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Introduccion: Dado el incremento de resistencia bacteriana a Pseudomonas
aeruginosa (Ps. aeruginosa); los estudios de susceptibilidad antimicrobiana de
este agente patdgeno resultan esenciales para determinar la opcién terapéutica
mas efectiva de respuesta al tratamiento in vivo. Objetivo: Determinar la
susceptibilidad antimicrobiana de Ps. aeruginosa en pacientes hospitalizados
en el Hospital Clinico Quirdrgico Hermanos Ameijeiras en un periodo de 3
afos. Materiales y Métodos: Se realizé un estudio observacional descriptivo
retrospectivo. De la totalidad de cepas aisladas de Ps. aeruginosa; 415 fueron
viales. Se determind la susceptibilidad antimicrobiana por el método
automatizado Vitek 2 compact y la presencia de carbapenemasas a las cepas
multidrogorresistentes. Resultados: Las cepas aisladas provenian en su
mayoria  del servicio de atencién al paciente grave (UCI) (41.9 %),
principalmente de muestras de sangre (25.7%) y secreciones endotraqueales
(24.3 %). La piperacilina/Tazobactam tuvo el porcentaje méas alto de
resistencia, pero la colistina mostré la mayor sensibilidad a la Ps. aeruginosa.
En los 3 afios de estudio, la piperacilina/Tazobactam, ceftazidima, cefepime y
Ciprofloxacina tuvieron aumento de resistencia a la Ps. aeruginosa. El cefepime
presento alta resistencia e intermedia para las cepas de Ps. aeruginosa, pero el
meropenem tuvo baja resistencia en estos 3 afios. Solo el 32% de estas cepas
fueron multidrogorresistentes, las que el 60.4% tenian un mecanismo de
resistencia carbapenemasa tipo metalobetalactamasa. Conclusiones: La
colistina puede ser la mejor opcién terapéutica en infecciones por Ps.
aeruginosa. Sin embargo, es necesario enfatizar en las medidas de prevencion

y control en la UCI para evitar la diseminacion de estas bacterias.
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A mediados del siglo XX, con el descubrimiento de la penicilina, se pensaba
que las enfermedades infecciosas disminuirian su incidencia y dejarian de ser
un problema grave para la salud del hombre. Sin embargo, la realidad se
encargé de mostrar que la lucha contra los microorganismos causantes de
enfermedades estaba lejos de ser ganada y que, con el vaivén dialéctico de la
relacion entre el ser humano y los microorganismos, estos nos iban a dar
nuevas sorpresas. Si bien es cierto que el descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming ha permitido salvar millones de vidas en todo el mundo,
también implico el inicio de un gigantesco experimento de intervencidn genética
en los seres vivos mas abundantes del planeta: las bacterias, desarrollandose
una verdadera supervivencia de las especies mas aptas, es decir, las especies
resistentes (Wilson,1998).

La resistencia bacteriana es simplemente, un poder de adaptacion y
supervivencia de las bacterias. El incremento de este pardmetro, a nivel
internacional y la mayor frecuencia de aparicion de cepas
multidrogorresistentes (MDR), convierten a este fendbmeno en uno de los
mayores retos para las unidades asistenciales de la salud publica (Villa et
al.,2013). Sumado a ello, muchas compafias farmacéuticas han variado sus
prioridades de investigacion, las cuales se han enfocado al desarrollo de
medicamentos para la atencion de enfermedades cronico-degenerativas; lo que
ha generado una produccion limitada de nuevos antimicrobianos en las ultimas
dos décadas (Jimenez-Guerra et al.,2018).

Las infecciones nosocomiales producidas por microorganismos MDR se

encuentran entre las infecciones emergentes y constituyen uno de los



problemas de salud mas importantes a resolver en los proximos afos, ya que
se asocian a fracasos terapéuticos, mayores indices de estadia hospitalaria,
mayores costos y tasas de mortalidad (Villa et al.,2013).

Los bacilos gramnegativos no fermentadores son uno de los grupos de
bacterias que mas se relacionan con la resistencia a multiples antibioticos. La
Pseudomonas aeruginosa (Ps. aeruginosa) es el patdgeno mas importante
dentro del género Pseudomonas teniendo en cuenta la cantidad y tipos de
infecciones (invasivas y toxigenas) que produce, asi como la morbilidad y
mortalidad que ocasiona (Ochoa et al., 2013; Lujan, 2014).

A partir de la década del 60 se incrementd el interés médico por Ps.
aeruginosa, al convertirse en uno de los principales agentes causales de
enfermedades adquiridas en el ambito hospitalario, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos (Dantas et al.,2014; Ali et al.,2015). Ellas cuentan con
varios mecanismos capaces de producir resistencia natural o adquirida contra
un numero importante de antimicrobianos (Ali et al.,2015), el de mayor
importancia son las bombas de expulsion, a las cuales se le ha adjudicado ser
las causantes de la emergencia de la MDR en estas cepas (Montero,2012;
Doria et al., 2013), incluyendo la resistencia a los carbapenémicos, los cuales
causan grandes brotes intrahospitalarias (Cacci et al,.2016).

Los estudios de susceptibilidad antimicrobiana son esenciales para determinar
la opcion terapéutica mas efectiva de respuesta al tratamiento in vivo, asi
como establecer estadisticamente el porcentaje de resistencia o sensibilidad
frente a determinados antibidticos. En la actualidad se le concede una mayor
importancia ya que, si el patron de resistencia o perfil fenotipico del

microorganismo expresado en un antibiograma se analiza con profundidad,



permite inferir cuales son los mecanismos de resistencia subyacentes.
Teniendo en cuenta que cada patrén de resistencia como expresion fenotipica,
es el producto de la dotacion genética presente en el microorganismo, ya sea
codificada cromosémicamente o no; se pueden seleccionar los antibiéticos
adecuados para el desarrollo de una terapéutica efectiva en cada caso. A esta
novedosa forma de utilizar con mayor productividad la informacion que ofrece
el antibiograma se le denomina lectura interpretada del antibiograma (Gémez et
al., 2005)

La situacion en Cuba, en cuanto a la MDR en Ps. aeruginosa, no es diferente a
la situacion internacional descrita (Garcia, 2012), se impone la necesidad de
caracterizar este fendmeno y por ello surge la necesidad de estudiar e
identificar cepas de este microorganismo en muestras de pacientes ingresados
en una de las instituciones mas complejas del pais, el Hospital Clinico
Quirargico Hermanos Ameijeiras (HCQHA).

En este trabajo, se realizd6 el estudio microbiolégico a cada muestra, se
identificaron las cepas de Ps. aeruginosa y se determinaron sus mecanismos
de resistencia y deteccion fenotipico de mecanismos de resistencia a
carbapenémicos. De este modo, se brinda un importante aporte a la batalla que
desarrolla la comunidad cientifica en aras de disminuir el flagelo, cada vez mas

creciente de la resistencia a los antimicrobianos.



General:
Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Ps. aeruginosa en pacientes

hospitalizados en el HCQHA en un periodo de 3 afios.

Especificos:

1. Describir el origen clinico y procedencia por servicios de atencion de
salud de las cepas de Ps. aeruginosa identificadas.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Ps. aeruginosa en
aislamientos clinicos durante 3 afios.

3. Comparar en un periodo de 3 afios las variaciones en la resistencia a las
principales drogas antimicrobianas utilizadas en infecciones por Ps.
aeruginosa.

4. Identificar las cepas MDR y los mecanismos fenotipicos de resistencia

de estas cepas que tienen carbapenemasas tipo Ay B.



En diciembre 11, 1945, Alexander Fleming en su lectura del premio nobel, entre
lineas sefald las primeras alarmas acerca de la resistencia antibidtica. Este
extracto tomado de dicha lectura ejemplifica tal distincion que al sol de hoy
enmarca una preocupacion global y una amenaza a la especie humana.

Desde el justo momento de la llamada The golden era of antibiotic Discovery,
en los afios de 1930 - 1960, los avances en la ciencia no han sido capaces de
seguir el ritmo de la capacidad de muchos patdgenos para desarrollar
resistencia a los antibiéticos. Es por ello, que esa primera alarma de amenaza
de nuestra especie hoy dia es una realidad palpable y que apenas hace pocos
afios hizo coincidir esfuerzos mundiales para su control como aquel instinto
primitivo reconocido de “preservacion de la especie animal’.

En la dltima década, varias organizaciones clave, incluyendo The Infectious
Diseases Society of America, The Centers for Disease Control and Prevention,
The World Health Organization (WHO), y The World Economic Forum, han
hecho de la resistencia a antibiéticos un tema de vital importancia en informes
de alta visibilidad, conferencias y acciones (Cabrera et al.,2014) .

Junto a la resistencia bacteriana, las Infecciones Asociadas a la Atencion de la
Salud (IAAS) se han considerado como un problema de interés en salud
publica dado al alto impacto en la morbimortalidad, aumento de la estancia
hospitalaria y a su vez el aumento de los costos derivados de la prestacion de
los servicios de salud (Carrasco.,2018).

Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) muestran que mas de 1,4
millones de personas en el mundo contraen infecciones intrahospitalarias.

Entre el 5y 10% de los pacientes que ingresan a los hospitales de paises



desarrollados contraeran una o mas infecciones y en paises en desarrollo el
riesgo de adquirir una infeccion asociada a la atencion hospitalaria es 2 a 20
veces mayor que en los paises desarrollados (Fragozo et al., 2016; De Gante-
Martinez ,.2011).

En el caso puntual de Ps. aeruginosa existe una compleja relacion entre las
infecciones asociadas a la atencion sanitaria, la MDR y la morbimortalidad
(Mendes et al., 2016); por lo que es reconocido como principal causa de
infecciones asociadas a cuidados de la salud. Debido a su naturaleza ubicua y
potencial virulencia, Ps. aeruginosa es un patégeno desafiante a controlar en
escenario de cuidados de la salud.

Histéricamente las primeras descripciones de infecciones por Ps. aeruginosa
en la literatura datan de 1800, cuando los médicos comenzaron a informar
acerca de una “condicion” que causaba coloracién azul-verdosa de los
vendajes y se asociaba con un olor “peculiar”. La coloracion fue caracterizada
inicialmente por Fordos en 1869, quien extrajo el pigmento azul cristalino
denominado piocianina. Sin embargo, a pesar de que el conocimiento de esta
especie esta lleno de hechos histéricos peculiares, con algunos cientificamente
anecdoticos sin duda alguna, el tépico mas fascinante en el estudio de
Pseudomonas es descubrir los medios que brindan su capacidad adaptativa, lo
cual se refleja en su versatil capacidad metabdlica y amplio potencial de

supervivencia en condiciones ambientales fluctuantes (Fragozo et al.,2016).

Generalidades

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonaceae, la cual esta
integrada por una variedad de especies que habitan en el suelo y las aguas

estancadas, algunas forman parte de la flora residente del intestino de varias
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especies de animales y del hombre. Son de vida libre, se encuentran en
materiales organicos en descomposicion y tienen un importante papel en la
degradacion de dicho material. Ciertas especies son patdégenas para el
hombre. Son bacilos gramnegativos, aerobios, no fermentadores, no
esporulados y méviles. Algunos poseen micro capsulas y pigmentos solubles
en agua. (Estepa.,2014).

Las sencillas necesidades de crecimiento y la versatilidad nutricional de
Pseudomonas hacen posible su amplia distribucion ambiental. Son capaces de
utilizar un gran nimero de compuestos organicos como fuentes de carbono y
de nitr6geno y algunas cepas crecen incluso en agua destilada al degradar los
restos de los nutrientes. Las especies de Pseudomonas poseen muchos
factores estructurales, enzimas y toxinas que aumentan su virulencia, a la vez
que las hacen resistentes a los antibidticos utilizados con mayor frecuencia.
(Fragozo et al., 2016)

Las infecciones por Pseudomonas son fundamentalmente oportunistas, se
presentan cuando los mecanismos de defensa del hospedero estan alterados,
suprimidos o comprometidos, siendo necesaria la presencia de factores
predisponentes para que ocurra la infeccion. Esta caracteristica destaca la
importancia de la capacidad del anfitrion para prevenir la colonizacion y evitar
una posterior invasiéon por Pseudomonas (Llop et al.,2001).

En la mayoria de los casos, la infeccion comienza con alguna alteracion de los
mecanismos de defensa del huésped, esto puede involucrar la ruptura de las
barreras fisicas como: en el caso del empleo de catéteres urinarios y/o
intravenosos, quemaduras extensas de la piel o tubos endotragueales, que

facilitan la colonizacion bacteriana. Hay otras situaciones especificas del



huésped que comprometen los mecanismos de defensa especificos, tales
como la neutropenia, inmunosupresion iatrogénica o adquirida y las patologias
que cursan con deterioro del sistema inmunolégico como: cancer, desnutricién
y diabetes; que también son factores de riesgo para la infeccion (Pollack,
2002). La estancia hospitalaria prolongada, especialmente en Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI) y la presién de seleccion de los antibioticos son
factores importantes que favorecen la aparicion de cepas MDR (Montero, 2012;

Mena et al.,2016).
Diagnostico de laboratorio

Debido a que las cepas de Ps. aeruginosa poseen requerimientos nutricionales
sencillos, pueden crecer facilmente en los medios comunes de aislamiento,
como el agar Mac- Conkey, y en condiciones de incubacion aerobias.

La morfologia de las colonias (tamafio de la colonia, actividad hemolitica,
pigmentacién, olor) y los resultados de una seleccion de pruebas bioquimicas
rapidas (reaccién positiva de la oxidasa) bastan para la identificacion preliminar
de las cepas de Ps. aeruginosa. Dichas cepas crecen rapidamente y forman
colonias planas con bordes que se van extendiendo, producen beta hemdlisis,
conjuntamente con un pigmento verde (pioverdina), azul (piocianina) y en
algunos casos, rojo oscuro (piorrubina) o negro (piomelanina); ademas de un
olor caracteristico semejante al de las uvas, debido a la produccién de 2-
aminocetofenona ellas pueden tolerar un amplio intervalo de temperaturas (10-

42 "C).



Factores de virulencia

Las cepas de Ps. aeruginosa tienen muchos factores de virulencia, entre los
gue se encuentran componentes estructurales, toxinas y enzimas, sin embargo,
es dificil definir el papel que cada factor desempefia en la enfermedad, por lo
que, la mayoria de los expertos en este campo cree que su virulencia es
multifactorial. Brevemente se describen algunas caracteristicas que poseen
para producir enfermedad.
- Pilis
La adherencia de Ps. aeruginosa a las células del organismo esta mediada por
los pili que desempefian una importante funcion en la union a las células
epiteliales, los mismos, producen neuraminidasa que elimina los residuos de
acido sialico del receptor de los pili, aumentando la adherencia de las bacterias
a las células epiteliales.
- Capsula de polisacéaridos

La capsula de polisacéaridos (conocida también como exopolisacarido mucoide)
cubierta de alginato o glucocdlix, favorece la uniéon de las bacterias a las
células epiteliales y a la mucina traqueobronquial, protegiendo también al
microorganismo frente a la fagocitosis y la actividad de antibiéticos, como los
Aminoglucosidos. La produccion de este polisacarido mucoide esta sometida a
una compleja regulacion, los genes que controlan la produccion del
polisacéarido alginato pueden ser activados en algunos pacientes, como los
aguejados de fibrosis quistica u otras enfermedades respiratorias cronicas; los
cuales estan predispuestos a la colonizacion, a largo plazo, por las cepas
mucoides de Ps. Aeruginosa, las cuales pueden transformarse en un fenotipo

no mucoide cuando se cultivan en condiciones in vitro.



- Endotoxina
La endotoxina es un antigeno fundamental de la pared celular de la Ps.
aeruginosa. El lipido A, componente de la endotoxina, participa en varios de los
efectos bildgicos de la septicemia.

- Piocianina
El pigmento azul sintetizado por Ps. aeruginosa, la piocianina, cataliza la
produccion de superdxido y de peroxido de hidrogeno, formas téxicas del
oxigeno. En presencia de pioquelina (un sider6foro que se une al hierro) se
genera el radical hidroxilo de mayor toxicidad, el cual puede ocasionar dafios
tisulares. Este pigmento estimula también la liberacion de interleucina-8 (IL-8),
que incrementa la quimiotaxis de los neutréfilos.

- Exotoxina A
Se cree que la exotoxina A es uno de los factores de virulencia mas
importantes producidos por las cepas patdégenas de Ps. aeruginosa. Esta toxina
altera la sintesis de las proteinas, al inhibir la elongacion de la cadena peptidica
en las células eucariotas de un modo semejante a la toxina diftérica producida
por Corynebacterium diphteriae, sin embargo, las exotoxinas producidas por
estos dos microorganismos son estructural e inmunoldgicamente diferentes y la
exotoxina A siendo menos potente que la toxina diftérica. La exotoxina A,
probablemente, participa en la dermatonecrosis que tiene lugar en las
guemaduras, en el dafo corneal en las infecciones oculares y en el dafio tisular
en las infecciones pulmonares cronicas. La toxina posee, igualmente, actividad

inmunodepresora.
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- Elastasas
Existen dos enzimas, Las A (serina proteasa) y Las B (metaloproteasa de zinc),
que actlan de manera sinérgica para degradar la elastina, lo que ocasiona
dafos en los tejidos que la contienen y en el parénquima pulmonar; asi como
lesiones hemorragicas (ectima gangrenoso) que se asocian a las infecciones
diseminadas por esta especie.
Estas enzimas degradan también los componentes del complemento e inhiben
la quimiotaxis y la funcion de los neutréfilos, provocando una mayor
diseminacién y dafio tisular en las infecciones agudas.

- Proteasa alcalina
Participa en la destruccion tisular y en la diseminacion de Ps. aeruginosa, al
igual que las elastasas. También interfiere en la respuesta inmunitaria.

- Fosfolipasa C
Es una hemolisina termolabil que degrada los lipidos y la lecitina, de modo que
facilita la destruccion tisular. No esta claro el papel exacto de esta enzima en
las infecciones respiratorias y urinarias.

- Ramnolipido
Es una hemolisina termoestable que altera los tejidos que contienen lecitina.
Esta hemolisina se relaciona también con la inhibicion de la actividad ciliar del

aparato respiratorio (Murray et al.,2007; Jawest et al.,2011).

Epidemiologia

La Ps. aeruginosa tiene distribucion mundial y es principalmente un
microorganismo patoégeno intrahospitalario.
La infeccion puede provenir de fuentes enddgenas y exdgenas, debiendo existir

factores predisponentes como la inmunosupresion, cateterismo, quemaduras,
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etc. Presenta un periodo de incubaciéon de 2 dias a 6 meses, sobre todo, en
pacientes con fibrosis quistica, en los cuales puede aparecer como colonizante
durante largos periodos.

La mortalidad de la bacteriemia por Ps. aeruginosa es de 20-39% (Pena et
al.,2015; Paulsson et al., 2017). En la neumonia asociada a ventilacion
mecanica (VAP) la mortalidad es aun mayor, alcanzando el 44% (Micek et
al.,2015).

Los métodos de control de la infeccién son similares a los de otros patdgenos
intrahospitalarios. Puesto que se reproducen en medios humedos, debe
prestarse especial atencion a los lavabos, calentadores de agua y otras zonas

hamedas y superficies inanimadas (Llop et al.,2001; Murray et al.,2007).

Resistencia a los antibioticos

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por la
capacidad natural o adquirida de una cepa bacteriana a permanecer refractaria
a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un antimicrobiano.

El uso indiscriminado de los antibidticos y la presion selectiva ambiental,
realizada por los antisépticos y desinfectantes, ha generado una respuesta de
supervivencia en los microorganismos que los capacita para evadir eficazmente
la accion bactericida de los antimicrobianos (Gastelo-Acosta et al. 2016).

La Ps. Aeruginosa presenta resistencia natural a muchos antimicrobianos (la
mayoria de las penicilinas, cefalosporinas de 1ra, 2da y muchas de 3ra
generacion, tetraciclinas, Cloranfenicol, Clotrimoxazol y Rifampicina).

La resistencia adquirida esta dada fundamentalmente por mutaciones y la
obtencion de material genético (Espinosa, 2007). Esto se debe a las

caracteristicas de su membrana celular que tiene propiedades excepcionales
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de impermeabilidad y a varios sistemas de expulsion activa. Otro factor
preocupante es la capacidad de la Ps. aeruginosa de tornarse resistente en el
curso del tratamiento antibidtico. Cepas aisladas que son inicialmente
sensibles, podrian transformarse en resistentes dentro de los 3 o 4 dias
posteriores a la iniciacion de la terapia antimicrobiana.

En la terapéutica actual hay antibiéticos que se consideran con buena actividad
frente a la Ps. Aeruginosa, como las penicilinas antipseudoménicas
(Piperacilina, Ticarcilina, Carbenicilina, Azlocillina) algunas asociadas a
inhibidores de betalactamasas, Ceftazidima, Cefepime, monobactamicos
(Aztreonam), carbapenémicos (Imipenem y Meropenem), fluoroquinolonas
especialmente la Ciprofloxacina y los aminoglucésidos. Sin embargo, ante el
surgimiento de aislamientos MDR a veces es necesario acudir a antibiéticos
que se encontraban fuera de uso por su alta toxicidad, como las polimixinas
(Bassetti et al., 2018).

El aumento progresivo de las tasas de resistencia en Ps. aeruginosa ha llevado
a la aparicion de cepas que, en funciébn de su grado de resistencia a los
antibiéticos comunes, se han definido como resistentes a 3 0 mas clases de
antibidticos (MDR), resistentes a farmacos extendidos (XDR, resistencia a
todos menos 1 o 2 clases de antibidticos) y pan- cepas resistentes a

medicamentos (PDR) (Oliver, 2017).

La farmacorresistencia de Ps. aeruginosa estad relacionada a diferentes
mecanismos, como betalactamasas de amplio espectro, carbapenemasas
(KPC, metalobetalactamasas (MBL) y Oxa), alteracion de las proteinas
fijadoras de penicilina (PBP, de sus siglas en inglés), mutacion de porinas,

modificacion enzimatica plasmidica, mutacion de ADN-girasas, alteracion de
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las bombas de eflujo o la alteracion de la permeabilidad en la membrana
celular. La alteracion de la MexAB-OprM, que es una bomba de eflujo,
compromete de manera simultanea la sensibilidad a penicilinas, cefalosporinas,
quinolonas y al Meropenem. Otro ejemplo, es la pérdida de la porina OprD, que
se encuentra en la membrana externa y es utilizada por los carbapenémicos, y
no por otros B-lactdmicos, para su penetracion en la célula; cuya alteracion se
asocia a la resistencia a Imipenem y a una sensibilidad reducida a Meropenem.
Esta pérdida es mediada por la mutacion de los genes que codifican esta
porina. Sin embargo, es la adquisicibn de genes codificantes de MBL el
mecanismo de resistencia bacteriana que tiene una alta implicacion
epidemiolodgica, debido a su capacidad de diseminacion horizontal (Gonzales-

Escalante et al.,2013; Cacci et al., 2016).

Las MBL poseen cuatro caracteristicas principales: actividad contra los
carbapenemes; no hidrolizan los monobactamicos; son inhibidas por agentes
guelantes, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o el mercapto
acetato de sodio, y requieren cationes divalentes (generalmente Zn *?) como
cofactor para su actividad catalitica; ademas de ello, las MBL no son inhibidas

por los antibiéticos.

Diversas familias de MBL han sido identificadas hasta el momento y, debido a
sus caracteristicas bioguimicas, han sido divididas en tres subgrupos. El
subgrupo 3a incluye enzimas con amplio espectro de hidrolisis para penicilinas,
cefalosporinas e Imipenem. Numerosas enzimas de este subgrupo necesitan
de Zn*? para desarrollar su actividad, son dependientes de serina e inhibidas
parcialmente por el &cido clavulanico; son inducibles y no transferibles. El

subgrupo 3b comprende enzimas que hidrolizan preferentemente
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carbapenemes siendo consideradas las verdaderas carbapenemasas. Todas
las enzimas de este subgrupo necesitan Zn*? para su actividad y son inhibidas
por el EDTA, inducibles o asociadas a plasmidos conjugativos. El subgrupo 3c
comprende enzimas que hidrolizan rapidamente Ampicilina (oxacilinasas)

(Gonzales- Escalante et al., 2013; Ochoa et al., 2013).

Las carbapenemasas se clasifican en tres grupos:

A: KPC

B: Metalobetalactamasa

D: oxacilinasas

Estos grupos presentan caracteristicas disimiles.

La carbapenemasas de tipo KPC, descrita inicialmente en cepas de Klepsiella

pneumoniae, de ahi su nombre, y su agente vector. Es una enzima plasmidica,
obtenida a través de elementos moviles, como secuencias de insercion o
trasposasas. Se han identificados diferentes variantes alrededor del mundo de
la KPC-1 a la KPC-10, su perfil de hidrolisis es hacia todo los betalactamicos,
teniendo la particularidad de ser inhibido total o parcialmente por el acido

boronico (Fragozo et al., 2016; Molin., 2016).

Las metalobetalactamasas pertenecen a la clase B de Ambler y al grupo 3 de
la clasificacion de Bush, se consideran las carbapenemasas adquiridas de
mayor relevancia clinica ya que tienen capacidad de hidrolizar a todos los
antibidticos B-lactdmicos, excepto el Aztreonam, y no son inhibidas por los

inhibidores de betalactamasas. Sin embargo, se inhiben por agentes quelantes
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de cationes divalentes como el EDTA, compuestos tidlicos como el &cido 2-

mercaptopropiodnico, o el acido dipicolinico (Bolafios e lannacone, 2016).

Las oxacilinasas (OXA) pertenecen a la clase molecular D, estan constituida
por las enzimas OXA (OXA-1, OXA-2, OXA-10) estas tienen actividad contra
carboxipenicilina y ureidopenicilinas pero no contra ceftazidima. Las
oxacilinasas de espectro extendido hidrolizan ceftazidima cefotaxima,
cefepima, cefpiroma, y aztreonam; a excepcion de la OXA-18, la actividad
hidrolitica no se ve suprimida por inhibidores de betalactamasa (acido
clavulanico y tazobactam), este hecho dificulta su identificacion por las

practicas de laboratorio de rutina (Fragozo et al., 2016).

Betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan al anillo B-lactdmico de los
antibiéticos B-lactdmicos, se unen al grupo carboxilo y rompen el enlace
amidico del anillo B-lactamico, lo que provoca la pérdida de la capacidad de
union a las PBP, de esta manera destruyen el sitio activo del antibi6tico e
impiden su actividad. Las betalactamasas se caracterizan por su capacidad de
inhibir determinados subgrupos de [-lactdmicos, es por esto que algunas
subclasificaciones las denominan penicilinasas, cefalosporinasas o
carbapenemasas, dependiendo de la familia que tenga mayor susceptibilidad a
ser atacada por la enzima. Vale la pena aclarar que, no todas las
betalactamasas son susceptibles ni responden de igual forma ante sus
inhibidores (Clavulanato, Sulbactam y Tazobactam) (De Gante-Martinez et

al.,2011).
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Algo que caracteriza a las enzimas betalactamasas es que en su codificacion
intervienen genes cromosémicos 0 extra cromosOomicos. En cuanto a su
sintesis pueden ser inducibles o constitutivas. Las inducibles son codificadas
por un gen no funcional por represion activa que se inhibe en presencia del
inductor (se sintetizan solo en presencia de un B-lactamico). En el caso de las
constitutivas, no se requiere presencia del inductor y la enzima se produce en
cantidades constantes, cualitativa y cuantitativamente. Las betalactamasas se
clasifican en cuanto a su accién en: de amplio espectro y espectro extendido,
segun el grupo contra el cual actdan: penicilinasas, cefalosporinasas,

carbapenemasas.

Las principales betalactamasas responsables de la resistencia en Ps.
aeruginosa son: la betalactamasa (cromosomica) inducible AmpC (clase C) y la
betalactamasa (plasmidica) de amplio espectro y espectro extendido (BLEE —

clase A), entre otras.

Las betalactamasas de amplio espectro presentan actividad frente a
bencilpenicilinas, amino-, carboxi- y ureido- penicilinas, y cefalosporinas de

espectro reducido (Cefazolina, Cefalotina, Cefuroxima, Cefamandol)

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que hidrolizan
a las cefalosporinas de espectro extendido que contienen una cadena lateral
oximino, entre las que estan incluidas la Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefotaxima y
Cefepime y también el Aztreonam. Sin embargo, no actian sobre los
carbapenemes y son inhibidas por el acido clavulanico, Sulbactam o

Tazobactam (Lujan, 2014).
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Porinas de membrana

Las porinas son proteinas transmembranales que se ubican en la membrana
externa de las bacterias y cumplen diversas funciones. Entre las diferentes
porinas que se encuentran en la membrana externa de Ps. aeruginosa, la méas
abundante es la porina OprF, probablemente utilizada por la mayoria de los -
lactdmicos. Las porinas OprC y OprE son canales inespecificos, aunque son
empleadas por algunos antibiéticos. Una cuarta porina, la OprD, es utilizada
especificamente por las carbapenemasas; si se produce una pérdida de esta
porina, aparece resistencia a Imipenem y una disminucion de la sensibilidad a

Meropenem, sin afectarse otros B-lactamicos.

La resistencia a Meropenem por este mecanismo esta dado por: la mutacion
del gen que codifica la porina OprD y la activacion de bombas de expulsién que

toman a Meropenem como sustrato (Bassetti et al., 2018).

Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion son complejos enzimaticos de membrana que
expulsan de la célula, detergentes y sustancias antipaticas que de otra manera
destruirian la bacteria. Estos complejos enzimaticos se componen de una
proteina bomba en la membrana citoplasmatica, una proteina ligadora en el
espacio periplasmatico y un canal de salida en la membrana externa. Estas
bombas tienen la capacidad de expulsar al exterior de la bacteria y en contra
de un gradiente de concentracion, [B-lactamicos, Cloranfenicol,
Fluoroquinolonas, Macrdlidos y Tetraciclinas,ellos son los responsables de la

impermeabilidad a la mayoria de los antibiéticos.
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Las bombas de salida se denominan por sus componentes proteicos y se han
caracterizado 4 tipos (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-
OprM), pueden expresarse constitutivamente a bajos niveles o
sobreexpresarse cuando hay mutaciones de los genes represores, también
tienen la capacidad de ser inducidas por antibioticos, especialmente

Ciprofloxacina.

La sobreexpresion de MexAB-OprM compromete la accion de Quinolonas,
Macrdlidos, Tetraciclinas, Cloranfenicol y B-lactamicos, excepto el Imipenem.
La sobreexpresion de otra de las bombas de expulsion, MexEF-OprN, confiere
resistencia a Quinolonas y Carbapenémicos. La sobreexpresion de MexCD-
OprJ requiere como sustratos a Quinolonas, Macrdlidos, Tetraciclinas,
Cloranfenicol y penicilinas. Por ultimo, la sobreexpresiéon de MexXY-OprM
afecta a aminoglucdésidos, quinolonas, macrélidos, tetraciclinas, Cloranfenicol,

penicilinas y Meropenem (Bassetti et al.,2018).

Resistencia a Aminoglucosidos

Los mecanismos mas importantes implicados en la resistencia a los
aminoglucésidos de la Ps. aeruginosa son: inactivacion por enzimas
modificantes, alteraciones en la permeabilidad y eliminacion de los
aminoglucoésidos por bombas de expulsion. Las enzimas mas frecuentes en la
Ps. aeruginosa son: nucleotidiltransferasa (ANT) que confiere resistencia a
Gentamicina, Tobramicina y Kanamicina; acetiltransferasa (AAC) cuyo sustrato
es Gentamicina, Tobramicina y Netilmicina; y fosfotransferasa (APH) (Bassetti

et al.,2018).
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Otros mecanismos de resistencia documentados, aunque menos frecuentes,
incluyen la resistencia a quinolonas asociadas a mutaciones de los sitios
blanco. La mutacion de la topoisomerasa tipo 1V, sitio blanco de Ciprofloxacina,

confiere una resistencia aislada a esta quinolona (Bricefio et al.,2010).

En relacion con las polimixinas, la resistencia a la Colistina es mas bien rara,
pero puede aparecer cuando el antibiotico, debido a cambios en la membrana
externa, no llega a la membrana citoplasmatica. En este caso, el sistema

regulatorio pmrB/pmrA parece contribuir a la resistencia.
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Disefio de estudio

Se realizé un estudio observacional descriptivo prospectivo, para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Ps. aeruginosa, aisladas de

pacientes hospitalizados en el HCQHA.

Universo y Muestra

El universo de estudio estuvo constituido por la totalidad de cepas aisladas de
Ps. aeruginosa, que fueron obtenidas de pacientes ingresados en el HCQHA
entre enero de 2015 y diciembre de 2017.

La muestra quedd conformada por aquellas cepas aisladas de Ps. aeruginosa

viables, identificadas por el método automatizado Vitek?2.
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Operacionalizacién de las variables

Variable Tipo Descripcién Categorias Indicador
-Unidades de
Servicio de Ingreso | Cualitativa En depend_e_nma atencion al paciente Frecuencias
- ) del servicio grave (UCI)
de atencion de nominal ; . A absolutas y
L hospitalario donde -Servicios ;
salud politémica h ; L relativas
aya ingresado quirdrgicos
-Servicios clinicos
-Piel y partes
blandas.
-Sangre
. Cualitativa Segun el origen -Herida quirdrgica Frecuencias
Tipo de muestra . de la muestra de -Liquido pleural
- nominal . absolutas y
clinica . donde procede el -Catéter .
politbmica ; . . relativas
aislamiento -Secrecion
endotraqueal
-Orina
-Otras
Segun los
resultados
- Cualitativa ob temdc.)s'pgra Sensible Frecuencias
Susceptibilidad . cada antibiético, ;
e ) nominal Intermedia absolutas y
antimicrobiana L empleando el : .
politomica . Resistente relativas
método
automatizado
VITEK-2
Si hay resistencia
al menos a uno de
los
antimicrobianos
incluidos en tres o
mas de los Frecuencias
Cantidad de cepas Cualitativa | diferentes grupos .
) 4 Si/No absolutas y
MDR nominal como: .
. relativas
cefalosporinas,
carbapenémicos,
aminoglucésidos,
fluoroquinolonas,
penicilinas y
polimixinas.
Productores de Cualitativa Segun resultados Metabetalactamasa Frecuencias
carbapenemasas nominal obtenidos . absoIL_Jtas y
Tipo KPC relativas
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Procedimientos

Las cepas de Ps. aeruginosa, aisladas de muestras clinicas de pacientes del
HCQHA, siguiendo la metodologia establecida por los procedimientos técnicos
del laboratorio de microbiologia de dicha institucion (Manual, 2017). Se
realizaron los estudios de susceptibilidad antimicrobiana y la deteccion
fenotipica de la resistencia a carbapenémicos para determinar carbapenemasa
tipo Ay B.

Las cepas aisladas de Pseudomonas se sembraron por estrias en placas de
Petri (100 x 13 mm) preparadas en agar Mac Conkey (Biocen, Cuba).
Posteriormente las placas se incubaron a 37°C (Incubadora Memmert,
Alemania) durante 18-24 horas. Al crecimiento obtenido se le realiz6 la tincién
de Gram (Lab. productos biol6gicos Finlay, Cuba) para la observacion de las
caracteristicas de la tincion. Una vez corroborada la pureza del cultivo, se
procedi6 a sembrar un in6culo del mismo en medio de cultivo diferencial:
Kligler Iron Agar, se incub6é a 37°C por 18 a 24 horas. Cuando resultaba un
Kligler alcalino, al crecimiento producido en este medio, se le realiz6 la prueba
de oxidasa. En aquellas cepas oxidasas positivas se procedio a la identificacion
de especies mediante el método automatizado VITEK-2 compact (BioMérieux,
Francia).

Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro.

Se llevo a cabo por el método de dilucion automatizado VITEK-2(BioMérieux,
Francia), la tarjeta que se utilizé fue AST N272 VITEK (BioMérieux). Se evalud

la susceptibilidad de los aislados frente a los siguientes antimicrobianos.
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Antimicrobianos Siglas Concentraciones | Intervalos de CMI
Ampicilina/Sulbactan SAM 4/2,16/8,32/16 ug | <2/1 - =32/16
Piperacilina/Tazobactan TZP 2/4, <4/4 - 2128/4

8/4,24/4,32/4,32/8,

48/8 ug
Imipenem IMI 1,2,6,12 ug <0.25 - =216
Ceftazidima CAZ 1,2,8,32ug <1 - 264
Cefepime FEP 2,8,16, 32 ug <1 - 264
Cefoxitin FOX 8, 16, 32 ug <4 - 264
Meropenem MEM 0.5,2,6,12 ug <025 - =216
Gentamicina GM 4,16, 32 ug <1 - =216
Amikacina AK 8,16, 64 ug <2 - 264
Colistina CSs 4,16, 32 ug <05 - 216
Ceftriaxone CRO 1,2,8,32 ug <1 - =264
Ciprofloxacina CIP 0.5,2,4 g <025 - 24
Tigeciclina TGC 0,75/2,4 ug <05- =28

densitdmetro Densicheck.

Preparacion del in6culo: Partiendo de un cultivo puro (18-24 horas de
incubacion en agar Mac Conkey), se tomaron con asa o aguja de inocular entre
4 y 6 colonias de apariencia similar, las que se transfirieron a un tubo que

contenia 3 mL de solucion salina estéril y se verificO la densidad con el
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Se introdujeron las tarjetas de identificacion y susceptibilidad en los tubos
preparados con los in6culos correspondientes y se procedié a introducir los
datos de los pacientes en el equipo y luego el casete con los indculos segun las
instrucciones del fabricante.

Lectura e interpretacién

A las 13 horas como promedio, el software del equipo informé los resultados de
la susceptibilidad antimicrobiana y se interpreté segun las recomendaciones
del CLSI, establecidos para Pseudomonas (CLSI,2016).

Determinacion fenotipica de carbapenemasas mediante E-test

A todas las cepas que mostraron resistencia a Imipenem y/o Meropenem se les
realiz6 confirmacién del fenotipo productor de carbapenemasas mediante el
método epsilométrico E-testy disco de Meropenem.

Para la preparacion del inéculo se procedié de la misma forma que para el
método de dilucién automatizado VITEK 2.

Inoculacion de las placas: Luego de 15 minutos de ajustar la turbidez de la
suspensién del in6culo, se tomé un hisopo seco y estéril, se sumergié en la
suspensién bacteriana ajustada, se eliminé el exceso presionando y rotando el
mismo sobre las paredes del tubo por encima del nivel del liquido. Con el
hisopo se inoculd la superficie del medio de cultivo agar Mieller Hinton (Biolife,
Italia), estriandola en tres direcciones de forma homogénea haciendo girar la
placa aproximadamente 60° cada vez, para obtener una siembra uniforme. Se
dej6 la placa entreabierta de 3 a 5 minutos, pero no mas de 15 minutos, para
que cualquier humedad excesiva de la superficie pudiera ser absorbida antes
de aplicar las tiras de E-test impregnados con la droga que se muestran a

continuacion:
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Antimicrobianos* Siglas

Imipenem/ Imipenem+EDTA IMI/IMD

Meropenem/ Meropenem+ acido boroénico MRP/MBO

Las tiras de E-test de Imipenem/ Imipenem+EDTA y Meropenem/ Meropenem-+
acido boroénico se mantuvieron 30 minutos a temperatura ambiente antes de su
uso y se colocaron sobre la superficie del medio previamente inoculados.

La concentracion minima inhibitoria (CIM) del antibiético se determin6 por el
punto de corte donde la elipse de inhibicion del crecimiento intercepta la escala
de la tira de E-test (de acuerdo a las instrucciones del fabricante).

Se considera la prueba positiva a la produccion de MBL o KPC a aquella que
presente una concentracion minima inhibitoria (CIM) del antimicrobiano
asociado a un inhibidor (Imipenem /EDTA o Meropenem /Acido Borénico) tres
diluciones menores al de los antimicrobianos solos (Imipenem o Meropenem);
ademas si aparece una zona de fantasma o deformacién de la elipse de
Imipenem o Meropenem (manual del fabricante).

Cepas controles: Escherichia coli ATCC 25922, Ps. aeruginosa ATCC 27853y
Escherichia coli ATCC 35218 (para evaluar los discos de B-lactamicos con
inhibidores de betalactamasa)

Analisis y procesamiento estadistico:

Los resultados obtenidos se procesaron mediante los programas Microsoft

Excel 2010 y se expresaron en graficos y tablas de contingencia estadistica.
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Se utilizaron medidas de estadistica descriptiva como la frecuencia y el

porcentaje para el analisis y la presentacion de los resultados.
Consideraciones éticas

Todos los aislamientos del presente estudio realizado en el HCQHA durante el
periodo de estudio se acompafnaron de un modelo de recoleccion de datos
(Anexo). Los datos se recogieron por el personal del laboratorio de
Microbiologia al recibir la muestra con su orden de cultivo bacteriolégico y
fueron confidenciales para este personal y los médicos que indicaron el estudio
microbiolégico. No se requirio la firma de un consentimiento informado ya que
no procedia.

Para el trabajo en el laboratorio se tuvo en cuenta las practicas,
procedimientos y los equipos de seguridad correspondientes al nivel de
seguridad biolégica Il, segun establece la Resolucién No. 103 del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente, de fecha 8 de octubre de 2006
(CITMA,2006) .

El presente estudio contdé con la aprobacion del Comité de Etica de la

Investigacion del IPK (CEI- IPK) con el codigo CEI-IPK. 70-18.
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Las infecciones por bacilos gramnegativos no fermentadores adquieren una
importancia evidente por su incidencia en las IAAS. En estos momentos
especies pertenecientes al género Pseudomonas se destacan por su
asociacion con las infecciones graves. Dentro de estos microorganismos
merece especial atencion Ps. Aeruginosa, que esta asociada a un incremento
de la mortalidad y se ubica entre los agentes causales habituales de las
infecciones detectadas en las UCI, de ahi que, en estos momentos, el
tratamiento de las afecciones que ocasiona constituye un verdadero desafio
terapéutico (Ali et al.,2015).

La Ps. aeruginosa es uno de los principales patégenos oportunistas,
responsable de las infecciones nosocomiales en el mundo (Tillotson et al.,
2017).

En la tabla 1 se recoge la distribucion de las 415 cepas Ps. aeruginosa segun
la procedencia (servicios de atencion médica) de las muestras clinicas. Los
servicios de atencién al paciente grave, en los que se incluyen las UCI, fueron
los que aportaron mayor numero de estas cepas (174), para un 41,9%.
Mientras que de los servicios clinicos procedieron 150 cepas (36,1%) y de los

servicios quirargicos, 91 cepas (21,9%).
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Tabla 1. Distribucion de las cepas de Pseudomonas aeruginosa estudiadas
segun el servicio de atencién médica de procedencia (total de cepas,

N=415). HCQHA, 2015-2017.

Servicios N %
Servicios de atenciéon al 174 41,9
paciente grave
Servicios clinicos 150 36,1
Servicios quirdrgicos 91 21,9
Total 415 100,0

La literatura consultada demuestra que el ingreso en UCI y cirugia constituyen
un factor de riesgo para la infeccion por Pseudomonas aeruginosa, donde los
pacientes generalmente se encuentran inmunodeprimidos y donde son
frecuentes el uso prolongado de antimicrobianos de amplio espectro, los
procederes invasivos y la ventilacion asistida, entre otros factores que le hacen
susceptibles a las infecciones por este género de microorganismos. (De Gante-
Martinez et al., 2011), es importante destacar ademas que entre el 25 al 40%
de los pacientes hospitalizados reciben antimicrobianos, aumentando este
porcentaje hasta un 80% en los pacientes ingresados en las areas criticas

(UCI, Unidades de quemados, Shock y trauma).

Los resultados encontrados en este trabajo, donde se detectdé una mayor
prevalencia de aislamientos en UCI (41.9%), concuerdan con otros realizados
en Cuba en el mismo hospital por Garcia en 2011 donde se encontré el 56,3%
de las cepas procedentes de los servicios de atencién al grave y Ali en
Pakistan en el 2015 quien obtuvo el 39% de las cepas de Ps. aeruginosa de las

Unidades de cuidados intensivos; al igual que Gastelo-Acosta y col en Perd.
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En contraparte un estudio realizado en un hospital del estado de Carabobo,
Venezuela se encontré que la mayor cantidad de aislados correspondieron a
servicios quirargicos (34.62%) y el 29.23% correspondid a unidades de

cuidados intensivos (Moreno et al.,2015)

En la figura 1 se observan los tipos de muestras clinicas de las que se aislaron
las cepas de Ps. aeruginosa. El porcentaje superior de cepas aisladas fueron
de las muestras de sangre (N=107, 25.7%); seguidas por las secreciones
endotraqueales (N=101, 24.3%), pus de herida quirargica (N=77, 18.5%),
catéter (N=21, 5.0%) y se encontré en la orina (N=18, 4.3%). Otras fuentes en
las que se identificaron estas cepas (N=91, 21.9 %), se incluyen: liquidos

estériles, esputo, secrecion ocular, pus y piel.
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Figura 1. Distribucién de las cepas de Pseudomonas aeruginosa segun el tipo

de muestras clinicas. (Total de cepas, N=415).
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Las muestras clinicas de donde se aislaron las cepas de Ps. aeruginosa se
corresponden con las infecciones mas frecuentes causadas por este
microorganismo en pacientes criticos. En las instituciones clinicas es frecuente
realizar la mayor cantidad de aislamientos de cepas de Ps. aeruginosa en
muestras respiratorias, en esta investigacion el porciento mas alto de cepas se
obtuvo de muestras de sangre (25.7%) seguidas de muestras endotraqueales
(24.3%), lo que coincide con lo sefialado por Juayang y col., 2017; Castro y
col.,, 2016 y Guzek y col., 2015. En el trabajo de Castro y col., 2016, estos
investigadores aislaron 394 de estas cepas, de las cuales 42.8% eran de origen
respiratorio, también Villa y col., en Colombia en un trabajo realizado en 2013
encontraron que las muestras mas frecuentes de donde se recuperaron cepas
de Ps aeruginosa fueron del tracto respiratorio, del tracto urinario, sangre y
secreciones, sin embargo, Ochoa y col., 2013, identificaron la mayor cantidad
de cepas de orina(31.5%); las que fueron obtenidas de niflos hospitalizados,
donde se plantea que la Ps. aeruginosa es un agente etiolégico frecuente en
las infecciones de vias urinarias de estos pacientes y luego producen
infecciones sistémicas.

Es importante tener en cuenta que los aislados de catéter (5.0%) ocuparon el
cuarto lugar en el presente estudio lo que podria explicar el importante nimero
de aislamientos caracterizados procedentes de sangre ya que las infecciones
del torrente sanguineo, se predisponen de manera exogena por el uso de
estos dispositivos.

Debido a que resulta complejo el tratamiento de infecciones por Ps. aeruginosa
a causa de sus multiples mecanismos de resistencia y a la impermeabilidad

de su membrana externa; es recomendado realizar un estudios de
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susceptibilidad con antimicrobianos muy especificos,incluso repetir los mismos
en aislamientos posteriores por la probabilidad de que las mismas desarrollen
resistencia a antimicrobianos que se estan utilizando

En la tabla 2 se muestran los resultados de la susceptibilidad antimicrobiana de
las 415 cepas de Ps. aeruginosa identificadas. Se observé un mayor porcentaje
de resistencia a Piperacilina/Tazobactan (38.5%), seguida de las
cefalosporinas, Ceftazidima y Cefepime, (33.2 y 30.8%, respectivamente) y de
la Ciprofloxacina (33.0%). Sin embargo, la Colistina resulté el antibiético para el
cual un mayor niumero de aislados fue sensible (N=396, 95.4%). A su vez, la
Piperacilina/Tazobactan fue la que tuvo un porcentaje superior de aislados con
susceptibilidad intermedia (N=142, 34.2%) respecto al resto de los antibiéticos
evaluados.

Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Pseudomonas aeruginosa

identificadas (total de cepas, N = 415)

Antibidticos Sensible Intermedio Resistente

N % N % N %
Piperacilina/Tazobactam | 113 27.2 142 34.2 160 38.5
Ceftazidima 241 58.0 36 8.6 138 33.2
Cefepime 250 60.2 37 8.9 128 30.8
Imipenem 278 66.9 15 3.6 122 29.3
Meropenem 287 69.1 13 3.1 115 27.7
Gentamicina 293 70.6 13 3.1 109 26.2
Amikacina 289 69.6 2 0.4 124 29.8
Ciprofloxacina 260 62.6 18 4.3 137 33.0
Colistina 396 95.4 3 0.7 16 3.8
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Para la Piperacilina/Tazobactam, de la cual se obtuvo el mayor niumero de
cepas resistentes entre los antibidticos estudiados, se ha publicado una baja
tasa de sensibilidad cuando es utilizada como tratamiento de primera linea
(Sader et al.,, 2017; Saeed et al., 2018), sin embargo, sus porcentajes de
resistencia resultan variables entre los diferentes trabajos, los cuales oscilan y
no son dependiente de la cantidad de cepas aisladas (17%, N=696; 22.5%,
N=74; 30.8%, N=13; 69.2%, N=4 787) (LOpez-Martinez et al., 2013; Cifuentes-
D et al., 2014; Castro et al., 2015; Devrim et al., 2018). De hecho, a partir de
reportes de algunos paises de Suramérica (Peru, Venezuela, Brasil, Chile y
Argentina), se ha descrito que la resistencia de la Piperacilina/Tazobactam
puede variar desde 5.3 hasta 80.0% (Martinez et al., 2003; Gomez et al., 2005;
Magalhédes et al., 2005; Pellegrino et al., 2006; Gaspareto et al., 2007; Diaz,
2008; Morales et al., 2008; Tovar, 2008; Ferrero et al., 2009; Nuafiez, 2009;
Rodriguez et al.,, 2009; Bustamante y Brevis, 2010; Scheffer et al., 2010;
Perozo et al., 2012; Vahdani et al., 2012; Rehab et al., 2013; Saavedra et al.,

2014).

También las cefalosporinas de 3ra y cuarta generacion como Ceftazidima
Cefepime y la Ciprofloxacina presentan cifras de resistencia de cepas Ps.
aeruginosa variables (24.1-93.3 %), (26.1-83.56 %) y (28.3-95.0 %),
respectivamente; siendo nuestros resultados correspondientes con lo planteado

por esta literatura (Castro et al., 2015).

Los estudios previos de susceptibilidad antimicrobiana de Ps. aeruginosa de
nuestro pais indican que para el caso de cepas aisladas de muestras de
pacientes gquemados existe una alta resistencia a la Ceftriaxona y a la

Cefotaxima (36.3%) y con una mayor sensibilidad a las penicilinas y
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aminoglucésidos (>50%) (Moya et al., 2003). En un estudio realizado en el IPK
en pacientes VIH/SIDA se encontraron porcentajes de resistencia bajos para
Ceftazidima y Cefepime (ambas 7.1%) y de 11.9% frente a Ciprofloxacina,
resultados que difieren con lo encontrado en este trabajo (Martinez,2013). Asi
mismo Cabrera y col. en Mayabeque encontraron bajos porcientos de
resistencia a ceftazidima (14.2%) en pacientes hospitalizados durante el 2013.
A su vez, Gonzalez Bonet y col.,, 2006 hallaron que las cefalosporinas de

tercera generacion poseen elevados valores de resistencia.

La alta sensibilidad a la colistina hallada en este estudio ha sido reportada
previamente por otros investigadores (Ece et al., 2014; Yamada et al., 2015;
Sharma et al., 2016; Sader et al., 2017; Walkty et al., 2017; Veeraraghavan et
al., 2018). En este sentido, Sharma y col., 2016, de una muestra de 57 cepas
de Ps. aeruginosa, encontraron que el 95.4% de estas cepas eran susceptibles
a este antibidtico. De igual manera, en 79 instituciones médicas de los Estados
Unidos se aislaron un gran numero de cepas de P. aeruginosa (N=7 452)
durante un periodo de 4 afios, encontrandose que el 99.4% eran sensibles a

este antibiotico (Sader et al., 2017).

A pesar de que esta variedad de comportamientos puede estar dado por
multiples factores (tipo de muestra clinica, area de procedencia de la muestra
en una region determinada, caracteristicas del paciente, uso de antibiético,
localizacion geografica, medio ambiente hospitalario, entre otros), también
parece estar asociado con la versatilidad mutacional del resistoma (genes
involucrados en la resistencia intrinseca) de este patégeno, dicho término tiene

en cuenta el conjunto de mutaciones involucradas en la modulacion de los

34



niveles de resistencia del antibiético en ausencia de una transferencia genética

horizontal (Cabot et al., 2016; Lopez-Causapé et al., 2017; Qin et al., 2018).

El analisis del genoma involucrado en la resistencia mutacional ha permitido
entender como han evolucionado los mecanismos de resistencia clasicos, sin
embargo, en la actualidad este analisis aun es limitado debido al gran nimero
de genes asociados a estas mutaciones, la complejidad de los fenotipos de
resistencia que se ha generado y la dificultad para diferenciar mutaciones

relevantes de polimorfismos naturales (Castro et al., 2015).

Dado gque las infecciones por Ps. aeruginosa son dificiles de erradicar por su
alta resistencia intrinseca y su capacidad para adquirir resistencia a los
antibiéticos; es probable que este agente patdgeno aumente su resistencia con
el transcurso del tiempo. Sin embargo, segun lo publicado por varios
investigadores el porcentaje de resistencia de los antibidticos tiene una
conducta variable entre los diferentes estudios (Villa et al. 2013; Coria Lorenzo

et al., 2016; Juayang A et al., 2017; Sader et al., 2017).

En la figura 2 se muestra el porcentaje de resistencia a las principales drogas
antimicrobianas utilizadas en infecciones por Ps. aeruginosa entre el 2015 y
2017, en la que se evidencia un aumento progresivo de este parametro en el
tiempo de antibidticos como: la Piperacilina/Tazobactan (27.2% en 2015 a 45.0
% en 2017); y las cefalosporinas, Ceftazidima (23.9% en 2015 a 41.2 % en
2017) y Cefepime (21.4 % en 2015 a 46.2 % en 2017).

Para el resto de los antimicrobianos estudiados la resistencia tuvo un

comportamiento variable en el tiempo.
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Figura 2. Porcentaje de resistencia a las principales drogas antimicrobianas
utilizadas en infecciones por Pseudomonas aeruginosa durante el

periodo 2015-2017.

En este sentido, se ha observado en un trabajo realizado en dos etapas, con 6
afos de diferencia, patrones de resistencia similares para antibiéticos como:
Ceftazidima (2006: 21.6% y 2012: 23%) y Cefepime (2006: 10.8% y 2012:
19.2%) (Coria Lorenzo et al., 2016); coincidiendo nuestras cifras de resistencia
de Ceftazidima en 2015 con la de estos autores.

En contraste, datos previos en Colombia presentaron un curso desfavorable de
la resistencia de los p-lactamicos (Piperacilina/Tazobactam, Ceftazidima,

Cefepime), pero con tasas de resistencia que pueden ser bajas (Villa et al.
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2013). Mientras tanto, Juayang y col, 2017, sefialaron que Ila
Piperacilina/Tazobactam tuvo una tendencia irregular en el porcentaje de
resistencia en los 5 afios de su investigacion, el cual oscil6 entre 5-11 %.

Estos cambios en el tiempo estan asociados a la resistencia antibidtica de Ps.
aeruginosa, la cual es considerada extraordinaria por su alta capacidad para
adquirir estos mecanismos, aunque también los puede tener de manera
natural. Conjuntamente, existe la posibilidad de transmitirse material genético
entre cepas de Ps. aeruginosa y con otras gramnegativos como las
enterobacterias e inducir mecanismos de resistencia durante el tratamiento con
antibioticos.

En el caso particular de los antibiéticos pB-lactamicos, como los que aumentaron
su resistencia en este estudio luego de tres afios; se conoce que las
betalactamasas es su principal causa de resistencia, aunque la
sobrerregulacion de sistemas de eflujos y disminucién de la permeabilidad de la
membrana externa también participan en este proceso. Adicionalmente, se
encuentran los elementos genéticos que codifican para las betalactamasas de
espectro extendido (serino B-lactamasas de clase A y D de Ambler y las
metalobetalactamasas de clase B de Ambler (Bolafios e lannacone, 2016).

Ya que los antibioticos B-lactamicos en especial las cefalosporinas de 4
generacion se consideran terapéuticas de eleccion en pacientes hospitalizados
gueriamos mostrar los resultados de las CIM de algunos antimicrobianos que
tienen un gran impacto en la clinica del pacientes graves, en la figura 3
mostramos las CIM del cefepime y su variabilidad segun diluciones estudiadas
y vemos que a pesar de ser mayor de 32, que es cuando se considera una

cepa resistente, hay un grupo de cepas no depreciable, con categoria de
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intermedia que seria importante evolucionar por la posibilidad de que las
mismas aumenten su CMI y se vuelvan resistentes. Para los ATB tiempo
dependientes, tales como los [-lactdmicos, el porcentaje del intervalo del
tiempo entre las dosis en que el ATB se encuentre de 2 a 4 veces por encima
de la CIM ha ayudado a predecir la probabilidad de lograr un tratamiento mas

exitoso (Lloria, 2009).
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Figura 3. Evolucion de la CMI del Cefepime en las 415 cepas de Pseudomonas

aeruginosa durante el periodo 2015-2017.
En cuanto a la evolucion de resistencia de los carbapenémicos en este caso
meropenem, que dentro del grupo es el Unico que esta disponible en el cuadro
basico de medicamentos en Cuba, el incremento de cepas con CMI en 2, es a
tener en cuenta esta tendencia ya que cada vez mas se involucran los valores
de concentracion inhibitoria minima en la terapéutica individualizada sobre todo

de pacientes graves portadores de cepas multirresistentes (Figura 4).
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Cada vez més hay evidencias que sugieren que la infusién continua de
antibiéticos pB-lactamicos tiene un potencial beneficio en pacientes con
alteraciones fisiopatoldgicas y gravemente enfermos. Desde el punto de vista
farmacocinético mucha informacion apoya las altas concentraciones de (-
lactamicos cuando son administrados en infusion continua. Esta ventaja se
traduce en una capacidad superior para alcanzar los objetivos
farmacodinamicos particularmente cuando la CIM del patégeno es mayor o
igual a 4mg/L. Esto es particularmente importante para antimicrobianos del
grupo Carbapenémicos, por lo cual infusiones prolongadas (>3 horas) son
usadas para mejorar el tiempo sobre la CIM comparado con las dosis

convencionales en bolos intermitentes (Culay Perez et al.,2012).
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Figura 4. Evolucion de la CMI del Meropenem en las 415 cepas de

Pseudomonas aeruginosa durante el periodo 2015-2017
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De la totalidad de cepas de Ps. aeruginosa caracterizadas, 133 fueron MDR
(resistentes a tres o mas clases de antibidticos como penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, Aminoglucésidos y Quinolonas), para un 32.0
%. Las restantes, 282 cepas, mostraron fenotipos variables de resistencia, lo

que representa el 68.0 % (Figura 5).

M Pseudomonas aeruginosa
multidrogorresistentes

M Pseudomonas aeruginosa no
multidrogorresistentes

Figura 5. Distribucion de cepas de Pseudomonas aeruginosa de acuerdo a la

MDR (Total de cepas, N=415).

La acumulacion de mutaciones cromosémicas conduce a una MDR, que puede
ser responsable de epidemia en los centros hospitalarios. Recientemente, se
ha mencionado la existencia de clones MDR en varios hospitales del mundo,
los cuales son considerados clones de alto riesgo (Oliver et al., 2015; Moya et
al., 2017), los que parecen transmitirse de paciente a paciente (Lopez-Causapé
et al., 2017). Aunque, los porcentajes de cepas MDR (32%) hallados en este
estudio no coinciden con los publicados por Sharmay col., 2016 y Sader y col.,
2017, correspondientes con 24% y 15.4%; de manera general estos resultan

bajos en relacidn con otros tipos de resistencias. Quizas debido al estricto
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control sanitario de microorganismos multirresistentes, a través de la aplicaciéon

de medidas de prevencién y control de infecciones.

En contraste en un estudio realizado en Pakistdn en 2015 se detecto el 63.2 %

de cepas MDR (Ali et al., 2015)

La tabla 3 muestra los mecanismos fenotipicos de resistencia a

carbapenémicos en cepas MDR que presentan carbapenemasa tipo Ay B.

En el periodo de estudio de las 133 de cepas MDR solamente 96 mostraron

resistencia a carbapenémicos y de ellas solo se aislé una cepa productora de

carbapenemasa tipo KPC lo que representa el 1.04 % y las carbapenemasas

tipo metalobetalactamasas se evidencié en 58 cepas para el 60.4 % de las

cepas MDR con resistencia a carbapenémicos. En las 37 cepas restantes no se

determindé mecanismo de resistencia por este método.

Tabla 3. Mecanismos fenotipicos de resistencia a carbapenémicos en el total
de cepas de Pseudomonas aeruginosa multidrogorresistentes.

(Total de cepas, N=96)

Mecanismos de resistencia Cepas

No. %
Carbapenemasa tipo KPC 1 1.0
Carbapenemasa tipo 58 60.4
metalobetalactamasa (MBL)

En cuanto a los mecanismos fenotipicos de resistencia, en este trabajo se
identificO en mayor frecuencia el de carbapenemasa tipo metalobetalactamasa
(MBL) o clase B, los cuales son un grupo relevante de carbanepemasas tanto
por diferentes variantes aminoacidicas como por su diseminacion a nivel
mundial. Estas se caracterizan por hidrolizar los carbapenémicos y los
inhibidores B-lactamicos como el acido clavulanico y tazobactam, pero son
susceptibles a la inhibicibn de agentes quelantes como: el acido
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etilendiaminotetracético (EDTA), acido mercaptoacético y el &cido
mercaptopropidnico (Bolafios e lannacone, 2016).

A diferencia de las carbapenemasa clase A, en la que esta incluida la enzima
tipo KPC, que son inhibidas de manera débil con el acido boronico pero no por
el EDTA y se encuentra con menor frecuencia en comparacion con el tipo
metalobetalactamasa (Bolafios e lannacone, 2016); lo que también fue
encontrado en nuestro estudio. Una revision acerca de la frecuencia de estos
mecanismos en varios paises de América del Sur (Perd, Venezuela, Brasil,
Chile y Argentina) se describié una cifra de 21.9% de cepas con mecanismo
MBL, el cual fue el mas frecuentes respecto a los mecanismos de
betalactamasa de espectro extendido, carbapenemasa tipo KPC vy
betalactamasa AMPC (Martinez et al., 2003; Gomez et al., 2005; Magalhaes et
al., 2005; Pellegrino et al., 2006; Gaspareto et al., 2007; Diaz, 2008; Morales et
al., 2008; Tovar, 2008; Ferrero et al., 2009; Nufiez, 2009; Rodriguez et al.,
2009; Bustamante y Brevis, 2010; Scheffer et al., 2010; Perozo et al., 2012;
Vahdani et al., 2012; Rehab et al., 2013; Saavedra et al., 2014). En otros
continentes como Africa y Asia, se han reportado 31 y 38% respectivamente
del mecanismo MBL (Vahdani et al., 2012; Rehab et al., 2013).

La mayor prevalencia de este fenotipo de resistencia se debe al incremento en
el mundo de resistencia a los carbapenémicos (Imipenem, Meropenem, entre

otros) (Rodriguez et al.,, 2009). En nuestro estudio se obtuvo wuna alta

frecuencia de cepas con mecanismos fenotipicos MBL. También, Ochoa y col.
2013, determinaron en un 43% de las cepas con mecanismo fenotipico MBL.
Estos especialistas afirman que este comportamiento se explica porque las

cepas MBL se encuentran codificadas en plasmidos, los cuales son faciles de
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propagar a nivel hospitalario entre bacterias del mismo género y con otros
agentes patogenos (Pitout et al., 2005). Fundamentalmente porgue estas cepas
producen una biopelicula que dificulta el tratamiento de las infecciones
intrahospitalarias debido a la estructura organizada que actla como una
barrera ante los antimicrobianos. (Lopes et al., 2012; Sommerfeld et al., 2012;
Subramanian et al., 2012; Nasirmoghadas et al., 2018).

En tal caso se ha observado que la combinacion de levofloxanina y
piperacilina/tazobactan es una buena opcion para las cepas
multidrogorresistentes de Pseudomonas aeruginosa (Rizvi et al.,, 2015).
Mientras tanto el uso a concentraciones suboptimas de dos desinfectantes
como el hipoclorito de sodio y compuestos de amonio cuaternario (cloruro de
didecildiamonio) pueden producir resistencia de varios antimicrobianos:
colistina, ceftazidima, amikacina, meropenem, gentamicina, piperacilina-

tazobactan y ciprofloxacina (Gupta et al., 2018; Nasr et al., 2018).

Por lo que podemos concluir que la infeccion nosocomial por Ps. aeruginosa
representa un gran reto para el clinico y un grave problema de salud publica.
Los mecanismos por los cuales Ps. aeruginosa es multirresistente son bastante
complejos. Tienen la capacidad de ser inducidos por los mismos antibidticos y
otras sustancias, se activan en cuestion de dias y pueden confluir en un mismo
aislamiento haciéndolo practicamente resistente a todos los antibioticos
disponibles. Conceptos como "la lectura interpretativa del antibiograma" y
conocer el valor de la CIM pueden ser utiles en el momento de orientar la
terapia antibidtica frente a este microorganismo de alto impacto en la infeccion

nosocomial
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1. Las UCI constituyen reservorios importantes de Ps. aeruginosa, siendo
las muestras de sangre y secreciones endotraqueales una fuente
importante de estos aislamientos, lo que demanda el empleo de estrictas
medidas de prevencién y control en dichos servicios a fin de evitar la
diseminacién de bacterias entre pacientes.

2. Los antibiéticos con mayor resistencia de fueron:
Piperacilina/Tazobactam, Ceftazidima, Cefepime y Ciprofloxacina;
aunque sus valores de resistencia se comportaron moderadamente
elevados. Se evidencié a la Colistina como la mejor opcion terapéutica
en casos de infecciones por Ps. aeruginosa.

3. La resistencia antimicrobiana a la mayoria de los antibiéticos tuvo un
comportamiento variable en el tiempo; a excepcibn de la
Piperacilina/Tazobactan, Ceftazidima y Cefepime, que aumentaron su
resistencia durante los 3 afios del estudio.

4. ElI mecanismo fenotipico Carbapenemasa tipo metalobetalactamasa
predominé entre las cepas de Ps. aeruginosa MDR aisladas con

carbapenemasas
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1. Fortalecer la vigilancia microbiologica de Ps. aeruginosa y la profilaxis de
la resistencia, incluyendo la actualizaciéon de la politica antibiética
institucional, acorde a las recomendaciones de los datos aportados por
el mapa microbiano del hospital.

2. Realizar estudios moleculares para conocer las bases genéticas de la
resistencia de estas cepas y profundizar en los mecanismos de

resistencia presentes.
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