentes o multidrogorresistentes. Con el objetivo de identificar
estos microorganismos, su susceptibilidad antimicrobiana y los factores de riesgo
implicados en la resistencia, se realizo un estudio de serie de casos, en pacientes
ingresados con infecciones extraintestinales en el Instituto “Pedro Kouri”, entre
enero-diciembre de 2012. Se estudiaron 70 aislamientos de enterobacterias. La
identificacion y el comportamiento de la susceptibilidad antimicrobiana se
realizaron mediante el sistema automatizado Vitek 2 Compact. Los factores de
riesgo se obtuvieron de las historias clinicas y para determinar la asociacion entre
las variables se calculé la oportunidad relativa. En los aislamientos obtenidos
predominaron Klebsiella pneumoniae (37,1%), Escherichia coli (24,3%) vy
Enterobacter cloacae (11,5%). El esputo fue la muestra con una mayor positividad
diagnostica (53,2%), seguido por la orina y la sangre. Se constaté un alto
porcentaje de cepas resistentes a la ampicilina (91,4%); todos los aislamientos
fueron sensibles a los carbapenémicos y la amikacina fue el farmaco mas eficaz
de los antibidticos no betalactamicos con 5,7% de resistencia. El fenotipo [-
lactamasas de espectro extendido predominé sobre la produccién de AmpC (45,7
y 12,8%, respectivamente). Las enterobacterias que se destacaron como MDR
fueron Klebsiella pneumoniae (34,88 %) y Escherichia coli (27,90%) a partir
fundamentalmente de muestras de sangre y orina respectivamente (77,77 y

60,00%)



ABREVIATURAS
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|. INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por su capacidad de diseminacion
en el mundo, ocasiona una pandemia de consecuencias imprevisibles. La mayoria
de los pacientes con VIH desarrollan infecciones oportunistas como consecuencia
de una inmunodepresion (predominantemente de la inmunidad celular) profunda e
irreversible (Gatell et al., 2010).

Las infecciones causadas por bacterias distintas de las micobacterias son un
problema frecuente e importante en el paciente infectado por este virus y su
incidencia aumenta en los ultimos afios. La importancia de estas infecciones
radica en su frecuencia y capacidad para indicar la presencia de inmunodepresion
debida al VIH y en su significativa morbimortalidad. A ello se afiade que las
infecciones bacterianas son a menudo un hallazgo detectado durante la autopsia,
no diagnosticado con anterioridad, hecho lamentable por tratarse de entidades
tratables y curables (Laplumé et al.,, 2008). Cualquier bacteria gramnegativa
habitual puede causar infeccion en el paciente VIH positivo (Parras, 1998).

La familia Enterobacteriaceae constituye el grupo mas grande y heterogéneo de
bacilos gramnegativos de importancia médica y son las bacterias recuperadas con
mayor frecuencia en las muestras clinicas humanas (Rivera et al., 2011). Las
enterobacterias, por estar muy difundidas entre los pacientes y el ambiente
hospitalario, estdn muy relacionadas con las infecciones asociadas a los cuidados
sanitarios (IACS). Este nuevo concepto incluye a todo proceso infeccioso
vinculado con la atencién sanitaria en cualquier &mbito, no solo el hospitalario o
centros de salud, sino también con la que se ofrece en los hogares de ancianos o
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impedidos fisicos, los consultorios médicos, los policlinicos y viviendas de los
pacientes. En estos ambitos asistenciales este tipo de infeccion, que se parece
mas a la nosocomial que a la comunitaria, hace cambiar el clasico concepto de
infeccidbn nosocomial o intrahospitalaria, por el mas actual (IACS) y engloba ambos
tipos de infecciones (Delpiano, 2011).

Las enterobacterias colonizan el tubo digestivo, la orofaringe, el aparato
genitourinario y la piel. En el ambiente hospitalario pueden aislarse del agua, los
catéteres, las sondas, los sueros, los antisépticos y los equipos de respiracion
mecanica, entre otros. Diferentes factores contribuyen al incremento de las
infecciones por enterobacterias en el mundo; en primer lugar, el uso frecuente de
técnicas diagndsticas y terapéuticas agresivas (catéteres intravenosos,
endoscopias e intervenciones quirdrgicas, entre otras), el empleo de potentes
inmunosupresores y los ingresos hospitalarios prolongados. Ademas, las
enfermedades hematoldgicas, las neoplasias, la cirrosis, la insuficiencia renal
cronica, la diabetes y el VIH, predisponen a las infecciones por microorganismos
gramnegativos (Parras, 1998).

En la etiologia de las infecciones bacterianas en los pacientes con VIH/sida se
involucran Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y especies del género
Enterobacter, que se presentan, sobre todo, como causa de las infecciones
intrahospitalarias y en los individuos con un conteo de linfocitos T CDs menor de
100 cél/mm? (Caiaffa et al., 1993). Klebsiella spp., es un patégeno oportunista que

ocasiona entre los afios 1997 a 2002, alrededor de 7-10% de las bacteriemias



intrahospitalarias descritas en Europa, Latinoamérica y Norteamérica (Biedenbach
et al., 2004).

Estudios realizados en América y otras regiones del mundo reflejan la situacion de
las infecciones por enterobacterias en los pacientes VIH positivos. Tacconelli et al
(1998) en ltalia, sefialan entre las bacterias gramnegativas que afectan a estos
pacientes un predominio de infecciones causadas por Salmonella spp.,
favorecidas por el déficit de las células T, ademas, determinan que la salmonelosis
es mas frecuente en el estado avanzado de la infeccion asociado con la
desnutricion; mientras que, Crewe-Brown et al (2000) en Sudéafrica, detectan un
aumento de los casos de bacteriemia por Salmonella spp., vinculados con un
incremento en el diagndstico de las infecciones por el VIH y de la resistencia
antimicrobiana. También en Venezuela, Figueredo y Gonzélez, en 1998, identifican
a S. enteritidis como el principal agente causal de bacteriemias en el Hospital
Universitario de Caracas.

Cuba no esta exenta de esta problematica e investiga también las infecciones
bacterianas en los pacientes con VIH y entre ellas se encuentra el trabajo
desarrollado por Coniel et al (2009), quienes en Pinar del Rio evidencian el papel
de Escherichia coli como un importante uropatégeno en estos pacientes.

La emergencia de la resistencia a los antimicrobianos es un fenbmeno natural;
surge como resultado del uso de estos farmacos, una situacion que muestra un
ritmo acelerado en el mundo debido al uso inadecuado de los mismos. ElI mayor
consumo se asocia con cifras mas elevadas de resistencia (OMS, 2005). El
incremento de cepas resistentes y multirresistentes constituye uno de los
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principales problemas en los hospitales de todo el mundo ya que dificulta el
tratamiento de las enfermedades infecciosas y deterioran la economia y la calidad
de vida de las personas (Rivera et al., 2011).

El amplio uso de los antibioticos, el incremento de la expectativa de vida, incluso
en los pacientes con enfermedades cronicas y la creacion de la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI), son factores que inciden directamente en la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos (Albarado et al., 2009). Las enterobacterias
tienen la capacidad de adquirir resistencia rapida a los antibioticos (Parras, 1998).
La prevalencia de esta resistencia es alta en todo el mundo y puede ser
cromosOmica o mediada por plasmidos (Rivera et al., 2011).

En el continente americano se realizan mdultiples investigaciones sobre las
infecciones asociadas con los cuidados sanitarios y la resistencia antimicrobiana,
entre estas, Rivera et al (2011) en Venezuela, reconocen la alta incidencia de
enterobacterias resistentes, sobre todo, las producidas por E. coli, Enterobacter
spp., Y K. pneumoniae. También en Argentina, Radice at al (2005), describen un
incremento notable de esta resistencia en Proteus mirabilis. En Cuba, Gonzélez et
al (2003), sefalan a las enterobacterias como el grupo de microorganismos con
los més altos porcentajes de resistencia para las penicilinas. Una situacion similar
describen Hernandez et al (2006) en la UCI del Instituto Superior de Medicina
Militar Dr. Luis Diaz Soto de La Habana, quienes identifican bacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEEsS) en algunas de las muestras

estudiadas, con un predominio de Klebsiella spp. En el Instituto de Medicina



Tropical “Pedro Kouri” (IPK) de Cuba, Garcia et al (2013), en pacientes con
VIH/sida, aislan 34,2% de enterobacterias productoras de BLEES

Los patrones de resistencia antimicrobiana en los pacientes con una infeccion por
el VIH y que pueden evolucionar a un sida difieren de la poblacion general y estan
influenciados por el uso profilactico de los antibioticos (Byarugaba, 2004).

Por ser los pacientes VIH/sida individuos inmunocomprometidos, susceptibles a
las infecciones adquiridas en el hospital y fuera de este, se favorece el uso
continuo e indiscriminado de los antimicrobianos, que conduce a la seleccion de
determinantes de resistencia en las bacterias. La situacion emergente de las
infecciones causadas por enterobacterias en estos pacientes motivo la realizacion
de esta investigacion, con el objetivo de describir el comportamiento de las
infecciones por este grupo de microorganismos en los pacientes con VIH/sida

hospitalizados en el IPK durante el afio 2012.
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II. OBJETIVOS

1. Identificar las enterobacterias aisladas a partir de muestras extraintestinales
obtenidas en los pacientes VIH/sida hospitalizados en el IPK.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias aisladas en
los pacientes investigados.

3. Describir los principales fenotipos enzimaticos de resistencia adquirida frente a
los betalactdmicos en las enterobacterias objeto de estudio.

4. Describir el comportamiento de los aislamientos multidrogorresistentes (MDR)

obtenidos en los pacientes estudiados.
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[ll. MARCO TEORICO

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos
gramnegativos con importancia clinica. Comprende mas de 40 géneros que dan
cabida a mas de 150 especies y menos de 20 se consideran las responsables de
mas del 95 % de las infecciones (Murray et al., 2007).

3.1. Taxonomia de las enterobacterias

Dominio: Bacteria

Filo XII: Proteobacteria

Clase Ill: Gammaproteobacteria

Orden XIlI: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae (Koneman y Allen, 2008)

3.2. Caracteristicas generales y fisiologicas de la familia Enterobacteriaceae
La familia Enterobacteriaceae recibe su nombre por su localizacion habitual como
microorganismos saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de
microorganismos ubicuos, que se encuentran de forma universal en el suelo, el
agua, la vegetacion y forman parte de la flora intestinal normal de muchos
animales y del hombre (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

Las bacterias que conforman esta familia fermentan y oxidan la glucosa con
formacion de &cido, reducen los nitratos a nitritos y carecen de la enzima
citocromoxidasa (Valdez-Dapena, 2001), con la excepcion de Plesiomonas spp.
(Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010). Las enterobacterias son
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos. Muchos poseen capsula y
algunos tienen movilidad por flagelos peritricos (Romero, 2007).
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3.3. Morfologia y agrupacion

Las enterobacterias son bastoncillos gramnegativos cortos que pueden formar
cadenas. Su morfologia tipica in vitro se pone de manifiesto cuando crecen sobre
los medios de cultivo sdlidos, pero esta morfologia es variable cuando la
observacion se hace a partir de las tinciones realizadas en muestras clinicas. Las
capsulas son grandes y regulares en Klebsiella, menores en Enterobacter y poco
comunes en las otras especies (Jawets et al., 2008).

3.4. Cultivo

Casi todas las enterobacterias, con excepcion de Klebsiella granulomatis crecen
bien en los medios de cultivos (Murray, 2007), no son exigentes en sus
requerimientos nutricionales, pero existen medios selectivos especiales para
aguellos casos en los que la muestra contiene varias especies bacterianas. Los
medios selectivos obstaculizan el crecimiento de las bacterias grampositivas y
favorecen el desarrollo de los bacilos gramnegativos. Se deben utilizar medios
selectivos y diferenciales como el agar SS (Salmonella-Shigella) y el agar
McConkey, que son especificos para los bacilos gramnegativos (Patrick y Jo,
2007).

3.5. Estructura antigénica

Las enterobacterias poseen una estructura antigénica muy compleja. En la
membrana externa de la pared tienen un lipopolisacarido (LPS), con capacidad
antigénica (antigeno O), que actia como endotoxina y activa los diversos sistemas
que promueven la respuesta inflamatoria (Espinoza, 2007). Algunas especien
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forman una capsula polisacaridica, que tiene capacidad antigénica (antigeno K,
capsular) y las especies moviles poseen flagelos peritricos de estructura proteica y
de caracter antigénico (antigeno H, flagelar) (Lépez y Prats, 2006).

3.6. Determinantes de patogenicidad

La familia Enterobacteriaceae posee diferentes elementos que actian como
factores de virulencia. Dentro de estos se destacan las endotoxinas conformadas
por el lipido A del LPS, que integran la pared bacteriana y se liberan cuando la
célula muere y se lisa. Presentan capsula especialmente util para la bacteria, esta
estructura tiene una funcién protectora que hace mas dificil la fagocitosis y con ello
le da una mayor sobrevida (Romero, 2007).

Este grupo de bacterias secreta aerobactinas que le permiten la captacion de
hierro desde el medio, por ser este elemento indispensable para determinadas
funciones de las bacterias. Ciertas especies de la familia Enterobacteriaceae
sufren de variacion antigénica mediante la diferenciacion de sus antigenos y con
ello ofrecen una presentacion inmune diferente para la identificacién y respuesta
del hospedero, caracteristica que las protege de la destruccion celular mediada
por los anticuerpos. Asi mismo, las especies patégenas obligadas liberan
exotoxinas que funcionan como enterotoxinas y poseen efectos especificos
(Murray, 2007).

Los microorganismos pertenecientes a esta familia presentan fimbrias y adhesinas
que colaboran de manera importante en su adherencia a la superficie mucosa del
hospedero. Aquellas especies enteroinvasivas muestran una localizacion
intracelular que protege a la bacteria de los antibi6ticos y del sistema inmune.
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Algunas producen exoenzimas (ureasa, gelatinasa, lipasa, desoxirribonucleasa),
que permiten la sobrevida de la bacteria dentro del 6rgano afectado, asi como
bacteriocinas, sustancias bactericidas contra cepas de la misma especie, pero no
contra si mismas (Romero, 2007).

Varias bacterias (Yersinia, Salmonella, Shigella, Escherichia enteropatdgena,
Pseudomonas, Chlamydia) poseen un mismo sistema efector para traspasar sus
factores de virulencia a las células eucariotas dianas. Este sistema, conocido
como sistema de secrecion de tipo Ill, se compone de alrededor de 20 proteinas
que facilitan la secrecién de los factores de virulencia bacterianos cuando la
bacteria entra en contacto con las células del hospedero (Murray, 2007).

3.7. Epidemiologia

El habitat de las diferentes especies de enterobacterias es muy diverso y
heterogéneo. Incluyen el tubo digestivo del ser humano y de otros animales, se
encuentran también en diversos sitios ambientales. No obstante, las especies que
no estadn adaptadas al tubo digestivo pueden colonizarlo transitoriamente
vehiculadas con el agua y los alimentos (Lépez y Prats, 2006).

Del mismo modo que varian los reservorios de estos microorganismos, se
modifican sus modos de transmision a los seres humanos. Las especies que
suelen colonizar a los seres humanos pueden producir infecciones cuando las
cepas bacterianas propias de un paciente (es decir las cepas enddgenas)
establecen infecciones en un sitio del cuerpo que por lo general es estéril. Estos
microorganismos también pueden transmitirse de un individuo a otro y esas
infecciones dependen con frecuencia del estado de debilidad de un paciente
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ingresado y se adquieren en el hospital. Estas especies son las llamadas
patdgenas oportunistas (Koneman y Allen, 2008).

Otras especies como las de Shigella, Salmonella y Yersinia enterocolitica solo
habitan en el intestino cuando causan infeccion y se adquieren por la ingestién de
agua y los alimentos contaminados. Este también es el modo de transmision de
los diversos tipos de E. coli que causan infecciones gastrointestinales (Harrison,
2006).

En los individuos hospitalizados o inmunodeprimidos, en especial, aquellos que
reciben tratamiento con antimicrobianos, hay colonizacion por enterobacterias en
el tubo digestivo, la orofaringe, el aparato genitourinario y la piel. La infeccién por
estas bacterias es frecuente en estos contextos (Puerta-Garcia y Mateos-
Rodriguez, 2010).

Se mencionan diferentes causas, por las que a partir de 1960, las infecciones por
bacilos entéricos gramnegativos son cada vez mas frecuentes: la ubicuidad de los
bacilos gramnegativos, la resistencia a los antibiéticos, los progresos de la
tecnologia terapéutica, la introduccion de terapéuticas que disminuyen las
defensas orgéanicas y las enfermedades predisponentes (Garcia, 2012).

3.7.1. Epidemiologia en los pacientes con VIH/sida

En los individuos con VIH/sida se presentan con frecuencia antecedentes de
hospitalizaciones previas y esta demostrado que los centros hospitalarios
constituyen un componente importante en el problema mundial de la resistencia
antimicrobiana. A estos factores se le afiade la aplicacion frecuente y repetida de
tratamientos con antimicrobianos para diversas infecciones oportunistas que
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incrementa el riesgo de adquisicion de cepas multidrogorresistente (MDR) (OMS,
2001). El uso continuo de cotrimoxazol en estos pacientes para la prevencion de
enfermedades oportunistas, puede alterar la microbiota de los mismos y los
patrones de sensibilidad de los agentes bacterianos (Morpeth et al., 2008).

3.8. Manifestaciones clinicas en los pacientes con VIH/sida

Las infecciones bacterianas se reconocen como una causa importante de
morbilidad y mortalidad en los pacientes infectados con el VIH. La neumonia
bacteriana y la bacteriemia son las localizaciones de infeccion notificadas con mas
frecuencia (Currier et al., 2005). La neumonia constituye la principal causa de
ingreso en algunas unidades hospitalarias de los pacientes VIH positivos. Las
enterobacterias implicadas como agentes causales de neumonia en el enfermo
VIH positivo son K. pneumoniae, E. coli y especies del género Enterobacter, que
se presentan sobre todo en los individuos con un conteo de linfocitos T CD4, menor
de 100 cel/mm? (Caiaffa et al., 1993).

Las infecciones gastrointestinales causadas por bacilos gramnegativos en el
paciente con el VIH son especialmente por Salmonella, Shigella y Campylobacter.
Las infecciones por Salmonella no typhi son mas invasivas en los pacientes con
VIH que en el resto de las personas; requieren de un tratamiento prolongado y
recidivan con frecuencia (Lasso, 2011).

La ITU tiene varias formas de presentacion en el paciente VIH/sida, donde la
pielonefritis es la de mayor importancia por la repercusion anatomica y funcional

que ejerce sobre el rifion (Fica, 2006).
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3.9. Resistencia antimicrobiana

La resistencia natural de una especie 0 género es una caracteristica propia del
conjunto de cepas que pertenecen a esta especie o género, con independencia de
las condiciones del aislamiento. Esta es siempre transmisible a la descendencia
por su naturaleza cromosOmica. La resistencia adquirida existe gracias a la
adquisicion de uno o varios mecanismos que determina un fenotipo bien preciso
(Echevarria, 2008). EIl patron de resistencia observado en el antibiograma de un
microorganismo debe ser la suma del patron de resistencia natural caracteristico
de la especie, mas el de la resistencia adquirida (Navarro et al., 2010).

3.9.1. Resistencia en enterobacterias

La lectura interpretada del antibiograma en la familia Enterobacteriaceae es aun
objeto de discusiones y quedan numerosos aspectos por determinar,
especialmente cuando se intenta predecir la respuesta clinica (Bradford, 2001;
Jacoby, 2009).

Este grupo de bacterias adquieren resistencia antimicrobiana de forma rapida y la
introduccién de nuevos antibiéticos conduce al cabo de meses o pocos afios, a la
emergencia de bacilos entéricos gramnegativos resistentes a aquéllos. La
resistencia estd mediada por plasmidos cuya transferencia, que suele ocurrir en el
tubo digestivo, puede producirse entre bacterias de la misma especie o de
especies diferentes. Estd demostrado que la administracion de antibiéticos
favorece la adquisicion de resistencia en esta familia, ademas de contribuir a la
multiplicacion de los microorganismos con resistencia natural, por inhibir el
crecimiento de la microbiota competitiva sensible (Garcia, 2012).
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Los mecanismos fundamentales de resistencia antimicrobiana en este grupo estan
dados por la producciéon de enzimas B-lactamasas y la disminucion de la expresion
de las proteinas de la membrana externa. Este ultimo, cuando se asocia con otros
mecanismos, produce resistencia a los carbapenémicos (Drawz y Bonomo, 2010).

3.9.2. Resistencia a los betalactamicos

Los betalactamicos son los antimicrobianos de mayor prescripcion en los centros
hospitalarios, donde de forma paralela existe un incesante aumento de la
resistencia bacteriana (Suéarez, 2009).

Aunque la resistencia a los betalactamicos esta definida por distintos mecanismos
(produccion de enzimas, alteraciones de la permeabilidad, alteracion de la diana 'y
presumiblemente, expresion de BE activa) (Taruf, 2008), en las enterobacterias, el
principal mecanismo de resistencia a los betalactdmicos es el enzimatico, por
produccion de B-lactamasas, pero en algunos casos, la resistencia puede
asociarse con distintos mecanismos (Stapleton et al., 1999; Martinez-Martinez,
2008).

Las enterobacterias de interés clinico, con la Unica excepcion de P. mirabilis y
Salmonella spp., son portadoras de una B-lactamasa cromosémica natural propia
de cada especie (Livermore et al., 2001). De esta forma se destacan diferentes
patrones de resistencia natural a los betalactamicos esperados en funcion de la -
lactamasa implicada (Navarro et al., 2010).

La presencia de nuevas enzimas [B-lactamasas, no propias de la especie, puede
deberse a la adquisicion de material genético extracromosomico. La resistencia
adquirida modifica el patrén natural de resistencia de una especie determinada,
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siendo el patron de resistencia resultante la suma de la resistencia natural mas la
adquirida. Sin embargo, algunos patrones de resistencia no se relacionan con
enzimas adquiridas, sino que se deben a mutaciones en los genes cromosOmicos
naturales de la especie (Jacoby, 2009).

3.9.3. Fenotipos de resistencia adquiridos a los betalactamicos

Producciéon de BLEEsS

La prevalencia de resistencia entre las enterobacterias es elevada en todo el
mundo y la produccién de BLEEs constituye el mecanismo mas importante y un
serio problema que afecta el uso de varios betalactamicos, incluyendo a las
cefalosporinas de tercera generacion (Seral et al., 2010).

Las BLEEs son enzimas producidas por bacterias gramnegativas capaces de
hidrolizar las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactamicos, pero no a
las cefamicinas ni los carbapenémicos; estos son los que mas se utilizan para el
tratamiento de las infecciones bacterianas (Angel et al., 2009).

La primera BLEE (SHV-2) se describe en una cepa de K. ozaenae aislada en
Alemania, en 1983. Desde entonces, se publican numerosos brotes epidémicos de
enterobacterias con BLEEs, sobre todo en las UCI, donde K. pneumoniae
representa la especie mas involucrada (Bradford, 2001).

La aparicibn de enterobacterias multirresistentes gracias a la produccion de
BLEEs se incrementa en los ultimos afios (Baquero et al.,, 1998). Estas estan
codificadas en plasmidos conjugativos, que permiten la diseminacion de este
mecanismo de resistencia y la corresistencia con otros antibacterianos como los
aminoglucésidos, el cotrimoxazol y las quinolonas (Calvo et al., 2011).
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Hasta la fecha, se describen mas de 100 variantes de BLEEs derivadas de las B-
lactamasas TEM-1 o TEM-2 y mas de 50 de SHV-1, lo que da una idea de la gran
diversificacion evolutiva que sufren estas enzimas en un corto periodo de tiempo
debido, esencialmente, a la presion selectiva de los antibiéticos. En 1989, se
describe un nuevo tipo de BLEEs, las cefotaximasas o CTX-M, de forma
simultanea, en una cepa de E. coli de Alemania y en una cepa de Salmonella de
Argentina (Oliver y Canton, 2004). La incidencia de otras familias se incrementa
(OXA y PER) y se identifican mas de 300 BLEEs, la mayoria pertenecen a las
familias TEM, SHV y CTX-M (Calvo et al., 2011).

Las BLEES, en las enterobacterias constituyen la principal causa de resistencia
frente a las aminopenicilinas, las carboxipenicilinas (Jehl, 2004), las
oximinocefalosporinas y monobactamas (Truppia et al., 2005), con excepcion de
las cefamicinas y mantiene la sensibilidad a los inhibidores y a los
carbapenémicos (CASFM, 2010). La mayoria son faciles de detectar en E. coli y K.
pneumoniae (Garcia et al., 2000).

Produccién de penicilinasas

La adquisicion de pB-lactamasas plasmidicas de clase A (Bush et al., 1995)
denominadas de amplio espectro o B-lactamasas clasicas como TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, es responsable de la resistencia a las aminopenicilinas y las
carboxipenicilinas y de la sensibilidad disminuida o intermedia a las
ureidopenicilinas. Las cepas portadoras de estas enzimas mantienen su
sensibilidad a las cefalosporinas, los monobactamicos y carbapenémicos (Garcia
et al., 2000).
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Produccién de B-lactamasas resistentes a los inhibidores

Estas derivan también de las B-lactamasas clasicas y se caracterizan por conferir
resistencia a las aminopenicilinas, las carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas; no
son sensibles a la accion de los inhibidores y no tienen actividad sobre el resto de
los betalactamicos. Al principio, estas B-lactamasas se denominan mutantes TEM
resistentes a los inhibidores (IRT, por sus siglas en inglés) porque en su mayoria
derivan de TEM-1 y TEM-2, aunque existen también B-lactamasas resistentes a
los inhibidores derivadas de SHV-1 (Navarro y Mirg, 2002). Las oxacilinasas (como
la OXA-1), pertenecientes a la clase D de Ambler dan lugar a un fenotipo
indistinguible del de las IRT (Mir0 et al., 2002).

Hiperproduccion de B-lactamasa cromosdmica de clase A

Este fenotipo puede encontrarse en especies como K. pneumoniae, K. oxytoca, P.
penneri, P. vulgaris y C. koseri. En el caso de K. oxytoca su patron de resistencia
es muy similar al de las BLEEs. La sospecha de tratarse de una hiperproduccién
de B-lactamasa cromosomica (denominada K1) y no de una BLEEs, est& dada por
la sensibilidad a la ceftazidima y la elevada resistencia al aztreonam (Fournier et
al., 1995). En el caso de una hiperproduccion de la B-lactamasas cromosémica
SHV-1 de K. pneumoniae puede observarse una resistencia de bajo nivel a las
ceftazidima (Mir6 et al., 1998).

Hiperproduccion de B-lactamasa cromosdémica de clase C y cefamicinasas

plasmidicas

La produccion de AmpC puede ser constitutiva o inducible, siendo los niveles de
produccion dependientes del grado de expresién del gen blaAmpC (Jacoby, 2009).
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Los aislamientos hiperproductores de AmpC presentan un fenotipo de resistencia
(fenotipo AmpC) a las penicilinas, las asociaciones de betalactamicos con
inhibidores de B-lactamasas, las cefalosporinas de primera y segunda generacion,
incluidas generalmente las cefamicinas, asi como a las de tercera generacion,
pero en grado variable, en dependencia del nivel de hiperproduccion (Navarro et
al., 2010).

Un grupo de pB-lactamasas de tipo AmpC estan codificadas por genes en
plasmidos conjugativos (AmpC plasmidicas). Estas pueden causar fracasos
terapéuticos similares a los descritos en las infecciones causadas por aislados
hiperproductores de AmpC cromosomica inducible (seleccion de mutantes con
desrepresion estable), en tratamientos con betalactamicos (Mata et al., 2010).

Producciéon de B-lactamasas activas frente a los carbapenémicos

Las carbapenemasas son B-lactamasas que hidrolizan la mayor parte de los
betalactamicos incluidos los carbapenémicos (Queenan y Bush, 2007). La
incidencia de estas enzimas en las enterobacterias es muy baja. En este grupo se
describen las tres clases de enzimas con actividad frente a los carbapenémicos,
las carbapenemasas de clase A (por ejemplo la [actamasa KPC), las de clase B
(MBL como por ejemplo las VIM o las IMP) y de la clase D, la oxacilinasa OXA-48

(Cornaglia et al., 2007; Miriagou et al., 2010).
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3.10. Métodos de deteccion fenotipica
3.10.1. Métodos de deteccion fenotipica para enterobacterias productoras de
BLEEs

Métodos convencionales

Existen diversas pruebas fenotipicas para la deteccion de BLEES, la mayoria de
los métodos descritos se disefian para las enterobacterias y se fundamentan en el
caracter inhibidor de las mismas por el acido clavulanico u otros inhibidores de 3-
lactamasas (Ramos et al., 2006).

La prueba tamiz y la prueba confirmatoria fenotipica indicada por el CLSI para la
deteccion de BLEEs se recomienda para K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli y
ademas P. mirabilis de manera rutinaria antes de reportar los resultados cuando se
implementan los criterios interpretativos para las cefalosporinas y el aztreonam
publicados antes de enero de 2010 por el CLSI (CLSI, 2013). Ambas pruebas
pueden realizarse por los métodos de difusion en disco y por microdilucion (Bush y
Jacoby, 2010; Calvo et al., 2011).

En el afio 2010, el CLSI y el Comité Europeo de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana (EUCAST, por sus siglas en inglés), modifican los puntos de corte
de las cefalosporinas y el aztreonam, sobre la base de estudios PK/PD
(farmacocinética y farmacodinamica) y efectian una nueva recomendacion para
informar la sensibilidad de los aislamientos con BLEEs, segun los resultados
obtenidos en las pruebas de sensibilidad in vitro, independientemente del

mecanismo de resistencia.
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Cuando se usan los nuevos criterios de interpretacion, la deteccion de BLEEs no
es necesaria antes de reportar los resultados, tampoco es necesario editar los
resultados para la penicilina, las cefalosporinas o el aztreonam de susceptible a
resistente (CLSI, 2013).

Otros métodos

En la practica, el método de difusion en agar con discos puede sustituirse por la
sinergia de doble disco, y las pruebas de microdilucion, por la utilizacion del
Epsilon-test (E- test) (bioMériux) (Seral et al, 2010).

La prueba de sinergia de doble disco descrita por Jarlier et al., 1988, consiste en
situar un disco con amoxicilina-acido clavulanico (AMC) préximo a discos de
betalactamicos indicadores: ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX), ceftriaxona
(CRO), aztreonam (ATM) y cefepima (FEP). La produccion de BLEEs se
demuestra por la ampliacién del halo de inhibicién (efecto tapon de corcho) de
cualquiera de los indicadores por la accién del &cido clavulanico.

La técnica de difusibn en gradiente (E-test) con tiras combinadas de
cefalosporinas con y sin inhibidor es también de utilidad para la deteccion de
BLEEs. Se fundamenta en el mismo principio del método de difusién en agar con
discos combinados, pero en este caso, se comparan los valores de la CMI (Seral
et al., 2010).

Se investigan nuevos métodos que reduzcan el tiempo necesario para el
aislamiento de la bacteria por cultivo y la realizacion del antibiograma, por lo que
se disefian medios cromogénicos para el aislamiento selectivo y la identificacién
presuntiva de las enterobacterias productoras de BLEEs (Calvo et al., 2011).
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En este momento, los métodos automatizados comerciales son muy comunes en
los laboratorios de microbiologia clinica, estos métodos de microdilucion en caldo,
integrados en los sistemas semiautomaticos de incubacion, lectura e interpretacion
de los resultados, determinan qué concentracibn causa la inhibicion del
crecimiento del microorganismo (Jorda et al., 2005). Existen varios meétodos
automatizados capaces de diferenciar patrones fenotipicos de resistencia tales
como la presencia de BLEEs y otras, dentro de los que se destacan: Vitek 2
Compact, Phoenix. Segun Trevifio et al (2009), el primero presenta una
sensibilidad mayor, pero una especificidad menor para la deteccion de este
fenotipo. De igual manera, Jorda et al (2005) observan la concordancia global
(99,5%) de la sensibilidad antimicrobiana entre método de difusion por disco y el
Vitek.

Otros métodos de deteccion mediante la utilizacién de los bioensayos son la
prueba de Masuda y el método tridimensional, ambas técnicas son adecuadas
para demostrar la presencia de BLEEs en cepas donde existen dudas acerca de
su produccidon. Ambas pruebas son utiles para cualquier tipo de B-lactamasa, en
dependencia de los sustratos que se utilicen; estos ensayos son engorrosos de
realizar y tienen poco éxito (Oliver y Cantén, 2004).

3.10.2. Métodos de deteccion fenotipica para enterobacterias productoras de
B-lactamasas tipo AmpC

En estos momentos, el CLSI no tiene estandarizada una técnica para la deteccion

de AmpC; sin embargo, la prueba tamiz de BLEEs puede utilizarse para tamizar
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las B-lactamasas tipo AmpC. Varios autores respaldan el uso de otras técnicas
que ayudan a la deteccion de estas enzimas (Thomson, 2010).

Los métodos fenotipicos para la deteccion de AmpC plasmidicas (AmpCp) son
sencillos y econémicos, pero son de utilidad en los aislamientos que no tienen una
AmpC cromosomica natural (Klebsiella spp., S. enterica, P. mirabilis) o que la
expresan constitutivamente a muy bajo nivel, como ocurre en E. coli. La presencia
de AmpCp debe sospecharse cuando estos aislamientos presenten un patron de
resistencias a los betalactamicos (fenotipo AmpC) diferente al de su respectivo
fenotipo salvaje o de resistencia natural (Navarro et al., 2010).

Los métodos fenotipicos mas practicos son el método de sinergia de doble disco
(usando discos de cloxacilina o &cido fenil-boronico y discos de cefotaxima y
ceftazidima) y el método de discos combinados con inhibidores. Existen otros
métodos fenotipicos bastante sensibles, pero mas complejos (Navarro et al.,
2011).

Las pruebas de sinergia de doble disco y la de discos combinados, con un
inhibidor para la deteccion fenotipica de AmpCp, se basan en la propiedad de
estas enzimas de inhibirse por la cloxacilina o el acido bordnico y en la utilizacion
de las cefalosporinas de tercera generacion (cefoxitina, ceftazidima) como
indicadores (Calvo et al., 2011).

La prueba de aproximacién de discos evidencia el caracter inducible de la [3-
lactamasas AmpCp. En el caso concreto de E. coli, la utilizacion de este método
de induccién de AmpC puede ser Util en la deteccion de AmpCp, puesto que un
resultado positivo solo es posible si media la adquisiciéon de una AmpC plasmidica
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inducible y descarta, sin lugar a dudas, la hiperproduccion de la AmpC
cromosomica (Jacoby, 2009).

3.10.3. Métodos de deteccion fenotipica para enterobacterias productoras de
carbapenemasas

De manera semejante a la deteccion de BLEESs, cuando se usan los viejos criterios
interpretativos para los carbapenémicos descritos en el documento M100-S20
(enero) del CLSI (2010), la prueba de tamizaje y confirmatoria de Hodge
modificada debe realizarse en los pacientes y reportarse de acuerdo con los
criterios establecidos por el CLSI. No obstante, no es necesario probar un
aislamiento para las carbapenemasas, realizando la prueba de Hodge, cuando
todos los carbapenémicos reportados por el laboratorio son intermedios o
resistentes (CLSI, 2013).

La prueba de Hodge modificada no proporciona informacién sobre la clase a la
que pertenecen (Lee et al., 2001). Para ello se utilizan las técnicas de sinergia de
doble disco, discos combinados con inhibidores y el E-test MBL, basadas en la
potenciacion de la actividad de los carbapenémicos en presencia de inhibidores de
las carbapenemasas (Walsh, 2010).

Para la deteccion de las carbapenemasas de clase B los inhibidores son el acido
dipicolinico o EDTA (Miriagou et al., 2010). Para la deteccion de las
carbapenemasas de clase A, el inhibidor utilizado es el acido borénico. Para las
carbapenemasas de tipo OXA no es posible utilizar un método fenotipico como el
propuesto con las carbapenemasas de clase A o B, ya que no existen inhibidores
especificos de enzimas de clase D (Navarro et al., 2011).
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Los sistemas automatizados presentan algunas limitaciones y fracasos en la
deteccidn y confirmacion de las carbapenemasas, debido a que estos aislamientos
pueden ser resistentes a la terapia con carbapenémicos, a pesar de presentar una
aparente susceptibilidad basada en los puntos de corte para estos antibidticos
(Queenan y Bush, 2007). Los valores de CMI de los aislados productores de
carbapenemasas tipo VIM y KPC muestran una gran variabilidad y baja
reproducibilidad en los sistemas automatizados (Rodriguez- Martinez et al., 2012).
3.11. Resistencia a los aminoglucosidos

El comportamiento de un aminoglucésidos frente a una enterobacteria depende,
como minimo, de cinco factores: a) la difusion pasiva a través de la membrana
externa; b) el transporte activo a través de la membrana interna; c) la afinidad del
aminoglucésidos por su diana (una proteina ribosémica); d) la metilacion de la
unidad 16S del RNA ribosémico, y e) la presencia de enzimas inactivantes
(Fritsche et al., 2008). Sin embargo, el mecanismo mas importante de resistencia a
los aminoglucdsidos sigue siendo la inactivacion enzimatica. Se describen tres
tipos de enzimas: las acetiltransferasas (AAC) que acetilan un grupo amino del
antibiotico, las fosfotransferasas (APH) que fosforilan un grupo hidroxilo y las
nucleotidiltransferasas (ANT) que adenilan también un grupo hidroxilo. Cada
enzima reconoce un cierto numero de antibiéticos aminoglucésidos, lo cual se
traduce en un fenotipo de resistencia concreto. (Navarro et al, 2010)

3.12. Resistencia a las fluoroquinolonas

Los principales mecanismos de resistencia descritos son la consecuencia de
mutaciones en los genes de la ADN girasa y la topoisomesasa IV; mutaciones que
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afectan a las porinas o el lipopolisacarido, impidiendo la penetracion del
antimicrobiano al interior de la bacteria; o la presencia de bombas de expulsion
gue expulsan el antimicrobiano hacia su exterior (Hooper, 1998). Hasta 1998 todos
los mecanismos de resistencia a las quinolonas eran cromosémicos. Sin embargo,
en los ultimos afios se describen con una mayor frecuencia la resistencia mediada

por plasmidos (Strahilevitz et al., 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Disefio y periodo del estudio

Se realizd una investigacion de serie de casos 0 casos clinicos, en pacientes
VIH/sida hospitalizados en el IPK en los que se aisl6 una enterobacteria en
muestras extraintestinales durante el periodo comprendido entre enero y
diciembre de 2012. Las muestras se procesaron en el Departamento de
Microbiologia Clinica del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

4.2. Universo

En este estudio se identificaron 70 aislamientos extraintestinales de
enterobacterias, obtenidos del mismo numero de muestras y de pacientes
ingresados con VIH en el periodo de estudio.

Para definir al paciente como caso clinico se tuvieron en cuenta a partir de la
identificacion de las enterobacterias ciertos criterios en la interpretacion de los
resultados del cultivo de cada muestra investigada.

4.2.1. Criterios para la interpretacion de los resultados del cultivo

» Esputo: Se tuvo en cuenta esta muestra en aquellos casos en los que se
identificé un solo tipo de enterobacteria con crecimiento significativo (en la
segunda o la tercera area de la placa) y predominante en el cultivo primario, asi
como también, un crecimiento de colonias que se manifestaba en el primer
cuadrante de la placa en cultivo puro y que se observara en el Gram de la muestra
un morfotipo predominante correspondiente con bacilos gramnegativos (Cacho et

al., 2007).
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» Lavado broncoalveolar (LBA): Para considerar esta muestra, se tuvo en
cuenta, la presencia en el cultivo de un conteo de colonias correspondiente a la
enterobacteria aislada que fuera mayor o igual a 10* UFC/mL de muestra (Cacho
et al., 2007).

» Orina: Se tomd en cuenta esta muestra cuando el conteo de colonias fue
mayor o igual a 10°UFC/mL de orina de la especie de enterobacteria identificada
(Jehl et al., 2004).

» Sangre: Se considero por la identificacion en al menos dos hemocultivos
obtenidos de punciones distintas de vena periférica la misma enterobacteria, con
igual patrén de susceptibilidad (Cobo et al., 2006).

» Secreciones de las lesiones de piel: Se consider6 como muestra valida en
aquellos casos donde se aislo la enterobacteria en cantidades significativas en la
segunda o en la tercera area de la placa correspondiente al cultivo inicial y cuyo
morfotipo correspondiente a bacilo gramnegativo fue observado en la tincién de
gram (Burillo et al; 2006).

» Punta del catéter: Se tomé en consideracion la muestra cuyas colonias en el
cultivo tuvieron un conteo de la enterobacteria aislada mayor de 15, siguiendo el
método de Maki (Bouza et al., 2004).

Cuando en un paciente se aisldé en el mismo tipo de muestra y en mas de una
ocasion la misma especie de enterobacteria, con similar patron de sensibilidad,
solo se incluyé el episodio relacionado con el primer aislamiento. En el caso de las
muestras de sangre se contemplé como un solo aislamiento y una sola muestra

para el analisis estadistico de los resultados.
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4.3. Procedimientos microbiolégicos

» Recoleccion y procesamiento de las muestras bioldgicas

Las muestras estudiadas en el periodo comprendido se recolectaron y procesaron

segun lo establecido en el Manual de Procedimientos del Laboratorio Diagndstico

de Microbiologia y los Procedimientos Normalizados de Operaciones del IPK. Los

medios utilizados segun el origen de la muestra se elaboraron por Biolife (Italia) y

fueron los siguientes:

e Agar Base Sangre enriquecida con 5% de sangre de carnero

e MacConkey

e Tioglicolato

e Agar Chocolate [agar Base Sangre, enriquecida con 5% de sangre de carnero
y calentada a 80 °C en bafio de Maria (Julabo SW 22) durante 4 minutos]

C.L.E.D

» Procesamiento para la identificacién de las enterobacterias

Se realiz6 examen directo mediante la tincion de Gram de aquellas muestras que
lo requirieron tales como el LBA, la sangre, las secreciones de las lesiones de piel
y el esputo. Se observo la lamina al microscopio Optico (Olympus, Japoén), con
lente de inmersién (aumento 100 x) o lente de 10x segun corresponda al tipo de
muestra.

Las muestras de esputo y las secreciones de las lesiones de piel estudiadas
fueron consideradas aptas para su procesamiento atendiendo a la calidad de la
misma observada en la tincion de gram. En el primer caso se siguieron los criterios

de graduacion definidos por Murray y Washington (1975).
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Todas las muestras segun el tipo, se sembraron en los correspondientes medios
de cultivos. Las placas inoculadas se incubaron (Incubadora Telstar, Espafia) a 35
°C, durante 18-24 horas.
Después de la obtencién de un cultivo puro, se realizé tincion de Gram para
comprobar la pureza del cultivo y la presencia de bacilos gramnegativos. A
continuacion se procedio a la identificacion del microorganismo aislado mediante
la deteccion de la enzima citocromo-oxidasa y el sistema automatizado Vitek 2
Compact (bioMérieux, Francia), que también permitié realizar las pruebas de
susceptibilidad antimicrobianas segun el protocolo establecido en el Manual de
Procedimientos del Departamento de Microbiologia Clinica (anexo 1). La tarjeta
utilizada para la identificaciéon de los microorganismos gramnegativos fue la GN
2134.
» Determinaciéon de la susceptibilidad antimicrobiana y los fenotipos de
resistencia adquirida
Se empleod el sistema automatizado Vitek 2 Compact, version 6.01, siguiendo las
recomendaciones del fabricante y segun lo establecido por el Instituto de
Estdndares Clinicos y de Laboratorio en el afio 2011 (CLSI, por sus siglas en
inglés). Se utilizaron las tarjetas AST- NO82 y AST-N087 para el estudio de la
susceptibilidad de bacterias gramnegativas. Las tarjetas incluyeron los siguientes
antimicrobianos:
e AST-N082: amikacina (AN), ampicilina (AM), ampicilina/sulbactam (SAM),
cefalotina (CF), cefepima (FEP), cefoxitina (FOX), cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ), ciprofloxacina (CIP), colistina (CS), ESBL (ESB), gentamicina (GM),
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imipenem (IPM), meropenem (MEM), acido nalidixico (NA), nitrofurantoina (FT),
piperacilina/tazobactam (TZP), trimetropim/sulfametoxazol (SXT).

e AST-NO87: ampicilina (AM), ampicilina/sulbactam (SAM), piperacilina/
tazobactam (TZP), cefoxitina (FOX), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO),
cefepima (FEP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), ertapenem (EYP),
amikacina (AN), gentamicina (GM), ciprofloxacina (CIP), colistina (CS), ESBL
(ESB), acido nalidixico (NA), tigeciclina (TGC)

Solo se analizaron aquellos antibiéticos comunes a ambas tarjetas.

4.4. Operacionalizacion de las variables

Para dar salidas a los objetivos se estudiaron las variables que se presentan a

continuacion (tabla 1)

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Operacionalizacion

Variables

Escala de clasificacion Definicién

operacional

|.Tipo de Enterobacterias Salmonella spp., E. coli, Proteus spp, | Segun lo definido por

Klebsiella spp., Citrobacter spp., Koneman y Allen,
Enterobacter spp., Serratia spp. y 2008 como principales
Morganella spp. géneros de interés
clinico
Origen de la muestra Esputo, LBA, orina, sangre, Segun identificaciéon
secreciones de las lesiones de piel y por sistema Vitek 2
punta de catéter Compact
Il. Resultados de las Resistente Segun identificaciéon
pruebas de susceptibilidad | Intermedio por sistema Vitek 2
por antimicrobiano Sensible Compact a partir de
los criterios

establecidos por CLSI,
2011 para cada
antimicrobiano

IIl. Fenotipos de Produccién de BLEEs Segun identificacion
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resistencia adquirida frente | Presencia de AmpC por sistema Vitek 2
a los betalactamicos Produccién de carbapenemasas Compact a partir de
los criterios
establecidos por el
CLSI, 2011
IV. Aislamiento MDR Si Segun lo definido por
No Magiorakos et al.,2012

4.5. Técnicas de recoleccion y analisis de la informacion

El andlisis de las enterobacterias identificadas, asi como la susceptibilidad
antimicrobiana y los fenotipos de resistencia, se realizé por el autor de la
investigacion, junto con los tutores, a partir de los informes microbiologicos
contenidos en el sistema Observa y Vitek 2 Compact (bioMérieux, Francia).

Se confecciond una guia para la recogida de la informacion microbiolégica (anexo
2). Se cred una base de datos en un programa EXCEL de Microsoft Office 2010. El
andlisis de estos datos se realizé por el programa SPSS version 15.0 y Epidat
para el procesamiento estadistico.

Se utilizaron medidas de estadistica descriptiva como la frecuencia y el porcentaje.
Los resultados se expresaron en tablas y figuras para su mejor comprension.

4.6. Consideraciones éticas

La presente investigacion se discutidé y aprobé de manera oportuna en el Comité
de Etica Médica y la Comisién Cientifica del Instituto. La informacion obtenida se
manejada de forma confidencial con fines investigativos, diagnéstico y curativo
pues la identificacion del microorganismo y el estudio de la susceptibilidad formé
parte ademas del propio proceso diagnostico de la enfermedad del paciente.
Tuvieron acceso a los datos microbioldgicos el autor, los tutores y asesores de la
investigacion a través de una contrasefia que disponen los sistemas

31



automatizados y que se conoce por los investigadores en cuestion. Por otro lado,
al médico de cabecera que indico el examen del cultivo como parte del diagndstico
del proceso infeccioso del paciente, se le di6 a conocer también el resultado, asi
como lo referente a la resistencia de la enterobacteria aislada, pues fue el
encargado de indicar el tratamiento especifico y valorar sus resultados segun la
mejoria 0 no del paciente. No se revelo la identidad de las personas, se garantizo
el respeto a los principios éticos basicos: beneficencia, no maleficencia, respeto a
las personas, justicia y autonomia.

Las muestras se procesaron en el Departamento de Microbiologia Clinica del
Hospital. Este cuenta con todas las condiciones para el cultivo y procesamiento de
las mismas, teniendo en cuenta las préacticas, procedimientos y los equipos de
seguridad que corresponden al nivel de seguridad bioldgica Il, segun establece la
Resolucién Nro. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente
(CITMA), de fecha 8 de octubre de 2002 (CITMA, 2002). Las enterobacterias se
incluyen entre los agentes bioldgicos que afectan al hombre, en el grupo de riesgo
Il, segun establece la Resolucién Nro. 38 del mismo organismo, del 24 de marzo
de 2006, por lo que representa un riesgo individual moderado y comunitario
limitado (CITMA, 2006).

Como criterio para la suspensién de la investigacion de forma temporal se incluy6
la posibilidad del cierre del hospital por razones epidemioldgicas en relaciéon con
cualquier evento epidemiologico, la ruptura u otra dificultad con el sistema
automatizado, asi como problemas con la climatizacion del laboratorio. No
obstante, ninguna de estas situaciones determinaba la culminacion o la
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terminacion del estudio como un todo. Para la solucion de las dos ultimas
situaciones se contemplo6 el aviso al personal técnico encargado de la reparacion
de estos equipos. Sin embargo, durante el transcurso de la investigacion solo se
presento la primera problematica lo cual retrasé por breve tiempo el estudio.

Los resultados obtenidos fueron oportunamente mostrados y analizados al finalizar
el aflo 2012, por el Comité de Prevencion y Control de la Infeccion Hospitalaria, 1o
cual contribuy6 a la consolidacion del conocimiento de los médicos de asistencia
sobre la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana, asi como, la actualizacion del
protocolo de tratamiento para estos casos.

El Departamento de Microbiologia Clinica del IPK es un sitio idéneo para realizar
esta investigacion pues cuenta con adecuados recursos materiales y humanos; se
encuentra adecuadamente iluminado y climatizado, asi como, recibe todas las

muestras microbiologicas de los pacientes VIH hospitalizados en la institucion.
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RESULTADOS Y DISCUSION



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Enterobacterias aisladas en las muestras extraintestinales

Se obtuvieron 70 aislamientos de enterobacterias provenientes de muestras
clinicas extraintestinales, tomadas en igual nimero de pacientes ingresados en el
IPK, durante el periodo analizado. Entre los aislamientos predomind K.
pneumoniae (37,1%), seguida por E. coli (24,3%) y E. cloacae (11,5%). Otras
enterobacterias como M. morganii, P. mirabilis y Citrobacter freundii se aislaron en
porcentajes inferiores e idénticos (5,7%), mientras que, Salmonella spp. y Serratia
licuefaciens, se identificaron en 2,9%. E. aerogenes, K. oxytoca y S. marcescens
tuvieron los porcentajes mas bajos (1,4%) (figura 1).
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Figural. Enterobacterias identificadas en infecciones extraintestinales de pacientes con

VIH/sida. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK, 2012.
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En la literatura revisada, no se hallaron frecuentes estudios que detallen el
comportamiento, de forma general, de las infecciones por enterobacterias en los
pacientes con VIH/sida. La mayoria de las investigaciones sobre este tema se
refieren a los pacientes inmunocompetentes y a estos corresponden la mayoria de
las citas publicadas. En Cuba, Garcia et al (2013), realizan un estudio de
caracterizacion fenotipica de enterobacterias en pacientes con VIH/sida
ambulatorios y hospitalizados, donde identifican a E. coli y Klebsiella spp., como
las especies mas comunes (41,0 y 26,0%, respectivamente). Su resultado difiere
del obtenido en la presente tesis, ya que ellos sefialan a E. coli como la
enterobacteria predominante, lo que pudiera relacionarse con el tipo de paciente
investigado los que son tanto de origen hospitalario como comunitario. En la
presente investigacion se estudian solo pacientes hospitalizados, en los que debe
predominar Klebsiella, por ser esta la enterobacteria més involucrada en las
infecciones respiratorias de los pacientes con VIH (Restoy et al., 2006) y a su vez,
este tipo de infeccion es la causa méas importante de ingreso hospitalario, incluso
en la era de tratamiento antirretroviral de gran actividad (Brodt et al., 1997). De
manera similar al estudio anterior, pero en pacientes inmunocompetentes, Najera
(2005), en Guatemala, sefiala a E. coli (73,0%) como la especie mas frecuente,
seguida por K. pneumoniae, (10,0%) y en este mismo orden, muestran sus
resultados Bakthavatchalu et al (2013), en la India. Esta diferencia pudo estar
relacionada con el tipo de poblacién investigada. Esos autores estudiaron
pacientes ambulatorios e inmunocompetentes. En ellos, de manera habitual
predomina la infeccion urinaria, por ser esta una entidad clinica generalmente
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adquirida en la comunidad y ser E. coli el microorganismo mas frecuentemente
aislado en ella. (Fonseca et al., 2007).

No obstante, diversos estudios sefialan a Klebsiella como la enterobacteria mas
identificada en diversas infecciones, incluso en los pacientes inmunocompetentes.
Entre ellos se encuentra el trabajo de Torres et al (2006), realizado en centros de
salud de Caracas, donde los mayores porcentajes de aislamientos corresponden a
K. pneumoniae (46,0%), E. coli (29,4%) y Enterobacter spp., (12,0%). De manera
semejante, Garcia et al (2009), en el mismo pais, investigan la susceptibilidad
antimicrobiana en enterobacterias y sefialan a K. pneumoniae como la especie
mas frecuente (51,8%). Nastro et al (2012), al estudiar 165 enterobacterias
aisladas de pacientes ingresados en el hospital argentino “José de San Martin”,
encuentran como especies predominantes a K. pneumoniae (95 aislamientos) y
E. coli (55 aislamientos). Es necesario reflejar que estos estudios se realizan en
pacientes hospitalizados y sus resultados coincidieron con los obtenidos en la
presente investigacion.

Al analizar el origen de las muestras procesadas (figura 2) el mayor ndmero
correspondid a los esputos (53,2%), seguidos por la orina (17,7%) y la sangre
(16,5%). Las otras (exudado de lesion, lavado bronquial y catéter) fueron las

muestras con los porcentajes mas bajos.
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Figura 2. Distribucion de las muestras estudiadas en infecciones extraintestinales de

pacientes con VIH/sida. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK, 2012.

Las infecciones respiratorias son una importante causa de morbilidad y mortalidad
en los pacientes con infeccién por el VIH (Wallace et al., 1997; Aries y Schaaf,
2007). Se refiere que, alrededor de 70,0% de los individuos seropositivos al VIH,
desarrollan alguna afeccién pulmonar en el transcurso de su enfermedad (Aries y
Schaaf, 2007).

Un estudio multicéntrico internacional correspondiente al afio 1995, establece que
las neumonias bacterianas son cinco veces mas frecuentes en las personas
infectadas con el VIH que en las seronegativas (Hirschtick et al., 1995). Otros
autores ratifican el riesgo que tienen los pacientes VIH positivos de padecer una

neumonia bacteriana, esta se incrementa entre 10 y 30 veces (Feikin et al., 2004).
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Cabrera et al (1999), al estudiar en el IPK a pacientes infectados con el VIH,
ubican a las infecciones respiratorias de origen bacteriano en el tercer lugar en
cuanto a su frecuencia, superadas por Mycobacterium tuberculosis vy
Pneumocystis jirovecii. Posteriormente, Maurici da Silva et al (2008), refieren un
cambio, con el predominio de la neumonia bacteriana, comportamiento quizas
relacionado con una profilaxis mas eficaz en el tratamiento de P. jirovecii. Para
esos autores, el esputo representa la muestra mas investigada en los pacientes
con VIH/sida.

Del mismo modo, el riesgo de sepsis urinaria aumenta hasta tres veces mas en los
pacientes con VIH/sida. Esta infeccibn constituye una importante causa de
morbilidad en este tipo de paciente. La orina representa una de las muestras mas
relevantes en el diagndstico de infecciones bacterianas en los individuos con
VIH/sida (Omoregie y Eghafona, 2009). Esta documentado que la prevalencia de
ITU es mayor en los hombres jovenes con infeccion por el VIH. Ademas, las
infecciones urinarias en los pacientes con sida aumentan en relaciébn con los
individuos asintomaticos infectados por este virus (Petrosillo et al., 1999).

Garcia et al (2013), en el IPK, sefialan un predominio de enterobacterias a partir
de las muestras de esputo y orina (44,0 y 19,0%, respectivamente). En contraste
con lo ya sefalado, Muzachiodi y Ferrero (2005) notifican en pacientes
inmunocompetentes del Hospital Escuela “José F. de San Martin”, Argentina, el
mayor numero de cultivos positivos de enterobacterias (41,8%) a partir de las
muestras de orina; un resultado similar notifican Bakthavatchalu et al (2013), en la
India (39,7%). Estos ultimos autores sefialan, ademas, que el esputo constituye la
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muestra que ocupa el tercer lugar en cuanto a los aislamientos obtenidos en su
trabajo (23,1%). Por otro lado, Albarado et al (2009), identifican a la orina como la
muestra con menos porcentajes de enterobacterias aisladas (2,8%) y no hacen
referencia al cultivo de esputo.

Todo lo anterior justifica el predominio de las muestras de esputo y orina en el
diagnéstico de las infecciones por enterobacterias en los pacientes con VIH/sida.
Sin embargo, a pesar de ser el esputo la muestra mas utilizada para el diagndstico
de las infecciones respiratorias agudas bajas (IRAB), por su facil obtencion, se
cuestiona la confiabilidad de sus cultivos, ya que el crecimiento del
microorganismo patdgeno puede interferirse por la proliferacion de la flora
bacteriana normal nasofaringea. No obstante, su correcta recogida vy
procesamiento, asi como su realizacion en los pacientes que cumplen los criterios
de ingresos hospitalarios, aumentan su rendimiento (Meseguer et al., 2008). En la
presente investigacion, se trabaj0 con muestras representativas del proceso
infeccioso (esputos con calidad aceptable y presencia de un morfotipo
predominante sugestivo de enterobacteria). Garcia (2008), en pacientes con VIH,
estudiados en el IPK y con el diagnoéstico de infecciones respiratorias agudas
bacterianas bajas (IRABB), refiere que la muestra de esputo aporta el mejor
diagnéstico etioldgico de las casos de neumonia investigados por ellos. De
manera similar, Cabrera (2003) y Pérez et al (2002), en el mismo centro de salud,

ratifican este planteamiento.
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5.2. Susceptibilidad antimicrobiana de las enterobacterias aisladas

La figura 3 muestra el comportamiento de la resistencia antimicrobiana de las
enterobacterias identificadas. La susceptibilidad antimicrobiana in vitro frente a los
betalactamicos mostré6 los porcentajes mas altos de resistencia frente a la
ampicilina (91,4%), seguida por la ampicilina con sulbactam (65,7%). Se
observaron porcentajes de resistencia inferiores frente a los otros farmacos:
ceftazidima (37,1%), cefoxitina (30,0%), cefepima (12,9%), con una susceptibilidad
intermedia a este ultimo de 32,8% (dato no mostrado). Todas las enterobacterias
fueron sensibles a los carbapenémicos.

Por otro lado, 58,6% de los aislamientos identificados expresaron resistencia al
acido nalidixico y 50,0% a la gentamicina y la ciprofloxacina. El porcentaje de
cepas resistentes a la colistina fue de 18.6%. La resistencia mas baja se observé

frente a la amikacina (5,7%).
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Figura 3: Resistencia antimicrobiana de las enterobacterias identifcadas en infecciones
extraintestinales de pacientes con VIH/sida. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK,
2012.

La elevada resistencia detectada frente a la ampicilina estd descrita por otros
autores. Najera (2005), en Guatemala y Garcia et al (2013), en Cuba, refieren una
resistencia total para este antimicrobiano; mientras que, Gonzalez (2003),
presenta resultados muy similares a los obtenidos en el actual estudio, con 93%
de resistencia. Debido a la amplia distribucion que tiene el grupo de penicilinas
(representado en este estudio por la ampicilina), se espera que, con el transcurrir
del tiempo, su espectro antimicrobiano descienda aun mas, por lo que, de seguir
este comportamiento, podrian caer en desuso (Bush et al., 2004). Esta elevada
resistencia en las enterobacterias de interés clinico, con la excepcion de

Salmonella, y Proteus mirabilis, se debe a la presencia en ellas de una -
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lactamasa cromosdmica natural propia de cada especie, con diferentes patrones
esperados de resistencia a los B-lactamicos, en funcién de la enzima implicada,
gue incluyen la resistencia natural a las penicilinas (Casellas, 2011).

A pesar de ser elevada la resistencia a la ampicilina con sulbactam, fue
significativa la disminucion del porcentaje con respecto a la ampicilina. Este altimo
se trata de una molécula betalactamica con un bajo grado de actividad
antibacteriana, pero que tiene la propiedad de inhibir una gran variedad de F]
lactamasas y disminuye la resistencia de los gramnegativos cuando se encuentran
en combinacién con una penicilina (Gonzalez, 2003). No obstante, Araya et al
(2007), en pacientes internados con infecciones por bacterias gramnegativas, en
el Hospital San Juan de Dios de Costa Rica, destacan entre los betalactamicos
una alta resistencia a la piperacilina/tazobactam (79,8%), por encima de la
encontrado en esta investigacion para la asociacion estudiada. Por otro lado,
Torres et al (2006) en Caracas, detectan cifras de resistencia a las combinaciones
de penicilina con inhibidor de B-lactamasa, inferiores a la analizada en el presente
estudio: amoxicilina/clavulanico (28,0 %) y piperacilina/tazobactam (8,0%). Estas
diferencias quizas se deban a mdultiples factores como pueden ser los tipos de
especies predominantes identificadas. Existe un grupo de enterobacterias que
presentan resistencia de manera natural a estas asociaciones, por la presencia de
la B-lactamasa cromosémica AmpC (Navarro et al., 2010). Ademas, la posible
produccion de BLEEs confiere segun su tipo y la variante de inhibidor de [-
lactamasa utilizado, una mayor o menor resistencia frente a algunas asociaciones.
Segun varios autores las combinaciones que usan inhibidores de [B-lactamasa
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como la piperacilina/tazobactam se relacionan con un menor porcentaje de
resistencia y destacan que es una buena opcion terapéutica para productores de
BLEEs. No obstante, una sobreproduccion de (-lactamasa puede superar la
capacidad inactivadora del inhibidor (Puerta et al., 2005). Sin embargo, cabe
destacar, que todas las combinaciones de betalactamicos mas inhibidores de -
lactamasa sufren del efecto inéculo, por lo tanto, se debe evaluar el tipo de
infeccion donde pueden utilizarse para evitar el riesgo de un fracaso terapéutico
(Torres et al., 2005).

El analisis de las pruebas de susceptibilidad indicé un mayor porcentaje de
resistencia a la ceftazidima que a la cefepima. Albarado et al (2009), en su estudio
sobre la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEEs en Venezuela,
obtienen también un mayor porcentaje de resistencia frente a las cefalosporinas
de tercera generacion (ceftazidima), en relacidon con las cefalosporinas de cuarta
generacion (cefepima), con un 70,3 y 40,7%, respectivamente. En esta tesis,
frente a este ultimo farmaco, se observé un menor porcentaje de resistencia y una
mayor susceptibilidad intermedia. Resultado similar describen Torres et al (2006),
al destacar una resistencia de 5,8% y una susceptibilidad intermedia de 11,2%
frente a la cefepima, asi como un elevado porcentaje de resistencia a ceftazidima
(60,7%), cuando investigan la presencia de BLEEs en enterobacterias aisladas en
centros de salud de Caracas. En los dltimos afios existe una gran discusion en
cuanto a la interpretacion del antibiograma y de los puntos de corte establecidos
para determinar la sensibilidad de las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion en enterobacterias. Segun los nuevos puntos de corte, el CLSI (2011)
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propone considerar la sensibilidad a estas cefalosporinas indistintamente del
mecanismo de resistencia implicado. Esta propuesta plantea la posibilidad de
utilizar estas cefalosporinas en el tratamiento de las infecciones por bacterias
portadoras de BLEESs.

Los carbapenémicos son los Unicos antimicrobianos que conservan casi una total
actividad sobre las cepas productoras de BLEEs, aunque ya se notifican
aislamientos resistentes. Esta situacion es grave porque los farmacos que integran
este grupo son casi siempre la Unica alternativa terapéutica disponible frente a las
cepas multirresistentes (Muzachiodi y Ferrero, 2005). Son numerosos los estudios
nacionales e internacionales que evidencian la sensibilidad absoluta de las
enterobacterias a los carbapenémicos. Entre los primeros se encuentran los de
Hernandez et al (2006) y Garcia et al (2013), ambos realizados en Cuba. Entre los
trabajos internacionales se destacan los de Albarado et al (2009), en Venezuela y
Berrios (2005), en Peru. Por lo tanto, hasta no disponer de una mayor experiencia
clinica procedente de ensayos aleatorizados, los carbapenémicos constituyen el
tratamiento de eleccion de las infecciones graves por bacterias gramnegativas
productoras de BLEEs (Rupp y Fey, 2003), por ser muy estables frente a la
hidrélisis de las B-lactamasas y los Unicos capaces de mantener la actividad
bactericida durante 24 horas frente a altos inéculos de cepas con BLEEs (Burgess
y Hall, 2004). No obstante, cabe destacar que el uso indiscriminado de los
carbapenémicos puede conllevar a cambios en los patrones de sensibilidad de la

poblacién bacteriana frente a estos farmacos.
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En este trabajo de tesis, el comportamiento de la resistencia frente a los
aminoglucésidos fue semejante al descrito en otros estudios. En un trabajo de
resistencia antimicrobiana in vitro, Gonzalez (2003), obtiene un mayor porcentaje
de enterobacterias resistentes a la gentamicina (42,7%), en comparacion con la
amikacina (13,4%). Otras investigaciones sefialan que, en ese mismo orden, la
actividad de estos farmacos aumenta contra los microorganismos resistentes,
como es el caso de Garcia et al (2009), que refieren una resistencia frente a la
gentamicina de 40,7% y 25,9% para la amikacina. También Martinez et al (2005),
sefalan una resistencia de 72,7 y 27,2%, respectivamente. Najera (2005), sefiala
que E. coli presenta un porcentaje de resistencia a la gentamicina tres veces
mayor al de la amikacina y muestra a este aminoglucésido como el de mayor
efectividad entre los no B-lactamicos frente a las cepas productoras de BLEEs.
Garcia et al (2013), en Cuba, detectan més de 80,0% de enterobacterias sensibles
a la amikacina. Estas diferencias de resistencias entre ambos antimicrobianos
dependen de un incremento progresivo en la susceptibilidad a las enzimas
inactivadoras  bacterianas  (fosfotransferasas, nucleotidiltransferasas vy
acetiltransferasas) (Lépez y Salgado, 1999). La amikacina posee la mas amplia
actividad de todos los aminoglucésidos disponibles, por su resistencia innata a las
enzimas modificadoras, de ahi que sea el antimicrobiano mas indicado en aquellas
instituciones con numerosas bacterias gramnegativas resistentes. Inicialmente, su
aplicacién se limito a los hospitales, por el temor de que apareciera una resistencia
amplia, pero este comportamiento no se ha presentado, de hecho, en centros
donde se permite el empleo libre del farmaco, disminuye la resistencia a otros
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aminoglucésidos, por lo que se plantea la contribucion de la amikacina para frenar
una epidemia de bacterias gramnegativas resistentes a los aminoglucosidos
(Berrios, 2005).

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que 50,0% de las
cepas fueron resistentes a la ciprofloxacina. Torres et al (2006) y Martinez et al
(2005), describen porcentajes mas bajos (27,7 y 36,6%, respectivamente),
mientras que, Muzachiodi y Ferrero, 2005, detectan cifras superiores (80,6%). Se
plantea que la adquisicibn de resistencia a las fluoroquinolonas puede
corresponder a un proceso multifactorial (Hopkins et al., 2005), lo que justifica las
diferencias encontradas en diferentes regiones.

5.3. Principales fenotipos enzimaticos de resistencia frente a los
betalactamicos

Las BLEEs son muy frecuentes en K. pneumoniae y E. coli, aunque la producen
también microorganismos no fermentadores como P. aeruginosa y otros. Estas 3-
lactamasas son capaces de inactivar a las penicilinas, a las cefalosporinas y al
aztreonam (CASFM, 2010).

El Grupo de Estudio de la Infeccion Hospitalaria (GEIH) perteneciente a la
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC),
publica en el afio 2003, los resultados obtenidos en cuarenta hospitales espafioles,
donde se identifican microorganismos productores de BLEEs en 90,0% de los
hospitales participantes. Se aislan cepas de E. coli y K. pneumoniae con este

fenotipo en 82,5y 42,5% de los centros, respectivamente (Hernandez et al., 2003).
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El porcentaje de enterobacterias productoras de BLEEs en este trabajo fue de
45,7%, cifra situada dentro de los valores de frecuencias descritos en otros paises,
con valores que oscilan desde 20,0 hasta 48,0% (Muzachiodi y Ferrero, 2005). La
presencia de B-lactamasa de clase C (AmpC) desreprimida se evidencié en 12,8%

de las enterobacterias estudiadas (figura 4).
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Figura 4. Principales fenotipos enzimaticos de resistencia a los betalactamicos en las

enterobacterias. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK, 2012.

Martinez et al (2003), detectan 43,0% de BLEEs en Colombia. Por otro lado en un
estudio multicéntrico realizado en 11 paises latinoamericanos, Méndez et al
(1999), describen en enterobacterias, tasas de BLEEs que oscilan entre 40,0 y
52,0%, al comparar la susceptibilidad antimicrobiana en distintas especies de
enterobacterias. Shoorashetty et al (2011), detectan 41,0% de cepas productoras

de estas B-lactamasas en la India.
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Albarado et al (2009), en Venezuela, refieren cifras superiores a las de esta
investigacion (77,1 %). Asimismo, en Cuba, se describen porcentajes mayores
como los obtenidos por Ramos et al (2006) (63,5%) y Hernandez et al (2006)
(66,5%), en estudios sobre resistencia antimicrobiana en las bacterias productoras
de BLEEs. Ambos trabajos se realizan en pacientes graves por lo que sus
resultados pudieran vincularse con los individuos investigados. Segun Sandrea-
Toledo et al (2007), la frecuencia de infeccidn por enterobacterias productoras
BLEEs en pacientes de la UCI se asocia con el alto consumo de antimicrobianos,
el cual es aproximadamente diez veces mayor que en el resto de las areas
hospitalarias, y se vincula también con las caracteristicas de los pacientes alli
hospitalizados, su prolongada estadia y las caracteristicas medioambientales
propias, que contribuyen con una ecologia favorable a la presencia de estos
microorganismos.

Sin embargo, otros estudios refieren cifras por debajo del detectado en la actual
tesis, como es el caso de Garcia et al (2013), quienes al realizar la caracterizacion
fenotipica de enterobacterias detectan 34,2% de BLEEs en pacientes con VIH
ingresados y de la comunidad. En Cuba, Alvarez et al (2010), notifican cifras de
24,0%. Por otro lado, Pavén et al (2011), en México, sefialan la produccién de
BLEEs en IACS de origen hospitalario, en 26,4% de las enterobacterias.

Este porcentaje puede variar segun el tipo de hospital, la regiébn geogréafica, la
complejidad de las infecciones que alli se traten y el perfil de los antibiéticos
utilizados (Villegas et al., 2004). Por tanto, si se tiene en cuenta que la actual
investigacion se realizd6 en un hospital relativamente pequefio, poco complejo,
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donde existe un protocolo de tratamiento establecido, es posible que el porcentaje
de BLEEs obtenido no fuera muy alto.

En esta investigacion el Vitek 2 Compact fue confiable para la deteccion de BLEEs
en las enterobacterias ya que los resultados obtenidos coincidieron con los
reportados por otros autores, que detectan este patron de resistencia mediante
distintos métodos fenotipicos, incluidos los de referencia. Los sistemas
automatizados acortan el tiempo de tratamiento inicial especifico a partir del
antibiograma, ya que mejoran la sensibilidad analitica de los métodos, es decir,
son capaces de detectar el desarrollo en una suspension, antes que el
laboratorista pueda detectar turbidez, sin embargo, el analisis de la sensibilidad
antimicrobiana por estos sistemas no constituye un método de referencia para la
deteccion de la misma. A esto se le aflade que no existen normas estandarizadas
por el CLSI para los sistemas automatizados (Garcia, 2002).

De otro lado, los microorganismos productores de BLEEs poseen resistencia
cotransferida al trimetoprim/sulfametoxazol, a la ciprofloxacina y a la mayoria de
los aminoglucdsidos (Espinal et al., 2003). Las cepas productoras de BLEES son
multirresistentes y el fenomeno de la resistencia cruzada es muy frecuente (Oteo
et al., 2002), comportamiento que se demostré en la presente investigacion, donde
41,4% de las cepas con BLEEs, fueron resistentes a otros antimicrobianos como
la gentamicina, la amikacina o la ciprofloxacina. Los plasmidos que codifican estas
enzimas, contienen otros genes de resistencia a los aminoglucésidos y a las
quinolonas (Muzachiodi y Ferrero, 2005), lo que explica la multirresistencia.
Asimismo, Gonzélez et al (2007), en Cuba, refieren una elevada resistencia a los
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no betalactdmicos en cepas con BLEEs, que limitan el sinergismo terapéutico
entre las familias de antimicrobianos. Los altos indices de BLEEs son marcadores
importantes que deben conducir a la toma de decisiones para la intervencion
terapéutica y la prevencion de la morbimortalidad en los pacientes hospitalizados

La prevalencia de AmpC desrreprimida se describe en Cuba, por Garcia et al
(2013), cuando sefialan 8,2% de enterobacterias con este mecanismo de
resistencia a los betalactamicos. Un porcentaje similar (6,0%) refieren
Shoorashetty et al (2011). Esta enzima es también llamada cefalosporinasa,
aungue su espectro de accion hidrolitica no solo incluya cefalosporinas. Ciertas
enterobacterias, tal es el caso de Enterobacter spp., Citrobacter freundii,
Morganella morganii y otras, poseen de manera natural B-lactamasas tipo AmpC,
al igual que los bacilos gramnegativos no fermentadores de importancia clinica (P.
aeruginosa). La hiperproduccion de AmpC se produce por alteraciones en los
genes que regulan la produccion de la enzima (desrepresion), dando lugar a la
elaboracion de una gran cantidad de la mismay por lo tanto, las cepas pasan a ser
resistentes a las carboxipenicilinas, a las ureidopenicilinas y a las cefalosporinas
(manteniendo su actividad frente a las cefalosporinas de cuarta generacion). Su
deteccion se puede presumir en esta y otras investigaciones basado en la
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, la resistencia frente a la
ceftazidima/ clavulanico y su estabilidad frente a la cefepima (Martinez et al.,
2005), aunque el CLSI, no tiene establecida las guias para su identificacion. Se
debe alertar al clinico, siempre que se trate de algin microorganismo con AmpC
natural que existe la posibilidad de un fracaso terapéutico si se aplica tratamiento
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con betalactamicos a priori activos, en monoterapia, como consecuencia de la
seleccion de cepas resistentes por desrepresion de la B-lactamasa cromosdmica
(Seral et al., 2010).

5.4. Comportamiento de los aislamientos MDR en las enterobacterias
estudiadas.

La presencia de enterobacterias MDR en este trabajo predominé sobre las no
MDR con un 61,42 y 38,58% respectivamente. K. pneumoniae y E. coli son las
enterobacterias que predominan en el primer grupo para un total de 62,78% (dato

no mostrado) (figura 5).

Figura 5. Enterobacterias MDR causantes de infecciones extraintestinales en los pacientes

VIH/sida. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK, 2012.

Lo reflejado anteriormente convierte a E. coli y K. pneumoniae en
microorganismos de gran interés clinico y microbiolégico, debido a su amplia
resistencia. Para enfrentarlos deben formularse normativas de vigilancia que
aseguren un estricto cumplimiento de las leyes y reglamentos sobre autorizacién,
distribucion, venta y uso de los antimicrobianos disponibles.

Ya enfocados en el fendmeno de la multridogorresistencia se realizé6 un analisis
para conocer el comportamiento de las infecciones producidas por estos
microorganismos. Como se aprecia en la figura 6 los aislamientos de K.
pneumoniae MDR se obtuvieron de manera predominante de la sangre (16,27%) y

el esputo (37,50%). En el caso de E. coli a partir de la orina (13,95%) (figura 6).
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Figura 6. Distribucidon por muestras principales de las enterobacterias MDR en infecciones

extraintestinales de pacientes VIH/sida. Departamento de Microbiologia Clinica, IPK, 2012.

Las enterobacterias consideradas MDR son importantes en las bacteriemias y las
infecciones urinarias (Torres et al., 2006). Los brotes de este tipo de cepas se
encuentran asociados a multiples factores de riesgos. Entre ellos se encuentran la
asistencia respiratoria y pacientes con catéteres urinarios, arteriales o venosos
centrales entre otros (Giamarellou, 2005). Se debe considerar que los pacientes
estudiados en la presente investigacion son VIH/sida que en muchas ocaciones
estan sometidos a estos factores predisponentes con lo que aumenta el riesgo de
padecer una infeccion por cepas MDR. La presencia de enfermedades debilitantes
como la IRC, neoplasias y otras que se manifiestan en el curso de la enfermedad
de los pacientes VIH conlleva a la asistencia médica casi permanente y con ello la
transmision cruzada de microorganismos por parte del personal de salud, asi
como la exposicion a los procederes invasivos 0 uso continuo de antibiéticos.

La mortalidad por infecciones del sistema sanguineo continua siendo un problema
importante porque puede llegar a un 50% en pacientes graves con sepsis (Brun-
Buison et al., 1996). Patterson et al (2004), en un estudio realizado en 12
hospitales de siete paises encuentran que K. pneumoniae MDR es responsable
del 30% de las bacteriemias y Cheguiri et al (2008), en Argentina en pacientes
pediatricos del servicio de oncologia reportan que las bacteriemias por este tipo de
cepas ocupan el primer lugar. Por otro lado, Suarez et al (2012) reportan que el

51,7% de K. pneumoniae MDR se aislan de la sangre, mientras que, en un
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estudio realizado en 17 paises se reporta en la literatura aislamientos de 30 % de
K. pneumoniae a partir de hemocultivos en pacientes adultos (Garcia y
Colmenero, 2006; Paterson et al., 2004).

En relacion al esputo, los resultados obtenidos en esta tesis se correspondieron
con los descritos en un trabajo realizado por Poveda et al (2005), donde K.
pneumoniae predomina (33,3%) en las muestras de esputo obtenidas a partir de
individuos con IACS de una UCI. Para esos autores, K. pneumoniae MDR
representa el principal agente causal de las neumonias en el ambito hospitalario.
Todas las cifras antes mencionadas se encuentran por debajo de las encontradas
en este estudio, y podria deberse al tipo de paciente estudiado en la presente
investigacion.

Los gérmenes gramnegativos son los mas implicados en las ITU de los pacientes
con VIH/sida, con un predominio de E. coli (Restoy et al., 2006; Yepes et al.,
2010). En Cuba, Coniel et al (2010), al estudiar las infecciones oportunistas en los
pacientes VIH detectan también el predominio de E. coli en las muestras de orina.
Cornejo et al (2007) en México, publican una investigacion sobre los patrones de
resistencia bacteriana detectados en los urocultivos y analizan por separado los
aislamientos de enterobacterias correspondientes a las infecciones de origen
hospitalario y de la comunidad. En su trabajo, E. coli MDR ocupa el primer lugar
en ambos grupos (41,3%). Del mismo modo, Berrios (2005), sefalan a esta
enterobacteria como la més frecuente en este tipo de muestra, en una publicacion

sobre la resistencia antimicrobiana de enterobacterias realizado en Perd.
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El analisis microbioldgico es fundamental para la vigilancia de la resistencia. Un
adecuado y oportuno diagndstico constituye una importante contribucién para su
deteccion. El incremento de la resistencia en las enterobacterias representa un
problema mundial, que obliga a implementar las medidas necesarias para evitar su
dispersion y la emergencia de la multidrogorresistencia, situacion que trae consigo

el aumento de la estadia y los costos hospitalarios.
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CONCLUSIONES



VI. CONCLUSIONES

e Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli predominan como causa de
infecciones extraintestinales por enterobacterias en pacientes con VIH/sida
hospitalizados, comportamiento similar al descrito en la literatura.

e La baja resistencia obtenida frente a la ceftazidima, la cefepima, los
carbapenémicos y la amikacina en las enterobacterias estudiadas, sugiere la
utiidad de dichos antimicrobianos como alternativa terapéutica inicial en estos
pacientes.

e Se confirma el predominio de enterobacterias productoras de fdctamasas de
espectro extendido como principal fenotipo enzimatico de resistencia frente a los
betalactdmicos, comportamiento que determiné la multidrogorresistencia en estas
bacterias.

e K. pneumoniae y E. coli son microorganismos de estrecha vigilancia
farmacoldgica, debido a su espectro creciente de resistencia, en particular a partir
de muestras de sangre y orina lo que genera un gran problema para el paciente y

para el servicio asistencial.
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RECOMENDACIONES



VIl. RECOMENDACIONES

s Promover la utilizacion racional de las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, asi como los carbapenémicos, segun los criterios establecidos en las
comisiones de antibidticos y la politica del uso correcto de los antimicrobianos de
acuerdo con el mapa microbiano de la institucion.

e Realizar en el Departamento de Microbiologia Clinica del IPK, estudios de
biologia molecular en relacion con la resistencia antimicrobiana de las

enterobacterias en los pacientes VIH/sida hospitalizados.
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ANEXOS



ANEXO 1

PROCEDIMIENTOS DEL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA CLINICA
Identificacién bacteriana y susceptibilidad antimicrobiana mediante el
sistema Vitek 2 Compact

A partir de un cultivo puro de 18-24 horas de incubacion se siguieron los siguientes
pasos:

1- Introducir los datos de los pacientes en el sistema computarizado.

2- Seleccionar dos tubos de poliestireno por microorganismo, uno para la
identificacion y el otro para la susceptibilidad. Ahadir a cada uno 3 mL de solucién
salina 0.45%

3- Preparar en el primer frasco una suspension del microorganismo con un patrén
de turbidez entre 0,5-0,63 de la escala de McFarland, utilizando para ello el
Densicheck. De obtenerse una densidad menor al limite de turbidez se adicionan
colonias, de sobrepasar el valor maximo se desecha el tubo.

4- A partir del primer tubo se inoculan 145 pL (en el caso de los microorganismos
gramnegativos) destinados a la susceptibilidad.

5- Colocar las tarjetas de identificacion y susceptibilidad en los tubos
correspondientes.

6- Introducir los datos de cada casete en el sistema computarizado.

7- Introducir los casetes en el equipo.



ANEXO 2
GUIA PARA LA RECOGIDA DE LA INFORMACION
No.

Nombre y apellidos:

HC.

Microorganismo aislado:

Sensible a

Intermedio a

Resistente a

Fenotipos de resistencia:

BLEEs___
AmpC__
Carbapenemasas
MDR Si__ No___

Ingresoen UCI Si_ No



