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‘La resistencia a los antimicrobianos como un
fenomeno per se no es una sorpresa.
Tampoco es algo nuevo. Aun asi, de nuevo
nos preocupa ya que la resistencia crece
aceleradamente, mientras que las
herramientas que el mundo cuenta para
combatirla disminuyen en poder y nimero."

Joshua Lederberg,
Premio Nobel



OPINION DEL TUTOR

Tomando en cuenta que el control de la resistencia a los antimicrobianos en el futuro se
vislumbra como uno de los desafios de la medicina actual y futura, pues a la situacion
actual se agreg6 nuevas problematicas como la diseminacion de la resistencia desde
instituciones de salud hacia la comunidad, al igual que el impacto de la globalizacién que
impide la contencion geografica que muchas veces nos ha protegido.

Por esto como pais debemos aunar esfuerzos para detectar situaciones problematicas y
evaluar las diferentes estrategias de prevencion. Considero que el presente estudio es de
gran importancia para la deteccion y control de la resistencia antimicrobiana ya que como
un pilar fundamental es necesario disponer de sistemas de vigilancia de resistencia
antimicrobiana que permitan, a través de una metodologia valida, la deteccién oportuna
de los cambios de tendencia. para lo cual deben asegurar un acucioso analisis de los
datos y una oportuna difusion de los resultados a la comunidad médica. Estudios como
este realizados con el manejo preciso del método cientifico contribuyen con la comunidad
médica en el desarrollo de protocolos de manejo de la enfermedades infecciosas.

Es de particular relevancia que las nuevas generaciones médicas como los jévenes
autores del presente trabajo se motiven en este tema de vital importancia para la salud de
la poblacién del mundo.

Dra. Mercedes Caceres PhD
Profesor Titular de Enfermedades Infecciosas
Departamento de Microbiologia
Facultad de Medicina, UNAN-Leén.



RESUMEN

La resistencia bacteriana, se ha convertido en una de las mas temidas
complicaciones de las enfermedades infectocontagiosas. La aparicion vy
propagacién de microorganismos resistentes es un problema global que se ha
acentuado en las ultimas décadas. Con el objetivo de determinar el perfil de
multirresistencia antimicrobiana y produccion de Betalactamasa de expectro
extendido (BLEE) en bactarias aisladas de pacientes hospitalizados en el Hospital
San Juan de Dios Esteli, realizamos un estudio descriptivo de corte transversal
durante el periodo de Febrero 2002 a Febrero 2003, obteniendo los siguientes
resultados: Se aislaron 134 cepas bacterianas, obtenidas de 198 muestras
biolégicas de pacientes con diferentes diagndsticos clinicos. De las 134 cepas
aisladas, el 66.4% (89) fueron Gram negativas, entre las que predomino la P.
aureginosa (33.6%), siguiéndole E. coli (18.7%) y Acinetobacter (8.2%). Al analisis
de la sensibilidad se encontré que la P.aureginosa fue resistente en su
mayoria al Cloranfenicol en un 39.53%, el E. coli a Ciproloxacina en un 58.8%,
Acinetobacter a Cefaclor en un 50% vy las otras bacterias Gram negativas a
Gentamicina en un 57.1%. La produccién de BLEE fue determinada en cepas de
K. pneumoniae y E. coli EI 57.3% de los pacientes en quienes se aislaron Gram
negativas, recibi¢ antibiéticos previo a la toma de la muestra. Los antibidticos mas
usados fueron Penicilina (41.57%), Gentamicina y Ciprofloxacina (23.5%) el resto
de antibidticos indicados estuvieron en rango de (4-19.0%). Las asociaciones mas
frecuentes fueron Penicilina — Amikacina y Ceftazidima — Amikacina. Se encontro
importante relacion entre ingesta previa de antibidticos, hospitalizacion prolongada

y edad en extremos de la vida con resistencia antimicrobiana.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han causado la muerte de millones de seres
humanos a lo largo de la historia. Con la sintesis de quimioterapicos artificiales y el
descubrimiento y mejora de los antibiéticos, se supuso una auténtica revolucién en

el tratamiento de las enfermedades infecciosas.

La situacion hoy no es optimista, muchos de estos antibioticos ya son
inutiles, cada vez la resistencia bacteriana a distintos antibiéticos estd mas
extendida y esta se ha convertido en una de las mas temidas complicaciones de
las enfermedades infecciosas.

Estudios actuales demuestran un aumento de resistencia, principalmente de

gérmenes Gram negativos. 1g 3s).

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente, caracterizada por una
refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibidtico,
generado principalmente por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no solo
por la presion evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico (1, 2, 1g)

Independientemente del origen de la farmacorresistencia, la globalizacion y
el aumento del numero de viajeros y de los intercambios comerciales hace
inevitable el rapido desplazamiento de esas cepas de un lugar a otro; por lo que la
naturaleza global de la resistencia antimicrobiana necesitara una respuesta
gIobaI.(4,5)

Las infecciones por bacterias Gram netivos son importante causa de
morbimortalidad e incremento de costos. Uno de los retos en el diagndstico
oportuno y el tratamiento especifico de las infecciones por Gram negativos es la
resistencia a los betalactamicos a través de produccidn de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) el cual se considera el principal mecanismo de
resistencia frente a cefalosporinas de tercera, cuarta generacion 'y

monobactamicos. 7)



ANTECEDENTES

Desde finales de la década de los afios 30 y principios de los 40 del siglo
XX, se inicia la carrera y descubrimiento de los antibi6ticos, la humanidad habia

pensado que las infecciones quedarian relegadas a un segundo plano.

En la actualidad, se presenta un gran problema, son muchos los agentes
causantes de enfermedad que han generado resistencia a los antibioticos, y son
pocos los antibioticos que quedan para luchar contra ellos. )

La OMS en su informe anual, muestra como casi todas las enfermedades
infecciosas mas importantes estan convirtiéndose lenta pero indudablemente en

resistentes a los actuales medicamentos.

En Estonia, Letonia y en determinadas zonas de Rusia y China, mas del
10% de los enfermos de Tuberculosis albergan cepas resistentes a los dos
medicamentos antituberculosos mas potentes, debido a la resistencia Tailandia ha
perdido por completo la posibilidad de usar tres de los medicamentos
antipaludicos mas comunes.

Aproximadamente un 30% de los pacientes que toman Lamivudina, un
medicamento recientemente desarrollado contra la Hepatitis B, muestran
resistencia al farmaco tras el primer afo de tratamiento. En la India, el 60% de
todos los casos de Leishmaniasis visceral ya no responden a los medicamentos
de primera linea. s

En gran parte de Asia se ha observado resistencia a la penicilina en un
98% de las cepas.

En todo el mundo, nada menos que un 60% de las infecciones
nosocomiales son causadas por microbios farmacorresintentes. s,

En Latinoamérica, los expertos concluyeron que la resistencia a los
antibiéticos de las bacterias mas comunes en el tracto respiratorio, S.pneumoniae,

H.influenzae y Moraxella catarrhalis, tienen igual o mayor prevalencia en los paises de



Latinoamérica, especialmente en México, Argentina y Brasil, que en los EEUU, se
han encontrado tasas desde un 21% en Brasil, a un 48.2% en México de
resistencias a S.pneumoniae. )

Ante el creciente reporte mundial y nacional de aumento de resistencia,
principalmente de gérmenes Gram negativos y el aumento de infecciones dentro
de las UCI, se hace indispensable el conocimiento de los patrones de resistencia
de dichos gérmenes, a fin de iniciar una terapéutica empirica racional adecuada

antes de la llegada de un potencial cultivo.s)

En estudios realizados en Holanda, sobre resistencia antimicrobiana en
bacterias Gram negativas entre 1995 y el afio 2000 en UCI y servicios de Urologia,
encontraron altos niveles de resistencia de estos microorganismos a

amoxicilina/clavulanato, cefaclor y ceftazidime. (g

Livermore, D. En el ano2000, refiere que los niveles de resistencia en
Europa son menores que en Escandinavia y mayores en paises del Mediterraneo.
En Norte América, las tasas de resistencia son mas altas en los Estado Unidos
que en el Canada. Como ejemplo tenemos la resistencia a la gentamicina por
E.coli que es considerablemente mas frecuente en paises del sur de Europa y
EEUU que en el Reino Unido, donde ocurre en menos del 3% de las

aislamientos. (1o

Rodriguez H. Carlos y Cols., en un analisis realizado entre 1998 y 2001 en
Argentina, en una UCI, encontraron resistencia de bacterias Gram negativas
desde un 31.4 a 66.3% para quinolonas, hasta un 80% para cefalosporinas.11)
Fajardo A. y cols. En Venezuela en el ano 2000, reportan resistencias desde un
39.1 a un 64.2% de bacterias Gram negativas para cefalosporinas de tercera

generacion. g,



Un porcentaje similar encontramos en un estudio realizado por Caceres M.,
y cols. En 1999, en Nicaragua se reporta mas del 70% de resistencia a

betalatamicos para E.coli, P. aureginosay klebsiella sp.(12)

Estudios realizados en los hospitales de Ledn, Chinandega i, sobre el perfil
de resistencia antimicrobiana por Hernandez M. Y col., Corea F. y col. 2003
demostraron una alta resistencia a los antibidticos principalmente a las bacterias
Gram negativas.(3, 34,).

En el ano 2002 Herrera K. y col. Presentaron por primera vez un estudio
realizado en el Hospital San Juan de Dios Esteli. En este estudio se encontré una
alta prevalencia de bacterias Gram negativa principalmente E. coli y
Pseudomonas spp. las mostraron baja sensibilidad a los antimicrobianos mas
comunmente utilizados tales como los betalactamicos y T. sulfa sin embargo no
se estudio los principales antiseudomonicos. Si bien los antimicrobianos
estudiados no representan los mas importantes para tratar infecciones por estos
microorganismos el esfuerzo realizado permitio la estandarizacion de métodos de
determinacién de resistencia Antimicrobiana e inici6 una colaboracién importante

entre el Hospital de Esteli y el Laboratorio de Microbiologia de la UNAN-Leon.



JUSTIFICACION

Ante el creciente reporte mundial y nacional de aumento de resistencia
antimicrobiana, principalmente de gérmenes Gram negativos y el aumento de
infecciones y estancia intra hospitalaria (s); se hace indispensable determinar los
patrones de resistencia de dichos gérmenes a fin de iniciar una terapéutica

empirica racional, antes de obtener el resultado de un cultivo y antibiograma.

Por ello nuestro estudio es importante, pretendemos contribuir en la lucha
contra esta resistencia, ya que el éxito depende en gran parte de los
conocimientos actualizados periédicamente que permitan protocolizar el
tratamiento antibidtico de las principales infecciones e instaurar programas de
vigilancia hospitalaria determinando prevalencia de reservorios de resistencia
antimicrobiana, y asi establecer medidas de control.

Por medio de este estudio pretendemos conocer el perfil de resistencia de
bacterias Gram negativas, aisladas de procesos infecciosos en pacientes

atendidos en el Hospital San Juan de Dios de Esteli.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Existe multirresistencia Antimicrobiana en bacterias Gram negativas aisladas de
procesos infecciosos de pacientes atendidos en el Hospital San Juan de Dios de
Esteli de Febrero 2002 a Febrero 20037



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Determinar la presencia de bacterias Gram negativas multirresistentes

aisladas de procesos infecciosos de pacientes atendidos en el Hospital San Juan
de Dios de Esteli en el periodo de Febrero 2002 a Febrero 2003.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Describir caracteristicas generales (edad, sexo, servicio, muestra biolégica

obtenida) de los pacientes en quienes se aislaron cepas Gram negativas .

Determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de bacterias Gram
negativas obtenidas de pacientes atendidos en el Hospital San Juan de
Dios de Esteli

Determinar la produccion de [3-lactamasa de expectro extendido en las

bacterias aisladas.

Relacionar factores de riesgo de desarrollo de resistencia Antimicrobiana
en los pacientes en quienes se obtuvo la muestra, con el perfil de

resistencia de las bacterias aisladas.



MARCO REFERENCIAL.

Las enfermedades infecciosas han causado la muerte de millones de seres
humanos a lo largo de la historia de la humanidad. Con el descubrimiento de los
antibidticos, esta realidad comenz6 a ser modificada y, en los afios 80 del siglo
XX, podia hablarse de una victoria practicamente total frente a las infecciones por
microorganismos. (14, 16)

Se ha determinado que las bacterias Gram negativas presentan en general
mas resistencia a los antimicrobianos y son causa de un mayor numero de
infecciones a diversos niveles. Como en el tracto urinario, principalmente en las
mujeres embarazadas, entre las infecciones mas comunes encontramos
bacteriuria sintomatica, cistitis aguda y pielonefritis, producidas por E. coli en un 80

a 90%, Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae entre otros. 4

Son causa de enfermedades inflamatorias pélvicas agudas tanto en
mujeres embarazadas como en no embarazadas, la mayoria de casos
documentados son producidos por Neisseria gonorrheae, E. coli, Klebsiella, enterobacterias,
etc. Generalmente estos casos son detectados en etapas complicadas y las
pacientes son tratadas por salpingitis aguda que ameritan procedimientos
quirdrgicos. 2s)

A nivel hospitalario se han aislado bacterias Gram negativas en pacientes
atendidos en los diferentes servicios, con mayor frecuencia en el area de
emergencias y de cuidados intensivos. Las bacterias Gram negativas liderean los
reportes de laboratorio, apreciandose que hay menor sensibilidad antibacteriana

para estos gérmenes de procedencia intra hospitalaria s, 27

Debido sobre todo al amplio contacto con otros gérmenes multirresistentes,
se ha encontrado que estas bacterias circulan con mayor frecuencia en estos
ambientes, por el uso de catéteres, sondas, la transmision de persona a persona o

del personal hospitalario al paciente, por la realizacibn de procedimientos



quirurgicos y material no esterilizado e incluso por el uso inadecuado o tardio de
los antimicrobianos. 2g, 29)

Son causantes de enfermedades a nivel del sistema nerviosos central,
como es el caso de la meningitis, donde se han aislado K. pneumoniae y H. influenzae
desde un 8 a un 20%. 2s)

Todo esto sumado a diversos factores de riesgo y a la intervenciéon de
diversas variables tanto demograficas, como socioecondémicas por lo que la
sintesis de quimioterapicos artificiales y el descubrimiento y mejora de los
antibidticos han supuesto una auténtica revolucion médica en el tratamiento de
enfermedades infecciosass)

Si bien la quimioterapia ha doblegado las grandes epidemias bacterianas
del pasado, las enfermedades infecciosas siguen constituyendo un serio
problema.

Desde la introduccion de la antibioticoterapia en todo el mundo, estamos
realizando un gigantesco experimento de intervencion genética en los seres vivos

mas abundantes del planeta: las bacterias.

La presion selectiva que representa la aplicacion a gran escala de los
quimioterdpicos ha permitido la diseminacién de cepas microbianas con
mecanismos de resistencia que, en muchas ocasiones dificultan el adecuado

tratamiento clinico.

e Al cabo de 6 afios de introducir la penicilina G, la frecuencia de cepas de S.
aureus resistentes en los hospitales ingleses pasé de menos del 10% a un
60%. Actualmente el valor ronda el 90%.

e Con los nuevos B-lactamicos también han empezado a surgir cepas

bacterianas resistentes, aunque aun, con frecuencia relativamente baja.



e Actualmente existen problemas con las enterobacterias, e incluso con el
gonococo y el meningococo, que tradicionalmente habian sido muy sensibles a
las penicilinas.

¢ Recientemente se ha dado la voz de alarma por la diseminacion de cepas
de bacilos tuberculosos resistentes a los quimioterapicos de eleccion a los
que eran sensibles.

La capacidad de las bacterias de desarrollar resistencias constituye una
seria amenaza al futuro uso de los antibidticos, y hace que se tengan que
invertir grandes sumas de dinero y esfuerzos de investigacién adicionales para

intentar hacer frente al problema.

Sin embargo, también hay que pensar en un dato de tipo evolutivo: la mayor
parte de las especies bacterianas han sido seleccionadas de modo natural con
fenotipos sensibles a antibidticos; los cambios genéticos mutacionales que las
convierten en resistentes puede que disminuyan su adaptacion a otros factores
ecoldgicos, de modo que probablemente la presion de los antibiéticos en realidad
conduzcan en muchos casos a un equilibrio entre cepas sensibles y cepas
resistentes. De hecho se ha comprobado un descenso en la frecuencia de cepas
resistentes a los antibiticos que se introdujeron hace mas tiempo, lo que quiza

indique que para ellos se esta alcanzando dicho equilibrio. (15

BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA.

Una de las aplicaciones practicas mas interesantes de los avances realizados
en las ultimas décadas en el campo de la genética bacteriana a sido comprender
los mecanismos genético-moleculares de la resistencia a antibidticos lo que esta
permitiendo un ataque mas racional a este problema clinico. Una cepa bacteriana
puede volverse resistente a un antibiético por dos tipos principales de
mecanismos:

1. Mutacion en un gen cromosomico.



2. Introduccion de un plasmido R de resistencia.
Que depende ademas de la ubicacion de los genes responsables de ella.(s, 1s,
19)

SELECCION DE MUTANTES RESISTENTES.

A través de experimentos que se han realizado anteriormente, quedo
demostrado que lo unico que hace el antibidtico es seleccionar los mutantes
resistentes espontaneos que surgen en la poblacién independientemente de la
presencia del agente selectivo.

Esta es precisamente la base genética del surgimiento de ciertas cepas
patdgenas resistentes a antibidticos: el farmaco inhibe o mata las bacterias
silvestres sensibles, pero no afecta a los pocos individuos que por mutacion
espontanea hallan adquirido un alelo resistente; estos individuos se multiplican, de

modo que al final son los mas prevalentes.

RESISTENCIA POR INTERCAMBIO GENETICO
El descubrimiento de plasmidos de transporte de genes de resistencia ha

explicado porque algunos son mas prevalentes que otros.

La principal amenaza al éxito de la quimioterapia estd representada esta transmision genética de plasmidos de
resistencia a antibiéticos.

Existen plasmidos R de distintos grupos de incompatibilidad. Son
abundantes en Pseudomonas y en Enterobacterias, desde donde pueden ser
transferidos a una amplia gama de bacterias Gram- negativas (plasmidos

promiscuos).

Existen plasmidos R conjugativo y no conjugativos., estos son capaces de
evolucionar y de conferir varias resistencias a la vez a la bacteria, son capaces de
diseminarse y son altamente flexibles, es decir pueden adquirir nuevos modulos a
partir de otras especies.

Muchos de ellos responden a mayores concentraciones del antibiético
aumentando su numero de copias, esto permite su facil diseminacion,

especialmente en areas hospitalarias. 15



MECANISMOS BIOQUIMICOS IMPLICADOS EN LA RESISTENCIA A
ANTIBIOTICOS

Los principales mecanismos se pueden agrupar de la siguiente manera:

1. Disminucion de la permeabilidad hacia el antibiético.

2. Inactivacion enzimatica del antibidtico

3. Modificacion quimica de la diana sobre la que actua el antibiético.
4

. Eliminacién activa del Farmaco
DISMINUCION DE LA PERMEABILIDAD CELULAR HACIA EL ANTIBIOTICO.

Modificacion de una barrera preexistente.

La membrana externa de Gram negativas supone una barrera natural que
hace que muchas bacterias de este grupo sean insensibles a varios
antibiéticos ( por Ej. La vancomicina y la bacitracina no pueden atravesar las
porinas)(15)

Estas porinas, son proteinas, que formas canales compuestos, ubicados en
la membrana externa de las bacterias Gram — negativas, y después el espacio
periplasmatico, donde se almacenan las betalactamasas producidas por estas
bacterias(19).

Sus canales porinicos estrechos limitan la penetracién de los solutos
hidrofilicos y la baja fluidez de los liposacaridos demora la difusién al interior de

los solutos lipofilicos.(1s)

Por lo que una alteracion de la porinas creara resistencia a los antibioticos,
pero también dificultara la entrada de otras moléculas utiles para la bacteria
perturbando su metabolismo.19) Aunque no todas las bacterias Gram negativas
son igualmente impermeables a los mismos antibidticos:

Entre los menos impermeables estan Haemophilus y Neisseria, que dejan pasar
a numerosos betalactamicos.

Las Enterobacterias suelen ser intermedias. (15)



Las bacterias Gram —negativas son, en general, mas resistentes a un gran

numero de antibioticos y quimioterapicos que las Gram- positivas.

La membrana exterior de las bacterias Gram-negativas contribuye a esta

resistencia intrinseca al actuar como una eficiente barrera protectora. (s,

19)

INACTIVACION ENZIMATICA DEL ANTIBIOTICO.
Este tipo de mecanismo depende en muchos casos de plasmidos R. Con la
produccion de betalactamasa, que estan muy distribuidas entre bacterias Gram

negativas y confieren resistencia a cefalosporinas y penicilinas.

La base de la resistencia es la siguiente: cuando se expone la bacteria al
lactamico durante mucho tiempo, pueden seleccionarse determinadas mutaciones
en genes cromosomicos que codifican proteinas parecidas, de modo que
adquieren un fuerte promotor que permite su expresion a alto nivel. Este tipo de B
— lactamasa es excretada al medio, donde inactiva al antibiético.

En las Gram negativas se han descubierto 20 tipos de betalactamasas de

codificacion plasmidica.1s).

MODIFICACION QUIMICA DE LA DIANA DEL ANTIBIOTICO

Esta resistencia se produce por mutacion espontanea y puede dar lugar a la
alteracion o superproduccion del blanco o afectar a proteinas que participan en la
permeabilidad de la membrana de las bacterias, con la consiguiente alteracién de
la entrada y la acumulacion de la droga en el interior de la célula o en el espacio

periplasmatico.



Una estrategia de resistencia es bombear el farmaco al exterior de la
célula una vez que ha penetrado. Algunos patégenos poseen translocasas en la
membrana plasmadtica que expulsan a los farmacos. Debido a que son
relativamente inespecificas y a que pueden bombear muchos farmacos
diferentes, a menudo se denomina a estas proteinas de transporte “bombas de
multirresistencia a farmacos."Muchos son del tipo antiporte farmaco/protdn,
es decir, los protones entran en la célula cuando el farmaco la abandona. Estos
sistemas existen en £. coli, Peudomonas aeroginosas, Micobacterium smegmatis

y Estafilococos aureus.

BETALACTAMASAS DE EXPECTRO EXTENDIDO

Las R-lactamasas bacterianas son un complejo grupo de enzimas con propiedades
diferenciales en funcion del sustrato que hidrolizan o las inhibe (parametros
cinéticos), su localizacion (intra o extracelular), su codificacion (cromosdmica y/o
extracromosomica), expresion genética (constitutiva o inducible) y otras

propiedades fisico-quimicas (peso molecular, pl, inmunologia).

En los afos 80, se crearon una nueva clase de antimicrobianos los oximino
cefalosporinas, para tratamientos de infecciones severas causadas por bacterias
gram negativas, pero prontamente aparecio resistencia a estos antimicrobianos y
debido a su amplio espectro de accion, se les llamo beta lactamasas de espectro
extendido (BLEE), que confieren resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, por ejemplo Ceftazidima, Cefotaxima y Ceftriaxona y a

Monobactamicos como el Aztreonam, pero que no afectan a cefalosporinas de



segunda generacion como Cefamicinas, Cefoxitin, y Cefotetan y Carbapenems
como Imipenem y Meropenem. Actualmente, se han descrito alrededor de 150 de
estas enzimas y se les ha encontrado en una variedad de géneros bacterianos de
enterobacterias (E. coli y K. pneumoniae principalmente, pero también descritas
en Enterobacter spp, Salmonella spp, Proteus spp, Citrobacter spp, Morganella

morganii, P. aeruginosa, Burkholderia cepacia y Capnocitophaga ochracea.

El problema de las beta lactamasas de espectro extendido es de magnitud
mundial. Fue primero descrito en Europa, luego en América y Asia. La prevalencia
es muy variable de pais a pais y también en diferentes centros. En Estados
Unidos, en enterobacterias varia de 0- 25%, con un promedio nacional del 3%,
segun informacion del CDC; entre aislamientos de K pneumoniae varia de 5 a
10% en pacientes hospitalizados, en unidades no criticas vy criticas
respectivamente. En Europa varia de 1 a 40%. En Asia varia de 0,1 a 12 %. En
nuestro pais hay pocos estudios,, detectandose en test de screening alrededor de
1.4- 6,1% en E. coli, 30-36.4 % en K. pneumoniae y 0- 25% en K. Oxytoca.

Es sabido que los pacientes que cursan con infecciones causadas por organismos
productores de BLEE presentan mayor riesgo de falla al tratamiento
antimicrobiano usualmente utilizado, concentrandose los mayores aislamientos de
estos, en las unidades de pacientes criticos, y servicios quirurgicos. Asociado a
esto esta el uso indiscriminado de antibiéticos de amplio espectro, en pacientes

que presentan aislamientos de estas caracteristicas.

Factores asociados a la presencia de estas enzimas son: hospitalizacion
prolongada, permanencia en unidades criticas, intubacion endotraqueal,
ventilacidon mecanica, catéter urinario, catéter venosos, uso previo de antibidticos.
En un principio los brotes fueron asociados a cepas productoras de un solo tipo de
beta lactamasa, actualmente los brotes se asocian a cepas productoras de
multiples beta lactamasas.

La pesquisa de BLEE en las bacterias aun no ha sido incorporada a la practica de



rutina en el laboratorio de microbiologia, en la mayoria de los centros asistenciales

de nuestro pais. .37

METODOS DE DETERMINACION DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA.

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos es una

de las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia clinica.

Su realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma,
cuyo principal objetivo es evaluar en el laboratorio la respuesta de un
microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo, en una primera

aproximacion, su resultado como factor predictivo de la eficacia clinica.

El antibiograma define la actividad in vitro de un antibidtico frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de
una bacteria o poblacion bacteriana. Su resultado, la farmacologia del
antimicrobiano, en particular en el lugar de la infeccidn, y los aspectos clinicos del
paciente y de su infeccion, sustentan la elecciéon de los antimicrobianos en el

tratamiento de las enfermedades infecciosas.

Asimismo, ofrece, en su conjunto, elementos objetivos de actuacion en los

tratamientos empiricos. (3o

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos in
vitro que determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de
agentes antimicrobianos , bajo condiciones de laboratorio especificas y

estandarizadas.

La meta principal del estudio de susceptibilidad es proveer al clinico algunas
recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas apropiada en pacientes con
una infeccidn especifica. No obstante, la correlacion exacta entre los resultados in
vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen
numerosos factores (Tabla 1) que influencian la interaccion de agentes

antimicrobianos y microorganismos en un determinado paciente.



La metodologia usada para realizar el estudio de susceptibilidad toma en

consideracion algunos de estos factores para determinar mas eficientemente

cdmo un microorganismo podria responder in vivo a un determinado antibiotico.

Tablal

FACTORES QUE INFLUENCIAN LA CORRELACION DE LOS
RESULTADOS DEL ANTIBIOGRAMA Y LA RESPUESTA

CLINICA

e Factores del agente antimicrobiano

(o}

(o}

(o}

(o}

(o}

Farmacocinética

Union a proteinas del plasma

Vias de administracién

Accion bacteriostatica o bactericida

Concentracion en sitio de infeccion

o Factores del huésped

(o}

(o}

(o}

(o}

(o}

(o}

Enfermedad de base

Estado inmunoldgico
Formacion de absceso
Presencia de cuerpo extrafio
Funcién renal y hepatica

Cumplimiento del tratamiento

« Factores del microorganismo

(o}

(o}

(o}

Virulencia
Alta concentracion de organismos
Infeccién mixta

Desarrollo de resistencia durante el tratamiento



FACTORES QUE INFLUYEN EN LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO
ANTIBIOTICO

Existen factores propios del agente antimicrobiano, como son absorcién,
distribucion, metabolismo, eliminacidn, unién a proteinas plasmaticas y
otros parametros farmacocinéticos los cuales pueden influenciar la

respuesta del paciente.

La concentracion del antibiético en el sitio de la infeccion es otro factor
importante a considerar en la eleccion de un antibiotico. Por ejemplo, cefalotina
no cruza la barrera hematoencefalica, por lo que una meningitis causada por
E.coli susceptible a cefalotina in vitro, no respondera a una terapia con este
antibiético. En cambio, una infeccion urinaria causada por una cepa de E. coli
resistente a cefalotina podria responder bien, ya que este antibidtico es

concentrado en la orina.

Ademas de la propia virulencia del germen, el numero de organismos
presentes en el sitio de la infeccion ("efecto del indculo") puede ser un factor
muy importante. Un aumento en el nimero de organismos en el sitio de infeccién
puede variar significativamente la respuesta de un antibidtico, por lo que pueden

ser necesarias concentraciones mayores de éste para inhibirlo.

Por ultimo, y quizas los mas importantes, son los factores propios del
huésped. En un paciente inmunocomprometido, el efecto de la infeccion, unido
a su enfermedad de base, puede resultar en falla de la terapia aunque el

germen sea susceptible al antibiético usado.

Para que exista una buena correlacion entre los resultados de laboratorio y la
respuesta clinica, es muy importante obtener una muestra que sea representativa
del proceso infeccioso, por ejemplo si el organismo aislado es un contaminante del
sitio de la infeccion en vez del organismo causal, la respuesta clinica puede ser

independiente de los resultados obtenidos in vitro.



Por lo tanto, es de extrema importancia una apropiada y cuidadosa
obtencién de la muestra, especialmente si la infeccion se encuentra en un area
normalmente colonizada por bacterias, ya que en estos casos la interpretacion del

cultivo bacteriolégico es mas dificil.

INDICACIONES PARA EL ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA

Debido a que los microorganismos tienen susceptibilidad variable a los
agentes antimicrobianos, es necesario tener una herramienta que permita

determinar la susceptibilidad del microorganismo causante de la infeccion.

Cada vez son menos los organismos que tienen susceptibilidad predecible,
por lo que debemos hacer estudio de susceptibilidad en la mayoria de los

microorganismos aislados.

La indicacion primaria para el estudio de susceptibilidad es determinar el
antibidtico mas apropiado para iniciar la terapia en un paciente con un
proceso infecciosos. En la mayoria de los casos, cuando el paciente
comienza su enfermedad se indica un antibiético de amplio espectro (o una
combinacién de antibidticos) hasta obtener resultados acerca de la
identificacion del germen causal de la infeccion. Posteriormente, cuando los
resultados del antibiograma estan disponibles, puede indicarse un

antibidtico mas especifico. (30,31
Entre los métodos mas frecuentemente usados tenemos:
Difusion en agar.

Este método, que es el mas frecuentemente usado, es también llamado
difusién por disco o Kirby-Bauer, En este caso, el microorganismo es inoculado
en la superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos
impregnados con una concentracion conocida del antibidtico.. Las placas se

incuban por 16-18 horas a 351 C. Durante la incubacién, el antibiético difunde



radialmente desde el disco a través del agar, por lo que su concentracién va
disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto determinado, la
concentracion del antibidtico en el medio es incapaz de inhibir al germen en
estudio. El diametro del area de inhibicion alrededor del disco puede ser
convertido a las categorias de susceptible, intermedio o resistente (S,l, o R) de
acuerdo a las tablas publicadas por el National Committee for Clinical

Laboratories Standards.

Dilucién en agar.

Es considerado el método de referencia . En este método, placas conteniendo
una determinada concentracién de un antibidético son inoculadas con el
microorganismo en estudio y luego incubadas por 16 a 18 horas. Después de
la incubacion, se examina si el organismo crece o no en cada una de las
placas, con lo cual se determina la concentracién inhibitoria minima (CIM) para

el antibidtico.

Dilucién en caldo.

En este caso, tubos (macrodilucion) o microplacas (microdilucién) contienen
concentraciones crecientes de un determinado antibiético. El organismo en
estudio es inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la
CIM es determinada después de la incubacién, de la misma forma descrita

anteriormente para el método de la dilucién en agar.

E-test.

Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una
sofisticada combinacion de los métodos descritos anteriormente. El E-test es
mas simple que otros métodos para obtener una CIM. Utiliza una tira de
plastico que contiene concentraciones crecientes de un determinado antibiético
que van desde 0,016 ug/ml hasta 256 ug/ml/ Esta tira se pone sobre una placa

de agar que ha sido inoculada con el organismo en estudio. Después de



incubar la placa por 16 a 18 horas, se forma un area de inhibicion de forma
eliptica, en la cual la concentracion inhibitoria minima puede ser leida
directamente. Este es el método de eleccibn para hacer estudios de
susceptibilidad en gérmenes problematicos o con requerimientos especiales,
como por ejemplo Streptococcus pnemoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus

influenzae y gérmenes anaerdbicos.

Métodos automatizados.

En este momento existen varios sistemas que ofrecen diferentes niveles de
automatizacidon para el estudio de susceptibilidad. Utilizan una medicion
turbidimétrica o fluorométrica para detectar crecimiento bacteriano en un medio
liquido. La mayoria de ellos emplea el método de micro dilucién y periodos de
incubacion menores que los habituales. Estos métodos son bastante confiables
para el estudio de enterobacterias y otros gérmenes de crecimiento rapido, pero
generalmente no son los adecuados para los de crecimiento lento o con

requerimientos especiales.

INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA

Definiciones

Susceptible. Significa que la infeccion causada por ese organismo puede
ser apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibidtico

estudiado.

Sensibilidad intermedia. Esta categoria incluye organismos que son
inhibidos por concentraciones del antibidtico que estan muy cercanas a las
alcanzadas en el plasma, por lo que pueden responder pobremente a la

terapia.



Resistente. Significa que el organismo no seria inhibido por el antibidtico
en las dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de

resistencia contra ese determinado antibiotico. 31)

Factores de Riesgo de desarrollo de resistencia antimicrobiana

Los factores que se han asociado con el desarrollo de resistencia en
infecciones graves son multiples. Entre ellos tenemos: edad avanzada, uso de
antibidticos de amplio espectro, estancia hospitalaria prolongada (especialmente
en UCI), proximidad con otros enfermos colonizados o infectados, cirugia previa,
alto nivel de gravedad, la prescripcion indiscriminada de drogas, la automedicacion
de pacientes e incluso el masivo uso de tales productos como aditivos de los
alimentos para animales, las prescripciones veterinarias y el consumo de
alimentos que tienen este tipo de aditivos. Ademas de que la exposicion
prolongada a un antibiotico lleva a la fijacién de cambios estables que favorecen la
persistencia de la resistencia porque las poblaciones bacterianas evolucionan
tendiendo a compensar el efecto adverso provocado por la resistencia al

antibiotico. (g, 17, 21,22, 23)

Un mejor conocimiento de las medidas de control y concientizacién sobre el
uso racional de los antibi6ticos son algunas de las herramientas con que se cuenta
para no profundizar el grave problema de la creciente resistencia bacteriana a

estas sustancias. 2



MATERIALY METODO

AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizd en el Hospital San Juan de Dios de Esteli. En los
diferentes servicios y en el laboratorio, durante el periodo de Febrero del 2002 a
Febrero del 2003.

TIPO DE ESTUDIO:

Descriptivo de corte transversal
POBLACION DE ESTUDIO:

Bacterias aerobias Gram negativas de diferentes especies que se aislaron
en el laboratorio del Hospital San Juan de Dios de Esteli y que provienen de

pacientes atendidos en cualquiera de los servicios de dicho hospital.

CRITERIOS DE INCLUSION:
Todas las bacterias Gram negativas que se aislaron en el laboratorio del
Hosp. San Juan de Dios de Esteli, durante el periodo de estudio y en las que se

obtuvo la informacion completa relacionada a los objetivos.

FUENTE DE DATOS:

Primaria y Secundaria.

METODO DE RECOLECCION DE DATOS:

Se utilizé una ficha para recolectar la informacion necesaria. La informacion
contenida en la ficha fue obtenida directamente y a través del expediente clinico.
También se obtuvieron datos de los laboratorios del Hospital San Juan de Dios y

del laboratorio de Microbiologia de la UNAN- Ledn.

COLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS: Las cepas bacterianas fueron
colectadas diariamente a partir de los platos de antibiograma, realizados en el

Laboratorio Clinico (area de Bacteriologia) del Hospital Regional San Juan de



Dios de la ciudad de Esteli. Las bacterias fueron transportadas al Departamento
de Microbiologia de la UNAN-Ledn en un medio de transporte conteniendo Bacto
agar al 1%, a temperatura ambiente. En el Departamento de Microbiologia de la
UNAN Ledn, se realizé la confirmacion de especie y determinacion del perfil de
sensibilidad utilizando antibidticos predeterminados por los investigadores, los
cuales fueron seleccionados a partir de recomendaciones nacionales e
internacionales. (MINSA, NCCLS)

DETERMINACION DE LA SENSIBLIDAD ANTIMICROBIANA:

Previa la realizacion del antibiograma las bacterias fueron reidentificadas
por pruebas bioquimicas y analisis morfolégicos (Tincién de Gram), luego se
procedié a realizar la determinacidn de sensibilidad Antimicrobiana utilizando la

prueba de difusion de discos en agar (Kirbi bauer).

Materiales:
Medio de Agar Muller-Hinton: fue preparado a partir de una base
deshidratada comercialmente disponible y siguiendo las instrucciones del

manufacturador.

Discos de Antimicrobiano: se utilizaron los siguientes discos : ceftriaxona,
ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina, ceftazidime, trimetroprin sulfametoxazol,

cloranfenicol.

Los contenedores fueron mantenidos refrigerados a 8° C o a temperatura inferior,

0 congelados segun necesidades.

Patron de 0.5 de Mc Farland de BaSo4: fue preparado por personal del

Departamento de Microbiologia de la UNAN-LeonN.



Procedimiento para realizar la prueba de difusion con disco.

Una vez reidentificadas todas las bacterias por los procedimientos descritos
previamente se procedidé a realizar la prueba de sensibilidad Antimicrobiana. Para

ello se realizd un cultivo de 24 horas en las condiciones de rutina segun el aislado.

Preparacion del in6culo.

De un cultivo de agar se selecciono de tres a cinco colonias aisladas. La
superficie de cada colonia fue tocada con un asa y el cultivo transferido a un
tubo conteniendo 4 ml. de solucidn salina para preparar un suspension. La
suspension se ajusté a la turbidez del patrén 0.5 de Mc Farland. Por
comparacion visual del tubo inoculado con la del patrén, contra una cartulina de

fondo blanco.

Inoculacion de las placas de prueba:

a) Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez de la
suspension del inéculo, se introdujoé un hisopo de algodon estéril dentro de
la suspensidn ajustada. El hisopo fue rotado varias veces y luego
presionado firmemente sobre la pared interna del tubo por encima del nivel

del liquido (para extraer el exceso del inéculo del hisopo).

b) La superficie seca de agar Muller-Hinton se inocul6 rayando con el hisopo
toda la superficie del agar estéril. Este procedimiento fue repetido
extendiendo dos veces mas, dando cada vez un giro de 60° a la placa, para

asegurar una correcta distribucion del inoculo.



c) La tapa del plato se dej6 entreabierta por 3 a 5 minutos, pero no mas de 15,
para permitir que cualquier exceso de humedad superficial fuera absorbida,

antes de aplicar los discos impregnados de la droga.

Aplicacion de los discos a la placa de agar inoculado:

a) La bacteria predeterminada de discos antimicrobianos fue afiadida sobre
la superficie de la placa de agar inoculada. Cada disco fue presionado
para asegurar su completo contacto con la superficie de agar. Los
discos fueron colocados individualmente con una aguja estéril,
uniformemente de modo que no quedaran mas cerca de 24 mm del

centro de uno del otro. (no mas de 6 discos por plato)

b) Las placas se colocaron de forma invertida dentro de un incubador a

37°C, dentro de los 15 minutos siguientes a la aplicacion de los discos.

Lectura de las placas e interpretacion de los resultados:

1) Después de 18 a 24 horas de incubacion, se examiné cada placa.
Previo chequeo que las zonas de inhibicion obtenidas fueran
uniformemente circulares y que hubiera una confluente capa de
cultivo. Si se observan colonias individuales, significa que el indculo
es demasiado débil y la prueba se repetira. Se medieron los
diametros de las zonas de completa inhibicion (determinandolas
ocularmente), incluyendo el diametro del disco. Las zonas se
medieron hasta el milimetro completo mas proxima, utilizando una
regla para este propésito, colocandola sobre la superficie de la placa
de petri invertida. Por encima de un fondo negro antirreflejante y se

ilumino con luz reflejada. En el caso de Estafilococos cualquier



cultivo apreciable dentro de la zona de inhibicibn se tomé como
resistente.

2) El margen de la zona se tom6 como el area que no muestra ninguna
evidencia de cultivo visible, capaz de ser detectado ocularmente. Se
ignoraron los cultivos débiles como diminutas colonias, que sélo
pueden ser detectadas con la ayuda de lentes de aumento.

3) Los tamanos de las zonas de inhibicion fueron interpretados segun
tabla de referencia NO. 2 NCCLS-2000 y los organismos fueron
informados como sensibles, intermedios o resistentes a los agentes

que fueron analizados.

Cada dia se utilizé como control las siguientes cepas de referencia que

fueron suministradas por el Departamento de Microbiologia de la UNAN- Ledn.

Escherichia coli ATCC 25922 Para Enterobacterias
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Para organismos no fermentadores

c) Los valores de limites minimos y maximos de didmetros de zona que se
utilizaron en una prueba simple de control fueron los listados en la
Tabla 32, 3B y 3C del manual de normas NCCLS 2000 suministrados al
Laboratorio de Microbiologia UNAN-Leon y/o contenidos en la base de
datos WHONET 5.0 que se utilizo.

Produccién de Betalactamasa de Expectro extendido (BLEE)

La produccion de BLEE se establecio utlizando el método de difusion de
doble disco de cefalosporinas de tercera generacion y amoxicilina/clavulanico. El
desarrollo e interpretacion del método se hiz6 siguiendo las recomendaciones del

Comité Nacional de Referencia para Laboratorios Clinicos (NCCLS-2003) (37



Instrumento de Recoleccion de Datos:

Para recoleccién de datos se elaboré una ficha (ver anexo) la cual
contiene datos bdsicos para obtener informacion necesaria, tomando en

consideracion los objetivos que nos planteamos anteriormente.



OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable Concepto Indicador Escala/valores
Edad Tiempo expresado en | Expediente clinico del |0-1 Afo
afios desde el Hospital de Esteli 2-10afos
nacimiento hasta su 11-20 afos
ingreso al hospital 21-30anos
31-40afios
41-50afios
50- mas afos
Sexo Caracteristicas Expediente Clinico Masculino
fenotipicas que Y el paciente Femenino
diferencian al hombre
de la mujer
Muestra Bioldgica Material Bioldgico de Paciente Pus
donde se aislaron Secreciones
Microorganismos Heridas

Antibioticoterapia

Farmaco
antimicrobiano
empleado con el
objetivo de tratar el
proceso infeccioso

Expediente clinico
Hosp.San Juan de
Dios- Esteli

Betalactamicos, sulfas,
Macrélidos, aminoglucoésidos.

Antibidtico Profilaxis

Farmaco
antimicrobiano con el
objetivo de prevenir el
proceso infeccioso

Expediente clinico
Hosp.San Juan de
Dios- Esteli

Betalactamicos, sulfas,
Macrélidos, aminoglucésidos

Factor de Riesgo

Variable que tienen
una asociacion
independiente con el
desarrollo de infeccién
en el sitio de la herida
quirdrgica

Expediente clinico y el
paciente

Edad, Estancia hospitalaria, uso
de antibidticos previo toma
muestra, Servicio de ubicacion

Perfil de resistencia
antimicrobiana

Valoracion de la
resistencia y
sensibilidad de la
bacteria, basado en el
antibiograma de
farmacos

Libro de registros del
laboratorio del
departamento de
Microbiologia de la
UNAN-Leén y del
laboratorio del Hosp..
San Juan de Dios de
Esteli.

Resistente, Intermedia, Sensible.

Servicios

Sala del Hospital
donde fue atendido el
paciente

Libro de registro del
Laboratorio del Hosp..
San Juan de Dios

Pediatria, Ginecologia, Consulta
externa, Cirugia, Medicina Interna,
Emergencia.




RESULTADOS

En el periodo comprendido entre Febrero del afio 2002 y Febrero del 2003, se

lograron obtener 198 muetras biologicas de pacientes que fueron atendidos en los

diferentes servicios del Hospital San Juan de Dios de la ciudad de Esteli, las

muestras biologicas se obtuvieron principalmente de secreciones oticas y de

heridas quirurgicas, ambas en un 20.2%. A todas las muestras se les realizd

cultivo bacteriolégico en atmosfera aerobia, el porcentaje de cultivos positivos fue

68% (134 muestras positivas)

negativas y el 33.6% Gram positivas.

El 66.4 % de las bacterias aisladas fueron Gram

Fig. 1.- Distribucién de cepas de bacterias arobias
aisladas de Pacientes en el Hospital Esteli.
Febrero 2002- Febrero 2003
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Gréfico No 2. Distribucion de cepas gram negativas por diagnéstico
clinico. Hosp. San Juan de Dios. Esteli. Feb. 2002- Feb 2003,
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Streptococos pneumoniae
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Todos los pacientes a quines
se les realiz6 cultivo y aislo
algun tipo de bacteria, fueron
atendidos en el hospital y su
queja entaba relacionada con
un proceso infeccioso entre

los mas cumunes figuro, la

infeccidn otica u otro tipo de infeccidn respiratoria, también se incluyen un numero



importante de secreciones de heridas quirurgicas. (Fig.2), 42% de las
Pseudomonas aeruginos aisladas procedian de pacientes con infecciones oticas,
particularmente en este caso cabe mencionar que la mayoria procedia de

pacientes que asistieron a la consulta externa pero que son parte del personal del

hospital.
Tabla No. 1 Caracteristicas generales de los
pacientes
Numero Porcentaje ]
Edad Los grupos de edades mas
0-1Afo 20 22.4 frecuentes de los pacientes en
2 -10 afios 10 11.2 . . .
quienes se aislaron las bacterias
11 — 20 afios 5 5.61
21 — 30 afios 11 123 incluidas en el estudio fueron: menor
31-40 afios 13 14.7 o igual a un ano y mayor de 51 anos.
41 - 50 af 10 11.2 . .
anos La mayoria de los pacientes a los
51 — mas afos 20 224 _ _ )
Total 89 1000 que se realizo cultivo y aislo Gram
Sexo . .
Eomenino 54 60.7 negativo, eran del Sexo femenino
Masculino 35 39.3 (60.7%) (Tabla No. 1).
TOTAL 89 100.0

En relacion al servicio de ubicacion del paciente al momento de obtener la muestra
para cultivo, se encontré que fue en consulta externa (21.3%) y Neonatologia
(20.2%), donde se realizo la mayoria de toma de muestra. También fue en
consulta externa donde se aisl6 mas importantemente Pseudomona aeruginosa.
(Tabla No.2).

Se determiné que

bla No. 2.- Distribucién de bacterias Gram negativas segin un 43.8% de los
servicio de ubicacion del Paciente
Agente C.Ext. Pediatria Neona- Cirugia Gineco Orto- Medicina pacientes no
tologia pedia

, estaban
P.aureginosa 18 5 10 3 1 4 4

Acinetobacter 0 0 3 4 0 2 2 hospitalizados al
E.coli 1 3 3 9 2 5 2

K.pneumoniae 0 2 2 1 0 1 1 momento  de la

Serratia sp. 0 0 0 0 0 1 0 t q |
TOTAL% 213 112 202 191 337 146 101 | ‘Oma e a

muestra, 33.7% de

ellos tenian entre 1 y 4 dias de hospitalizacion y un 15.7% de 5 a 10 dias de



hospitalizacion. Los dias que permanecieron los pacientes en el hospital fueron
variables, desde menos de 24 horas hasta 67 dias, ubicandose la mayor

frecuencia en el rango de mas de 10 dias.

El 57.3 % de los pacientes habia recibido algun tipo de antibiéticos previo a la
toma de la muestra biolégico de donde se aislaron las bacterias includidas en el
estudio. De estos a un 41.57% se le administré Penicilinas, otros antibiéticos como
Gentamicina y Ciprofloxacina fueron administrados al 23.5% , el resto de

antibidticos indicados estuvieron en rango de 4 a 19%.

En relacion al perfil de resistencia para P. aeruginosa se determindé que el
antimicrobiano de menor efectividad fue Cloranfenicol el 83% de las cepas fueron

resistentes, Quinolonas y aminoglucosidos tuvieron una buena efectividad in vitro

con menos de 10%
Fig. No. 3. Perfil de resistencia antimicroniana de P. aeruginosa
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antimicrobiano considerado antiseudomonico, presentd 8.8% de resistencia y
Ceftrixona 12.19%, (Fig.No.3).

E. coli es un importante microorganismo aislado principalmente de infecciones

urinarias, Sin
Fig. No.4. Perfil de resistencia antimicrobiana de E. coli. Hospital San
Juan de Dios de Esteli. Febrero 2002- Febrero 2004
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infecciones material obtenido de las apendicitis supuradas, y en fracturas
expuestas contaminadas. El perfil de resistencia mostro un alto porcentaje de
cepas resitentes a Trimetoprin sulfametozaxol y de 42.1 % a Cloranfenicol; mas
del 10% de las cepas fueron multirresistens al presentar resistencia a 3 0 mas
antimicrobianos de diferentes familias es el caso de resistencia a sulfas,
cloranfenicol y aminoglucosidos. Los antimicrobianos de mejor efectividad fueron

las quinolonas y las cefalosporinas tales como Ceftriaxona y Ceftazidima.

En las cepas de Acinetobacter sp. analizadas se determind un porcentaje similar
de cepas resistentes a Trimetoprin sulfametoxazol 51.73%, sin embargo
comparada con E. coli el perfil de resistencia en relacion a los otros farmacos
estudiados, podemos decir que estas cepas de Acinetobacter sp. son las que

tienen mayor porcentaje de multirresistencia y en especial a un mayor numero de

farmacos. El
Fig. No. 5. Perfil d ist i timi bi de Acinetobact . - 1
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Klebsiella pneumoniae y Serratia sp. fueron grupados como otros Gram negativos
el perfil de resistencia fue muy diferente al resto de bacterias Gram negativas, el
mayor porcentaje de resistencia se observo en el caso de Gentamicina, 57%
seguido por Trimetoprim sulfa y Ceftazidima en 42.8% , en esta caso también

puede hablarse de multirresistencia sin embargo a diferencia de los Acinetobacter



aqui no se presentd resistencia a las quinolonas, en este grupo lo porcentajes de

resistencia estuvieron a expensas de Klebsiella pneumoniae. ( Fig. No. 6)
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Fig. No. 7. Uso previo de Antibiético y resistencia antimicrobiana de
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En nuestro estudio encontramos que aquellos pacientes (huésped) que
presentaron mas de un factor de riesgo, fue donde se aislaron cepas

multiresistentes. La estancia hospitalaria representdé un importante factor de

riesgo de
Fig. No. 8 Estancia hospitalariay porcentaje de manifestar
resistencia a uno o mas Antibiéticos. Hospital San
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resistencia a

uno o mas farmacos, el rango de estancia fue de menor de 24 horas (consulta
externa) hasta mayor de 10 dias Asi mismo se observd que aquellos pacientes a
los que se les tomo muestra después de 5 dias de hospitalizados presentaron

resistencia a mas de 4 antibidticos.

La edad de los pacientes
L. Fig. No. 9 Edad y porcentaje de resistenciaauno o
fue otra caracteristica més antibiéticos. Hospital San Juan de Dios. Estel.
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numero de farmacos con la estancia hospitalaria y con el uso previo de

antibidticos.



La produccion de Betalactamasa de expectro extendido, se detecto en dos cepas
de Klebsiella pneumoniae y 9 de E.coli, estas cepas presentaron ademas un perfil
de multirresistencia que incluye cepas resistentes a tres o mas familias de
antimicrobianos, en ambos casos se determind resistencia a Betalactamicos,
Aminoglucosidos y Trimetroprin sulfa. En la Fig. No. 10 se observa una cepa de
E. coli con susceptibilidad reducida para Ceftazidima ademas puede observarse la
zona de inhibicién de la Ceftazidima aumentada por el acido clavulanico que
contiene el disco colocado en el centro
del plato. La reaccién ha sido marcada
con una flecha y es el tipo de reaccion
que debe interpretarse como produccion

de Beta lactamasa de expectro extendido.

Fig. No. 10. Produccién de BLEE en
una cepade E. coli.

En general todas las cepas de bacterias aerobias Gram negativas aisladas
durante el periodo de estudio, presentaron multirresistencia (resistencia a 3 o mas
familias de farmacos) el rango de multirresistencia estuvo entre 4% y 21% las de
menor valor de multirresistencia fueron las Pseudomonas aeruginosas y las de

mayor valor los Acinetobacter sp. seguidos por Kblesiella pneumoniae y E. coli.



DISCUSION

La resistencia bacteriana, se ha convertido en una de las mas temidas
complicaciones de las enfermedades infectocontagiosas. La aparicidon vy
propagaciéon de microorganismos resistentes es un problema global que se ha
acentuado en las ultimas décadas, sobre todo en el ambito hospitalario y, mas en
concreto, en las unidades de cuidados intensivos

(UCI), areas caracterizadas por una elevada presion antibiotica.isy La resistencia
bacteriana es detectada comunmente durante el procedimiento microbiolégico
estandar para establecer la causa de la infeccidn en el paciente y asi elegir la
mejor opcion de tratamiento. Las infecciones por bacterias resistentes fallan en
responder al tratamiento, resultando en wuna prolongada enfermedad,
hospitalizacion y aumento del riesgo de muerte en infecciones graves. s,

La vigilancia de la resistencia antimicrobiana es un componente esencial de salud
publica, en particular es de relevancia el uso de hospitales centinelas por ejemplo
en 1980, fue en un hospital centinela en los Estados Unidos donde primero se
detecto una cepas de Neumococo resistente a penicilina .El hospital de Esteli
representa para nosotros lo mas cercano a un hospital centinela, en este hospital
se ha estado realizando un monitoreo continuo de la resistencia desde el afio 2000
por parte del programa de vigilancia de la resistencia antimicrobiana que conducen
investigadores del Departamento de Microbiologia de la UNAN-Ledén. Esta
vigilancia ha permitido establecer que existen importante diferencia entre los
perfiles de sensibilidad de un hospital a otro tal como lo refiere la literatura. Por
ejemplo la resistencia de Pseudomonas aeruginosa reportada en los hospitales de
Chinandega es mucho mayor que la encontrada en nuestro estudio, sin embargo
estos valores son similares a los encontrados por Herrera y col en el afio 2001, en
el mismo hospital y al reportado por Carera E. 2003 en un estudio multicentrico
que incluyo Leon, Chinandega y Esteli, la explicacion mas probable, esta en el
hecho que la mayoria de Pseudomonas aisladas en nuestro estudio procedian de

infecciones aticas que presentaron varias personas que trabajan en el hospital y



que a pesar de hacerlo ahi, no tenian historia de ingesta previa de antibiéticos y

no estaban sistémicamente enfermas.

Los tres géneros mayormente aislados, correspondieron a P. aeruginosa,
Acinetobacter sp. y E. coli, que representan datos similares a los reportados en
estudios nacionales e internacionales en aislados bacterianos de hospitales, este
comportamiento; principalmente con P. aeruginosa se observa en estos locales
por ser los sitios donde llegan los procesos infecciosos mas complicados. (g, 41, 43).
Ademas que a esta ( P. aeruginosa) se le involucra en las infecciones

nosocomiales. (18,19, 21, 22, 43)-

Importante de destacar es el perfil de resistencia observado para E. coli y
Acinetobacter sp. en relacion a Trimetoprin sulfa, este es un antimicrobiano de
amplio uso tanto como automedicacién pero también a nivel médico ya que es el
farmaco normado para control de infecciones por microorganismos como los
mencionados previamente, sin embargo la resistencia en bacterias Gram
negativas ha continuado creciendo en los ultimos afios, tal que en la actualidad
una gran variedad de enterobacterias tales como E. coli son reportados como

altamente resistentes a este farmaco (7, 44, 45)

Al analizar estos resultados, encontramos que los porcentajes de bacterias
resistentes han aumentado en relacién a estudios realizados en afios anteriores
en este mismo hospital. Asi mismo se encontraron altos porcentajes de resistencia
en estudios realizados en Ledn, Chinandega. Se destaca también un porcentaje
alto de resistencia par el Cloranfenicol; igualmente reportado por estudios en
Ledn. Cada vez se han venido utilizando con mayor frecuencia Cefalosporinas,
Aminiglucésidos y Quinolonas para el tratamiento de infecciones producidas por
este microorganismo; aunque en nuestro estudio se refleja la aparicion de
resistencia d algunas cepas a estos antibidticos, otros estudios realizados en

nuestro pais reflejan esta resistencia en porcentajes variables. 3g 41,42, 43



Acinetobacter sp. Que es uno de los microorganismos causantes de infecciones
nosocomiales, en nuestro estudio mostro alta resistencia a todos los antibidticos
utilizados. Similar a lo reportado en dos estudios elaborados en el HEODRA-
Leén.(42‘ 43)

Es importante sefialar que en Venezuela se reportd una resistencia mucho mas
alta para Aminoglucésidos , Cefalosporinas y Quinolonas de hasta un 80%,
situacion analoga se reportd en Espafa, donde incluso se han reportado brotes de
infecciones nosocomiales por cepas multirresistentes. 23y En nuestro estudio los
Gram negativos fueron mayormente resistentes al Trimetoprim Sulfa y al

Cloranfenicol, reflejado igualmente en estudios nacionales e internacionales.

Un hecho difundido en América Central y Suramérica es la obtencion de los
antimicrobianos sin receta médica que unida a la prescripcion inadecuada, se ha
reflejado hoy en enormes resistencias. 20

En el estudio encontramos que 57.3% de los pacientes habian sido tratados
previos a la toma de la muestra con al menos un régimen de antibidticos y en
muchos de ellos se habia manejado hasta con cinco antibiéticos, encontramos que
esta practica no ha variado en este hospital, pues un estudio de hace 2 afos

revela una situacion similar.

La presencia de varios factores de riesgo en un paciente conlleva a una mayor
probabilidad de adquirir Multirresistencia; Se analizaron diferentes factores de
riesgo para el desarrollo de Multirresistencia; demostrando que el uso previo de
antibioticoterapia, una mayor estancia intrahospitalaria previo al cultivo se
relacionaron con el desarrollo de multirresistencia. Asi, reportamos que mas de la
mitad de los pacientes que recibieron antibidticos o bien mostraron una estancia
hospitalaria mayor de 5 dias portaban cepas resistentes a mas de 4 antibidticos,
igual sucede con la edad ; entre mayor edad, mayor numero de cepas resistentes
a 4 6 mas antibidticos. Observamos que los pacientes de mayor edad fueron a los
que se asociaron varios factores de riesgo tales como una estancia

intrahospitalaria prolongada por la condicion clinica, uso previo de antibiotico



terapia, confirmando asi la relacion entre factores propios del huésped y la
presencia de Multirresistencia. Situacion similar en el extranjero y en nuestro
medio.(s, 9, 21, 23, 41,43)

La Multirresistencia en bacterias Gram negativas es un fendmeno creciente en la
era actual de uso y abuso de antibiéticos, el mecanismos mas importante que ha
promovido este fendmeno es la produccion de enzimas capaces de hidrolizar a las
cefalosporinas de expectro extendido (CEE), situacion que induce el uso de otras
familias de farmacos tales como las Quinolonas. ElI fendmeno de la
multirresistencia se ha reportando especialmente para Acinotobacter, E. coli y
Klebsiella, en la mayoria de piases que han reportando multirresistencia, en
nuestro estudio estas bacterias fueron también en la cuales se determino la
resistencia a 3 o mas familias de antibidticos, particularmente la asociacion
resistencia a Quinolonas, Betalactamicos y Aminoglucosidos sumada en muchos

casos a la sulfas. ()

La utilizacion de CEE como son las cefalosporinas de tercera, cuarta generacion y
monobactamicos se han considerado en las ultimas dos décadas entre los
tratamientos de eleccion para infecciones causadas por bacterias Gram negativas
como E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter spp, entre otras. Sin embargo, a través
del tiempo, el incremento en el uso de estas cefalosporinas se ha asociado a
incremento en el aislamiento de bacterias Gram negativas resistentes a ellas, lo
que se ha convertido en un serio problema en el tratamiento de estas infecciones.
Los mecanismos de resistencia bacteriana a CEE identificados en Gram negativos
son: alteracidn del sitio blanco particularmente en proteinas fijadoras de penicilina
(PBP); b) disminucion en la permeabilidad al antibidtico; c) la produccion de
betalactamasas que inactivan la cefalosporina que pueden ser las betalactamasas
de espectro extendido (BLEES) y las de tipo AmpC. La produccion de BLEEs por
las bacterias Gram negativas se considera el principal mecanismo de resistencia a
CEE. Estas enzimas han sido detectadas en casi todas las especies de
Enterobacteriaceas predominantemente en K. pneumoniae y E. coli

Generalmente la informacién genética para la sintesis de BLEEs esta codificada



en plasmidos y dado que éstos son facilmente transmisibles entre los diferentes
miembros de las enterobacterias hace mas facil la diseminacién de este fenotipo
de resistencia entre estas bacterias, por tanto la importancia de vigilar el
aparecimiento intrahospitalario de cepas productoras de BLEE. En nuestro estudio
BLEE fue determinada en cepas de K. pneumoniae y E. coli este es el primer
reporte realizado en el hospital de Esteli, solamente en el HEODRA.Le6n, en anos
previos se habia hecho tal determinacidén y caracterizacion de enzimas de este
tipo.

A pesar de que la produccion de BLEE se describi6 inicialmente en Europa en
1983, inmediatamente después se identificaron en Estados Unidos de
Norteamérica (EUA) y a partir de entonces se han identificado practicamente en
todo el mundo. En América Latina existe escasa informacion sin embargo hay

algunos estudios principalmente de Argentina, Venezuela, Brasil y Nicaragua

(12,47)

Esperamos que los resultados de este estudio ayuden a adecuar las pautas de
tratamiento y cooperen en modificar conductas de riesgo que facilitan la induccion
de resistencia, como el abuso en la prescripcion de antimicrobianos vy

hospitalizaciones innecesarias.



CONCLUSIONES

. Las bacterias Gram negativas mas importantes dada la frecuencia
con que se aislaron en los cultivos fueron: P. aeruginosa, E. coli,
Acinetobacter sp.

. Se encontré que la mayoria de los pacientes eran del sexo femenino
(60.7%), y se encontraban en los rangos de edad de 0 a 1 afios y
mayores de 51 afios.

. En general los Gram negativos mostraron alta resistencia para
Trimetoprim Sulfa y Cloranfenicol. P. aeruginosa fue mas resistente a
Cloranfenicol. E. coli mostro alta resistencia a Trimetoprim Sulfa y
Cloranfenicol; igualmente Acinetobacter sp. Otros Gram negativos
como Klebsiella y Serratia fueron mas resistentes a Gentamicina,
Trimetoprim Sulfa y Ceftazidima.

. Se demostro la relacion existente entre el uso previo de antibidtico,
estancia intrahospitalaria previa a la toma de muestra asi como la
edad con la presencia de Multirresistencia.

. Se determiné la produccion de BLEE en cepas de K. pneumoniae y

E. coli.



RECOMENDACIONES:

Normalizar el sistema de vigilancia de resistencia antimicrobiana existente.
Normalizar la toma y manejo de muestras biolégicas en los diferentes
servicios, previo al uso de antibidticos.

Hacer uso racional de antibioticos, que permita disminuir la aparicién de
resistencia, basado en lo siguiente:

Utilizar siempre un antibidtico para el que haya sido comprobada la
sensibilidad del germen causante de la infeccién a tratar, o de no ser
posible, al menos pueda esperarse razonablemente que si lo sea.

Utilizar siempre, dentro de lo posible, aquel antibiético que presente un
espectro antimicrobiano mas estrecho.

Administrar el antibiético durante el tiempo, dosis y por la via adecuada

para alcanzar el efecto terapéutico.
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Multirresistencia Antimicrobiana de bacterias Gram negativas
Hospital San Juan de Dios Esteli. Febrero 2002-Febrero 2003

No. de ficha: No. Expediente:

Fecha:

Nombre del Paciente:

Edad: Sexo: Servicio:

Diagnostico Clinico:

Dias de hospitalizacion previos toma muestra Dias totales
hospitalizacion

Tipo de muestra:

de

Antimicrobianos utilizados previo a latoma de muestra

Firma del Médico
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