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La presente investigacion tuvo como objetivo aislar e identificar bacterias causantes
de infecciones nosocomiales (IN) en los servicios de la Unidad de Cuidados Intensivos y
Traumatologia y Ortopedia de un hospital de tercer nivel del Sector Salud en el Estado de
Puebla asi como determinar los perfiles de resistencia/sensibilidad a antimicrobianos de
cada una de las cepas aisladas, demostrar la capacidad inmunogénica del lipopolisacarido
(LPS) de la membrana externa de Acinetobacter baumannii (Aba) y cuantificar su

concentracion en la biomasa de dicha bacteria.

En el periodo comprendido de enero a agosto de 2011, se aislaron e identificaron 76
cepas bacterianas de infecciones nosocomiales de pacientes ingresados a los servicios de
Terapia Intensiva y de Traumatologia y Ortopedia. La identificacion se realizd por
duplicado utilizando pruebas bioquimicas convencionales y el sistema automatizado Vitek
2, Biomerieux. Para evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos se utilizé el método de
Kirby Baler (difusidon en sensidiscos), con base en los estandares acoplados por la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009) y el mismo equipo Vitek 2 Biomeriex.
Las cepas con mayores frecuencias de aislamientos en ambos servicios fueron E. coli,

seguida de Ps. aeruginosa y Acinetobacter baumannii (Aba).

El 100% de las cepas de E. coli resulté resistente a AM, ATM, CB, CF, NOR, Te; el 83%
fue resistente a CRO, GM y el 67% resistente a K, SXT. Los antibiéticos mas eficientes
fueron PB, al que fue sensible el 100% de las cepas aisladas, el 83% fue sensible a CAZ e
IMP, en tanto que Cy GM no probaron ser buenas elecciones. El 100 % de las cepas de Ps.
aeruginosa mostrd resistencia a los siguientes antibidticos: AM, CB, CF, CRO, C, K, Te y
SXT; en el 75% de las cepas aisladas se detectd resistencia a CAZ, IMP, NOR; el uUnico
antimicrobiano al cual se mostraron 100% sensibles fue la Polimixina (PB). Cabe resaltar
que el 75% de las cepas de Ps. aeruginosa mostrd resistencia a Imipenem lo cual es un
hallazgo para esta unidad hospitalaria. El 100% de las cepas de A. baumannii aisladas

mostro resistencia a todos los antibidticos probados con excepcién de la Polimixina (PB) y



la Gentamicina (GM) para los que mostré 100% de sensibilidad. Del total de cepas de Aba

el 25% mostré sensibilidad a Tigeciclina y el 75% mostro resistencia.

Se prepard Antigeno “O” (Lipopolisacdrido, LPS, de membrana externa) de las cepas 35,
43 y 67 de Aba; se desarrollaron Anticuerpos por medio de un protocolo de inmunizacién en
animales de laboratorio contra cada uno de los antigenos. Se realizd puncién cardiaca y se
separd el suero con los anticuerpos producidos contra los 3 antigenos de Aba. Esos
anticuerpos se retaron por aglutinacién pasiva contra células viables de las cepas 35, 43y 67
Aba. En todos los casos la aglutinacion fue positiva, pudiéndose inferir que todas las cepas
comparten determinantes antigénicos comunes, ademds se demostré la capacidad

inmunogénica del LPS.

Se cuantificod la concentracién de LPS utilizado dos mezclas de solventes de diferente
polaridad obteniendo 2.23% de lipidos para la mezcla Hexano: Isopropanol 1:1 y 0.58% para
la mezcla Hexano: Tolueno 1:1, demostrando que la polaridad mas alta de la primera mezcla

fue mas eficiente.

Es necesario continuar con la presente investigacion para poder disefiar el biosensor que
permita verificar los mecanismos de sanitizacion de las diferentes areas del hospital que asi
lo requieran, asi como de las manos del personal médico y paramédico que atienden a los

pacientes en estado critico.



En el Capitulo | se realiza el Planteamiento del Problema, que ubica a las Infecciones
Nosocomiales (IN) como un serio problema de Salud Publica por sus graves implicaciones
econdmicas y sociales, tanto para los Sistemas de Salud como para las familias de los
pacientes que las adquieren como resultado de su ingreso en el hospital, enfatizando que
la adquisicidn de un IN es consecuencia involuntaria de la atencién del personal médico y

paramédico.

La investigacion se justifica debido a que todo esfuerzo por recabar informacion que
permita la prevencién y el control de las IN, favorecera tanto al hospital como a los
pacientes, mejorando en todos sentidos la atenciéon que estos reciben, reduciendo tasas

de mortalidad y costos de tratamiento por sobre-estancia hospitalaria.

Ya que la investigacidon no es experimental, no se establece hipdtesis, siendo ademads
prospectiva, observacional y transversal. Los objetivos de este estudio fueron los
siguientes: aislar e identificar a los agentes etioldgicos causantes de las IN; definir los
patrones de resistencia/sensibilidad a los antimicrobianos probados; preparar a partir de
las cepas aisladas de Acinetobacter baumannii el antigeno “O” (Lipopolisacarido (LPS) de
membrana externa); aplicar un protocolo de inmunizacidn en animales de laboratorio
para evaluar la capacidad inmunogénica del antigeno “O” preparado y cuantificar la

cantidad de lipidos presentes en biomasa de Aba.

Respecto al contexto general de la investigacion se aclara que esta se realizé en
diferentes lugares dependiendo del objetivo especifico que se estuviera trabajando. Las
muestras correspondientes a UCI se tomaron directamente de los pacientes ingresados en
dicho servicio, en tanto que para los pacientes del Servicio de Traumatologia y Ortopedia,
éstas se tomaron durante las cirugias de desbridamiento secundario o bien directamente

a los pacientes post-operados ya ubicados en piso. La eleccién de la toma de muestra se



establecié con base en cada caso particular siguiendo las indicaciones de los Jefes de cada

uno de los Servicios.

El procesamiento de las muestras para la identificacion del o los agentes etioldgicos, la
evaluacion de perfiles de sensibilidad/resistencia a antibidticos, la preparacion del
antigeno “0O”, la comprobacién de la capacidad inmunogénica del lipopolisacarido, la
obtencién de biomasa y su concentracién asi como la cuantificacidon de la concentracion
del LPS se realizaron en la Clinica Ruiz (Laboratorios Clinicos de Puebla) en los
departamentos de Microbiologia e Inmunologia. El protocolo de inmunizacién para los
conejos se realizé en el laboratorio de Fisiologia de la Universidad de las Américas Puebla.
Una vez terminado el protocolo de inmunizacién y obtencidn de sangre por puncién
cardiaca en los conejos, estos se regresaron al Bioterio de la B. Universidad Auténoma de
Puebla. La obtencidn del suero hiperinmune se obtuvo en el Laboratorio de Fisiologia de la

Universidad de las Américas Puebla.

En el Capitulo Il se describe la problematica actual de las IN, tanto a nivel nacional
como internacional, enfatizando que ésta no es una situacion local, sino que la mayoria de
los paises de América Latina, Europa y Asia estan investigando sobre las infecciones
nosocomiales a diferentes niveles, desde el molecular hasta el epidemioldgico, para
proponer estrategias que permitan dar al paciente mayor seguridad a su ingreso en la
unidad hospitalaria. Se describen también los principales agentes causales de IN en
nuestro pais y se destaca la iniciativa de diferentes instituciones para disefiar programas
gue atiendan este serio problema que enfrenta el Sistema de Salud y que permitan
disminuir las tasas de mortalidad y los costos atribuibles a las prolongadas estancias

hospitalarias que una infeccién nosocomial genera.

En la presente investigacion se investigd especialmente a Acinetobacter baumannii
(Aba) por su alta frecuencia de aislamiento, tanto de pacientes infectados como de

pacientes colonizados. Se describen sus mecanismos moleculares de resistencia a



antibidticos y las elecciones terapéuticas para su erradicacidon, haciendo especial énfasis
en la actividad de Polimixina, Gentamicina y Tigeciclina, que son los antibidticos sugeridos

en las referencias consultadas para tratar infecciones intrahospitalarias causadas por Aba.

El Capitulo Il se refiere a la Metodologia de Trabajo estableciendo la ubicacién espacio
temporal de la investigacidn, describiendo la poblacién, asi como los criterios de inclusion,
exclusién y eliminacién de cada elemento muestral. Se describen los recursos tanto
humanos como financieros, que fueron utilizados durante el desarrollo del presente
estudio. Después se abordan los aspectos éticos respecto al manejo de la informacién de
la identidad cada paciente, respetando en su totalidad la confidencialidad y al trato y

manipulacidn de los animales de laboratorio.

Al finalizar el capitulo se encuentran los materiales y los métodos de trabajo
empleados para obtener los datos experimentales, describiendo la obtencién y el
procesamiento de cada muestra, la preparacion del Antigeno “O”, el desarrollo de
anticuerpos en animales de laboratorio, la obtencién del suero hiperinmune, la
aglutinacidn pasiva entre los sueros hiperinmunes que contienen los Anticuerpos contra el
LPS de las cepas utilizadas y las células viables de Aba, la produccidon de biomasa de Aba y
su posterior concentracion por centrifugacion para finalmente reportar la concentracién

del LPS obtenido.

En el Capitulo IV se reportan los resultados experimentales y se discuten,
comparandolos con referencias de investigaciones similares tanto nacionales como
internacionales. Se establecid que el aislamiento de Aba en esta unidad hospitalaria es un
hallazgo, que coincide con reportes tanto nacionales como internacionales ubicando a
este microorganismo como un patégeno emergente de muy alta peligrosidad, por su
capacidad para expresar fenotipicamente patrones de resistencia a la mayoria de los
antibidticos disponibles comercialmente, caracteristica que coincide con las cepas aisladas

en esta unidad hospitalaria, siendo sensible Unicamente a Polimixina y Gentamicina



ambos farmacos de alta toxicidad para el paciente y cuyo manejo requiere de un
cuidadoso seguimiento por parte del personal médico tratante. Se expone también la
capacidad inmunogénica del Antigeno “O” preparado con tres cepas seleccionadas de
Aba, que produjeron aglutinacidén pasiva con todas las cepas probadas, mostrando que es
posible que las cepas de Aba probadas compartan determinantes antigénicos comunes
gue las podrian ubicar como del mismo clon. Todas las cepas de Aba aisladas presentan
resistencia a Imipenem, que es un carbapenémico sugerido para tratar infecciones

nosocomiales causadas por Aba, lo cual ya no es una opcidn para esta unidad hospitalaria.

Respecto a la cuantificacion del LPS, se obtuvo una mayor recuperacién con la mezcla

de solventes Hexano: Isopropanol que es mas polar que la mezcla Hexano: Tolueno.

De los resultados de la presente investigacion se hace evidente la necesidad de diseiar
y poner en practica programas de capacitacion para el personal médico y paramédico con
el fin de reforzar las medidas de precaucion que se deben tomar para evitar la

diseminacion de clones de Aba pan-resistentes.

Finalmente se presentan las referencias tanto bibliograficas como electrénicas

consultadas para dar soporte a la presente investigacion.



CAPITULO I.
INTRODUCCION



1.1 Planteamiento del Problema

Segln la Norma Oficial Mexicana (NOM)-045-SSA2-2005", la infeccién hospitalaria o
nosocomial (IN) es aquella que se desarrolla en el paciente hospitalizado y que no estaba
presente o en periodo de incubacién en el momento de su admision en el centro, siendo
una consecuencia involuntaria de la atencidn médica o paramédica. La maxima
prevalencia de infecciones nosocomiales ocurre en unidades de cuidados intensivos (UCI)
y en pabellones quirurgicos de ortopedia debido al tamafio de las incisiones y a la

duracidn de las cirugias, aunque la prevalencia dependera de cada unidad hospitalaria.

Las IN son complicaciones en las que se conjugan bdsicamente tres factores: los
relacionados a la gravedad y caracteristicas del paciente, las relacionadas con el medio
ambiente hospitalario y aquellos que tienen que ver con el agente infeccioso y su
comportamiento ante el tratamiento propuesto por el personal médico. Resulta evidente
la necesidad de investigar cada uno de los tres factores mencionados previamente, siendo
el interés de la presente investigacion la identificacion de los agentes causales de IN y su
comportamiento ante los agentes antimicrobianos, ya que no han sido investigados ni

reportados en la ciudad de Puebla.

En México, la informacién con respecto a la prevalencia de IN es escasa y se refiere a
algunos estudios realizados en hospitales de referencia y de segundo nivel, que indican
que éstas ocurren con una frecuencia que oscila entre 2.1 y 15.8% de las
hospitalizacionesz. En la década de los noventa, la Secretaria de Salud puso en practica
algunas acciones para el mejoramiento de la calidad en los servicios de salud y realizé un
diagndstico en las instituciones de su area. Sin embargo dichas iniciativas se hicieron de
manera aislada y no han tenido un seguimiento pertinente. El concepto de calidad en la

atencion se ha presentado por tradicion con un enfoque organizacional y gerencial con el



fin de hacer eficiente la administraciéon de recursos y aumentar la productividad de los
servicios, dejando al usuario y al paciente como sujetos ubicados al final de la cadena de
atencién. Desde principios de los afios noventa se empezaron a tomar en cuenta los
derechos humanos y sociales de los pacientes, lo que hace aiun mas compleja la definicidn

y la puesta en practica del concepto calidad de la atencion. Citando a Castro-Vazquez >:

En México, la salud es un derecho constitucional que se traduce en varias
modalidades: los servicios dirigidos a los trabajadores mediante la seguridad
social (Instituto Mexicano del Seguro Social, Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de Trabajadores del Estado, Servicio de la Defensa Nacional y de la
Marina) y aquellos dirigidos a la poblacidn abierta que no cuentan con seguridad

social [como el caso de los Hospitales Generales del Sector Salud].

El Programa de la Cruzada por la Calidad de los Servicios de Salud reconoce cuatro
problemas principales en los servicios de salud: a) bajo nivel de la calidad de los servicios
de salud publicos y privados; b) diferencia y heterogeneidad de los niveles de calidad entre
diferentes regiones geograficas, instituciones y al interior de éstas; c) percepcién, por parte
de la poblacién encuestada, de una mala calidad de los servicios y d) informacion pobre y
poco confiable sobre el desempefio de los servicios de salud. La idea central de la Cruzada
respecto al concepto de calidad queda definido en dos indicadores: el trato digno al
paciente con pleno respeto a sus derechos humanos y a su cardacter individual como
persona, y la atencion médica efectiva, que resuelva el problema con los recursos

disponibles, que sea ética y ademas segura’.

Es el segundo indicador el que se toma en cuenta para la presente investigacién, ya
que cuando un paciente ingresa al hospital y se pone en manos del personal médico y
paramédico tiene en mente recuperar su salud y no empeorarla, entendiendo que la
adquisiciéon de una infeccidn nosocomial es el efecto involuntario de la atencién que el
paciente recibe como resultado de su estancia en la unidad hospitalaria, pero es

responsabilidad legal de la institucidon asegurarle al paciente satisfaccion, entendida esta



como la “percepcion favorable que produce en el usuario la recepcion de una atencién de

calidad”.

Ademas, el interés por las Infecciones Nosocomiales (IN) y su gravedad se pueden
evidenciar por el nUmero de citas presentes en internet: tan sélo de enero a octubre de
2013 se han reportado 143 mil casos, y segun la Organizacidn Panamericana de la Salud en

Meéxico las IN representan la tercera causa de muerte®.

Las IN son un problema multifactorial de salud publica de extraordinaria importancia
social y econdmica con caracteristicas especificas y Unicas en cada unidad hospitalaria ya
gue se consideran como un indicador de la calidad de la atencién médica, como se
mencioné antes. Este tipo de infecciones son de importancia tanto clinica como
epidemioldgica, ya que condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad, e inciden en
los afios de vida potencialmente perdidos de la poblacidn que afectan, a lo cual se suma el
incremento en los dias de hospitalizacidn, los costos de atenciéon relacionados y el dafo

. .. 2,4,56,7,8,9,10,11, 12
emocional para las familias .

El documento Reto Mundial en pro de la seguridad del paciente 2005-2006’, editado
por la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS), sefiala que en México se producen
anualmente 450 mil casos de infecciones nosocomiales, causantes de 32 defunciones por
cada 100 mil habitantes. En el mismo documento se establece que en Inglaterra el costo
anual de las IN es de mil millones de libras. En Estados Unidos, la cifra oscila entre 4500 a
5700 millones de ddlares anuales. En México, el costo anual se acerca a 1500 millones de
ddlares. Segun datos de la Secretaria de Salud (SS), en 2007 se reportaron 35 mil casos de
infecciones hospitalarias en todo el pais; sin embargo, la Secretaria de Salud reconoce que
puede haber un subregistro de alrededor de 700 mil casos. El 50 por ciento de éstos son
por bacteriemia (infeccién generalizada por bacterias en la sangre), neumonias e

infecciones urinarias.
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El problema de las IN se puede analizar desde dos perspectivas: la primera que
corresponde a gastos por estancias hospitalarias prolongadas con las consecuentes

complicaciones y la segunda por el costo social y sus efectos en el ndcleo familiar.

Para analizar la primera perspectiva, la relacionada a gastos por estancia hospitalaria,
Navarrete-Navarro® reporta en el estudio realizado para estimar los costos asociados a
infecciones nosocomiales en nifios tratados en dos unidades de terapia intensiva en el que
se investigaron los costos de las pruebas diagndsticas y de los recursos terapéutico
empleados, asi como el exceso de estancia hospitalaria debida a la presencia de una
infeccion nosocomial, el costo promedio por infeccion fue de $91,698 MN vy el gasto global
fue de 9.3 millones de pesos MN, teniendo presente que el estudio tuvo un ano de
duracion y que se realizd en un hospital de la Secretaria de Salud. Estos costos se
incrementan si el servicio que recibe el paciente tiene lugar en una institucion privada. Es
de considerar también que al tratarse de nifios las dosis administradas son pequeias, y a

pesar de eso los costos son considerables.

En el reporte de investigaciéon publicado por Alvarez y Amaro® se hace referencia a
otra investigacidon realizada por Pooli, en el que se menciona que en México se ha
estimado que el costo promedio de atencién de un caso de IN es de $55,000 pesos M.N.
En 2003, a través de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE)>, que
incluye a 133 hospitales de los 1005 que consta el Sector Publico, se registraron 28,500
casos de IN. Esto implicaria que se gastaron 1,567.5 millones de pesos MN, en ese afio.
Esta cifra es mayor al 6% del presupuesto total asignado a la Secretaria de Salud para el
afio 2004. Continuando con Alvarez y Amaro, quienes investigaron costos atribuibles a
infecciones nosocomiales en un hospital de Sonora en el periodo de octubre 2007 a enero
de 2008, reportan que los costos aplicables a IN provocaron el 56% de exceso en el costo
total de hospitalizacion de los pacientes, lo que supone un costo anual de 6.5 millones de

pesos. Intervenciones para mejorar el cuidado de catéteres y sondas, asi como reducir la
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estancia hospitalaria, pueden disminuir el riesgo de las IN y evitar el excesivo costo que

provoca su atencion.

A finales de los afios 90 se inicid6 en México la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemioldgica (RHOVE), que se enfoca al analisis clinico-epidemioldgico de las IN. En el
afio 2005 en el Hospital General de Xoco de la Secretaria de Salud del Distrito Federal, se
inicid el proyecto de revisién de casos llamado Perfil Epidemiolégico y Control de
Infecciones Nosocomiales en la Unidad de Cuidados Intensivos (PECIN—UCI)13, que
revisaron expedientes de los pacientes atendidos en UCI desde el 26 de diciembre de 2005
hasta el 25 de diciembre de 2010 reportando los siguientes resultados en cuestién de
costos: En pacientes sin IN, el costo alcanzé 30,794.98 pesos el dia/cama, en tanto que en
pacientes con IN, el costo se incrementa a 36,288.88 pesos el dia/cama. No se cuenta con

datos respecto al costo de las IN por dia/cama en el estado de Puebla.

A la par con los altos costos de tratamiento y con el impacto social sobre el nucleo
familiar, es preciso analizar la informacién referente a los agentes microbianos causantes
de las IN y su creciente y progresiva resistencia a multiples antimicrobianos
comercialmente disponibles, evento que limita las opciones terapéuticas haciendo mas
complicada la toma de decisiones por parte del personal médico responsable de los
pacientes infectados. Segun el reporte del proyecto PECIN-UCI®® el 54.9% de los casos de

IN se debieron a bacterias Gram negativas, 32.4% a Gram positivas y 12.2% a hongos.

De todas las bacterias aisladas en el periodo 2005-2010, que reporta el proyecto
PECIN-UCI®, se analizara especificamente la frecuencia de aislamientos de Acinetobacter
baumannii (Aba) que es el microrganismo (m.o.) de interés en la presente investigacion.
En 2005 su frecuencia de aislamiento en UCI fue de 1.47%, en 2006 de 7.29%, en 2007 de
3.96%, en 2008 de 22.69%, en 2009 de 45.93% y en 2010 de 25.92%. Un paciente
infectado por Aba prolonga su estancia en la UCI, aumentando costos de tratamiento, asi

como el riesgo tanto de morbilidad como de mortalidad.
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Aguirre-Avalos y col.* reportan que en el Servicio de Terapia Intensiva del Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y en el Hospital General Regional 110 del
IMSS, “Aba es la especie que se aisla con mayor frecuencia en las infecciones
nosocomiales”. Un rasgo que identifica a este m.o. es su capacidad para adquirir y
desarrollar resistencia a multiples antimicrobianos, lo que complica la eleccién de un
tratamiento que ayude al paciente a recuperar su salud. Como caracteristicas generales de
Aba se pueden mencionar: Persistencia en ambientes hospitalarios en superficies
inanimadas por periodos prolongados, minimos requerimientos nutrimentales, patégeno

nosocomial reconocido, capacidad para adquirir genes de resistencia con suma facilidad.

Por todo lo explicado en los parrafos anteriores cabe destacar que cualquier esfuerzo
de investigacidon que se haga para documentar el serio problema que representan las IN
en nuestro medio, permitird a la unidad hospitalaria en cuestidn, tener elementos que le
permitan tomar decisiones y proponer programas de prevenciéon disminuyendo riesgos al
paciente e incrementando la calidad en el servicio, centrada ésta en la satisfaccién del

paciente y de sus familiares.

1.2 Justificacion

La justificacion de la presente investigacidon se sustenta en la necesidad de recabar
informaciéon sobre los agentes microbianos que con mayor frecuencia se aislan de los
pacientes ingresados en los servicios de Traumatologia y Ortopedia y de la Unidad de
Cuidados Intensivos de un hospital de tercer nivel del Sector Salud con el fin de reducir los
costos econémicos por estancias hospitalarias prolongadas, o bien por la necesidad
humana de evitar costos sociales y emocionales tanto al paciente como a sus familiares.

Con base en los que afirma Navarrete-Navarro:
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“la mortalidad secundaria a las IN tiene un impacto directo sobre la integridad
del ndcleo familiar, asi como un alto costo social para el paciente y su familia
reflejado como ausentismo laboral, desintegracion familiar y secuelas
transitorias. Este costo social es dificil de evaluar en términos econémicos,

pero implica un aumento en el nimero de demandas legales por parte del

paciente infectado”’.

No es preciso seleccionar alguno de los dos enfoques antes mencionados para
justificar el disefio de estrategias de prevencion de las IN, pues lo que se requiere es
aportar informacién basica acerca de sus causas, su frecuencia y sobre la identidad de los
agentes etioldgicos en la Unidad Hospitalaria donde se realiza la investigacion, con el fin
de disminuir la cifra de defunciones y el dafio emocional y econémico causado a las

familias de estos pacientes.

Ya que Aba es el m.o. de interés para el presente estudio, se describe como bacilo o
cocobacilo Gram negativo, muy versatil y adaptable a diferentes ambientes, con pocos
requerimientos nutricionales, una elevada capacidad para sobrevivir por semanas en
ausencia de humedad, siendo sus reservorios naturales superficies inanimadas como:
camas, barandales, sabanas, cortinas, sistemas de ventilacién, teléfonos, teclados,
instrumental médico, colonizacién de la piel del personal médico y paramédico que

genera como consecuencia la diseminacion a los pacientes.

Actualmente es incuestionable la responsabilidad de Aba en brotes epidémicos en las
Unidades de Cuidados Intensivos y otras dreas de los hospitales, lo que aumenta la
morbilidad y mortalidad haciendo que se produzcan estancias hospitalarias prolongadas
que elevan los costos de atencidn para los pacientes. La frecuencia de aislamiento de Aba
en las Unidades Hospitalarias de la ciudad de Puebla es un evento poco estudiado, asi

como sus patrones de sensibilidad-resistencia a antibidticos.
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Para que una cepa Gram negativa exprese resistencia a uno o mas antibidticos es
preciso que alguno de los siguientes mecanismos, o varios de ellos, se hayan expresado
fenotipicamente: aumento de la expulsién del antibidtico mediada por la activacion de las
bombas de expulsién; hidrdlisis enzimatica de antimicrobianos; disminucién de Ia
permeabilidad de la membrana externa a antibioticos por la disminucién en la expresion
de porinas y modificacién o mutacién del sitio blanco (diana) del antibidtico * 7 18,
Existe una estrecha relacién entre las proteinas de la membrana celular bacteriana y la
resistencia a antibidticos, ya que muchos de los antibiéticos comercialmente disponibles
contra Gram negativos tienen como diana a alguna de las proteinas de membrana®. Se
sabe que los lipopolisacaridos de la pared celular bacteriana pueden funcionar como
inmundgenos, este hecho permitiria disefiar sistemas de complejos Antigeno-Anticuerpo
gue podrian ser detectados por algun tipo de biosensor para verificar la ausencia de Aba
en el medio ambiente hospitalario, evaluar la calidad del proceso de limpieza de
superficies inertes y del lavado de manos para disminuir asi la frecuencia de este patdgeno
emergente en el entorno donde se encuentra el paciente grave. La prevencién es la mejor

estrategia para reducir los riesgos de contraer una IN, y en consecuencias disminuir los

costos asociados y dafios tanto emocional, econdmico y social al paciente y a su familia.

1.3 Hipétesis
No se establece hipdtesis porque el estudio es observacional.

1.4 Objetivo General
Aislar Acinetobacter baumannii (Aba) de infecciones nosocomiales, determinar su

resistencia a antibidticos comercialmente disponibles y después evaluar la capacidad

antigénica del lipopolisacarido de la membrana externa.

Objetivos especificos
e Aislar e identificar a los agentes etioldgicos causantes de las IN.

e Definir los patrones de resistencia/sensibilidad a los antimicrobianos probados.
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e Preparar a partir de las cepas aisladas de Aba el antigeno “0O”.
e Aplicar el protocolo de inmunizacién en animales de laboratorio para evaluar la
capacidad inmunogénica del antigeno O preparado.

e Cuantificar la cantidad de lipidos presentes en biomasa de Aba.

1.5 Contexto general de la investigacion

La investigacion se realizd en diferentes lugares dependiendo del objetivo
especifico que se estuviera trabajando. Las muestras correspondientes a UCI se tomaron
directamente de los pacientes ingresados en dicho servicio, en tanto que para los
pacientes del Servicio de Traumatologia y Ortopedia, éstas se tomaron durante las cirugias
de desbridamiento secundario o bien directamente a los pacientes post-operados ya
ubicados en piso. La eleccién de la toma de muestra se establecid con base en cada caso

particular siguiendo las indicaciones de los Jefes de cada uno de los Servicios.

El procesamiento de las muestras para su identificacion, evaluacidon de perfiles de
sensibilidad/resistencia a antibidticos, la preparacién del antigeno O, la comprobacion de
la capacidad inmunogénica del lipopolisacarido, la obtencién de biomasa y su
concentracion, se realizaron en la Clinica Ruiz (Laboratorios Clinicos de Puebla) en los
departamentos de Microbiologia e Inmunologia. Los protocolos de inmunizacién para los
conejos se realizaron en el laboratorio de Fisiologia de la Universidad de las Américas
Puebla. Una vez terminado el protocolo de inmunizaciéon y obtencién de sangre por
puncion cardiaca en los conejos, estos se regresaron al Bioterio de la B. Universidad

Autonoma de Puebla.

La cuantificacién del lipopolisacarido se realizé en la Clinica Ruiz (Laboratorios Clinicos

de Puebla).
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CAPITULO II.
MARCO TEORICO
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2.1. Problematica actual de las infecciones nosocomiales en México

La infeccion hospitalaria o nosocomial (IN) es aquella que se desarrolla en el paciente
hospitalizado después de 48 horas y que no estaba presente o en periodo de incubacién
en el momento de su admision en el centro, y es consecuencia involuntaria de la atencién
médica o paramédica. Segun la NOM-EM-002-SSA2-2003, una infeccidn nosocomial es la
multiplicacién de un organismo parasitario dentro del cuerpo, que puede o no dar
sintomatologia y que fue adquirido durante la hospitalizacidon del paciente. La definicidn
se ha actualizado y en la NOM-045-S5A2-2005" la infeccién nosocomial se describe como
“la condicidn localizada o generalizada resultante de la reaccién adversa a la presencia de
un agente infeccioso o su toxina, que no estaba presente o en periodo de incubacién en el
momento del ingreso del paciente al hospital y que puede manifestarse incluso después
de su egreso”. Con base en lo que sugiere Navarrete-Navarro® el objetivo mas importante
de un programa de control de calidad en hospitales es reducir tanto el riesgo de adquirir
una infeccion como la morbilidad, ademas de los costos asociados. El impacto de estas
infecciones, no sélo en costos, sino también en discapacidad y muerte, es el argumento
mas importante para desarrollar programas que garanticen la calidad en la atencion al

paciente y el control de IN.

Todo paciente que ingresa a un hospital esta en riesgo potencial de adquirir una Infeccién
Nosocomial (IN). Este riesgo aumenta si el paciente requiere de atencién en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) o si es sometido a cirugias prolongadas o invasivas, como es el
caso de pacientes del Servicio de Traumatologia y Ortopedia. El uso de terapias
antimicrobianas es usual en el paciente hospitalizado en los dos servicios mencionados. Las
infecciones adquiridas como consecuencia de la estancia hospitalaria prolongada
incrementan la morbilidad, la mortalidad y los costos asociados al tratamiento. Las IN son un

grave problema de salud publica por su elevada frecuencia y por su “impacto directo sobre
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la integridad del nucleo familiar, asi como un costo social para el paciente y su familia
reflejado como ausentismo laboral, desintegracion familiar y secuelas transitorias. Este costo
social es dificil de evaluar en términos econdmicos, pero implica un aumento en el nimero

n2

de demandas legales por parte del paciente infectado””. Actualmente las IN constituyen un

indicador de la calidad de la atencién médica, y representan un verdadero reto en la gestién

de servicios sanitarios y de capacitacion del personal médico y paramédicos’ 456

Es una practica frecuente que se les administren antibidticos a los pacientes

. . . . , . , . . ., 7.89 1
hospitalizados con o sin diagndstico clinico de infeccion® ”3 % 1

. Esta practica genera una
evidente presidn selectiva sobre microorganismos que pudieran ser parte de la microbiota
natural de la piel. La decisidn inicial de la terapia antimicrobiana es especialmente dificil para
el médico tratante ya que no cuenta con datos de laboratorio inmediatos sobre la identidad
del germen patdgeno ni de su susceptibilidad a antimicrobianos. Segin Prada Trujillo, “la
dificultad en el uso de antibidticos radica en la necesidad de equilibrar dos objetivos a priori
conflictivos: la provision de una terapia agresiva y acertada para tratar las infecciones de
manera adecuada y al mismo tiempo, limitar el uso excesivo de antibidticos con el fin de

720 El inadecuado

controlar la seleccion y diseminacion de la resistencia bacteriana
tratamiento antimicrobiano tiene implicaciones tanto en la aparicién de gérmenes
resistentes como en el pronédstico de mortalidad. La mayoria de los autores revisados para la
presente investigacion concuerda en que la administracidon prolongada de antibiéticos es el

factor que parece ser el mayor promotor de la emergencia de resistencia a antibiéticos® 1>

13, 14, 15, 16, 17.

La presencia y rapida diseminaciéon de bacterias multirresistentes a los antibiéticos ha
recibido mucha atencién por parte de la comunidad cientifica. EI personal médico vy
paramédico involucrado en el tratamiento de pacientes graves tiene conocimiento del
interés que se ha prestado a bacterias como Staphylococcus aureus Meticilina resistente,

enterococos resistentes a Vancominica y Enterobacteriaceae productoras de Beta-
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lactamasas de espectro ampliado (BLAE) como causantes de brotes epidémicos de
infecciones intrahospitalarias.

En la presente investigacion se pretende enfatizar la importancia de Acinetobacter
baumannii  (Aba) como un patdégeno emergente responsable de infecciones
intrahospitalarias. Este microorganismo muestra resistencia a la mayoria de los
antimicrobianos disponibles comercialmente y selecciona como objetivo a pacientes que se
encuentran en unidades de cuidados intensivos, que has sido objeto de procedimiento
invasivos por el uso de catéter central, sondas, ventiladores, y otros; asi como de pacientes
gue has sufrido cirugias prolongadas. La alta tasa de mortalidad causada por este patégeno
nosocomial y su documentada actividad de resistencia antimicrobiana hace de este, un

problema terapéutico grave tanto en México como en América Latina §1517,18, 20,21, 22 1|

a
Organizacion Mundial de la Salud ha etiquetado a los siguientes como los patdgenos mas
peligrosos debido a que no hay ningun farmaco en desarrollo para tratar las infecciones que
ellos causan: enterobacterias productoras de beta-lactamasas de amplio espectro,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter faecium resistente a

Vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a Meticilina y diversas especies de

Aspergillus”'

En el afio 2000 se estimd que en México la frecuencia de IN en unidades hospitalarias variaba
desde 2.1% hasta 15.8%". En contraste, en el afio 2011, segun lo que reportan Lépez-
Herrera y col. en un estudio realizado en un hospital publico de alta especialidad, la
mortalidad de los pacientes con IN fue del 25.15% con una probabilidad de muerte de
76.6% para quien desarrolla IN*%. En ese mismo afio, en el proyecto PECIN-UCI se reporté
34.66% de IN, con un promedio de 12.01 dias/estancia con un costo de atencién de 28 mil

226.63 pesos por dia.

También en 2011, un estudio realizado por la Secretaria de Salud (SS) en conjunto con
el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, se reporta una
prevalencia puntual de infecciones nosocomiales del 21% en pacientes hospitalizados. La

muestra incluyé 54 unidades hospitalarias de segundo nivel del sector publico conformada
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por 20 hospitales del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), 14 hospitales generales
del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y 20
hospitales generales de la SS, distribuidos en 25 entidades federativas, no encontrandose

diferencias estadisticamente significativas entre las instituciones muestreadas®.

Este 21% de prevalencia reportado renglones arriba es el doble del reportado en los
estandares internacionales®. Segun la NOM-045 se deben reportar a la Red Hospitalaria de
Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) todos los casos de IN detectados en cualquier unidad
hospitalaria para establecer indicadores de evaluacién y seguimiento. La realidad es que
sélo la mitad de los hospitales que conformaron la muestra (49%) refirid reportar
directamente a la RHOVE, 40% reportan a la delegacion y 26 por ciento a otras instancias.
Pocos hospitales afirmaron graficar y compartir la informacién sobre las IN identificadas®,

por lo que se puede inferir que hay un subregistro de casos reportados a nivel nacional.

La International Federation of Infection Control (IFIC) en su reporte publicado en el afio
2011 sobre Prevalence of nosocomial infection en Latin America intensive care units en el
gue participaron 32 hospitales24 informa que la prevalencia de IN observada en México es
del 23.2%. En el mismo documento se menciona que los principales factores de riesgo
para adquirir una IN por patégenos con resistencia a multiples antibiéticos (MDR: Multiple
Drug Resistance) son los siguientes: terapia antimicrobiana previa, hospitalizacidon por mas
de dos dias, procedimientos invasivos (incluida la hemodialisis), inmunosupresién vy

procedimientos quirdrgicos previos.

Son evidentes los esfuerzos que se estan realizando por parte de la Secretaria de Salud
para documentar el impacto que tienen las IN sobre el presupuesto de las instituciones de
salud y de manera indirecta sobre las familias, tanto econémico como emocional. La parte
emocional no se estd evaluando actualmente en ninguna institucién de Salud Publica,
pero si una familia pierde a un familiar econdmicamente activo a causa de una IN, no solo
es preocupante el impacto emocional causado por la defuncién, sino también la reduccién
del ingreso familiar por la misma causa. Desde el 12 de enero 2013, segun la Comisién

Nacional de Salarios Minimos (CONASAMI) %> |os salarios minimos seran los siguientes:
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Salario Minimo Zona/Area geografica A: 64.76 pesos diarios; Salario Minimo Zona/Area
geografica B: 61.38 pesos diarios; que definitivamente no alcanzaria para cubrir un dia de
hospitalizacién en una Unidad de Cuidados Intensivos. Segln Arreguin-Nava y col. en su
estudio Infecciones adquiridas en hospitales ¢ cudnto cuestan y como se calcula? %% ¢| costo
promedio estimado por episodio en México oscila entre $4200 y $8900 délares. En 2009, a
través de la RHOVE se registraron 37, 258 casos de IN con un costo de 160 millones de
délares solo en ese afio, cifra que representa un 2% del presupuesto total asignado a la
Secretaria de Salud para el aflo 2012. Los datos muestran que los hospitales publicos en
México requieren utilizar recursos asignados para otros fines para solventar los gastos
causados por las IN. Los sistemas de salud se financian con recursos publicos, privados y
con donaciones. En el sector privado los costos los cubren los familiares de los pacientes y
algunas veces las organizaciones no gubernamentales (ONG). Los recursos publicos en
México proceden principalmente de los impuestos y otros ingresos gubernamentales no
tributarios. Continuando con el estudio de Arreguin-NavaZG, en el afio 2009 y de acuerdo a
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el gasto del gobierno de México per capita en
salud publica fue de $253 ddlares que contrasta con la informacion reportada en el
Presupuesto de Egresos de la Federacidn y del INEGI para el ano 2010 que muestran que
el gobierno gastd $62 dodlares per capita, lo que permitiria inferir que gran parte de los

gastos corre a cargo del presupuesto familiar en lo referente a la compra de antibiéticos.

Segun la Organizacién para la Cooperacién y Desarrollo Econédmicos (OCDE) y el Banco
Mundial, México se destaca entre los paises que menos gasta en salud publica por
habitante. Durante las Ultimas décadas México ha mejorado respecto a las condiciones de
salud, lo que se ve reflejado en el incremento en la esperanza de vida al nacer que en
1950 era de 48 afios, y en el aino 2005 se incrementd a 75 afios. Segun Albrecht, R.% las
enfermedades crénico degenerativas, las lesiones y los sindromes geridtricos han
desplazado a aquellas relacionadas con desnutricion y reproducciéon, concentrando las
primeras mas del 85% de causas de muerte en nuestro pais. Estos avances podrian
explicarse tomando en cuenta el esfuerzo constante de las instituciones por promover

estilos de vida saludables.
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Como ya se ha mencionado en parrafos anteriores, las infecciones nosocomiales (IN)
son un problema relevante de salud publica, de importancia clinica y epidemioldgica
debido a que condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad, ademads del impacto
econémico que origina su atencidn y que afecta a los pacientes y a sus familias.
Desgraciadamente, existen pocos reportes sobre la repercusion de la IN en los sistemas de
salud en los paises en vias de desarrollo, siendo la medicién del gasto en salud

complicada, escasa, incompleta y muchas veces de calidad cuestionable?.

No es posible, hasta el momento, tener un dato preciso del nimero de muertes y de
los costos asociados a tratamiento que ocurren en nuestro pais a causa de las IN, debido a
lo complejo del fenédmeno estudiado y a la gran cantidad de variables involucradas. Es
importante enfatizar que mientras mas estudios se hagan en nuestro pais, las
instituciones tendran mayor informacién que les permita reforzar y dar seguimiento a los

programas preventivos ya vigentes.

2.2 Agentes causales de Infecciones Nosocomiales

La mayoria de microorganismos aislados de infecciones nosocomiales son Gram
negativos, seguidos en frecuencia por Gram positivos y hongos? 3% 3%3% 333435 cape
destacar que cada unidad hospitalaria tiene caracteristicas particulares y que estas
frecuencias pueden modificarse en dependencia de la educaciéon en epidemiologia del
personal en cada hospital. Como ya se menciond, la incidencia de IN puede variar de un
hospital a otro, igual que sus caracteristicas epidemiolégicas, los patégenos causales y la
mortalidad. Las IN mas frecuentes son las de herida quirlrgica, vias respiratorias inferiores

. .11,29,31, 35,36
y bacteriemias™ =~ 7 77,

En el reporte de la Medicion de la prevalencia de infecciones nosocomiales en
hospitales generales de las principales instituciones publicas de salud® realizado en

México, la bacteria Acinetobacter baumannii representa en promedio el 7% de los
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aislamientos en los 54 hospitales muestreados, estratificAndose de la siguiente manera:
ISSSTE 10%; IMSS 8% vy en los hospitales que dan Servicios Estatales de Salud (SESA) fue
del 9.4%. El proyecto PECIN-UCI®® reporta un 54.9% Gram Negativos; 32.4% Gram
positivos y 12.2% hongos. Por orden de frecuencia los microrganismos de IN fueron: Ps.
aeruginosa 24.73%; S. aureus 20.52%; A. baumannii 14.52%; Otros Gram negativos

23.14%.

En la informacién publicada por Valenzuela-Flores y col. en 2004 titulada Vigilancia de
infecciones nosocomiales: experiencia de un hospital de cardiologia en México®’ se reporta
gue los agentes causales de IN en orden de frecuencia fueron Staphylococcus coagulasa
negativa (25%), Enterobacter sp. (17%), Candida albicans (13%), S. aureus (9%), Ps.
aeruginosa (9 %) y K. pneumoniae (6 %). Gallardo-Pérez y col., quienes realizaron vigilancia
epidemioldgica de las infecciones de heridas quirdrgicas en el Instituto Nacional de
Angiologia y Cirugia Vascular® refieren gue en el 74 % de los casos se aislaron Gram
negativos, un 20 % correspondidé a Gram positivos y el restante 6 % se atribuyd a otros

patégenos.

Los patégenos mas frecuentemente aislados en los 32 hospitales participantes en un
estudio publicado por Navarrete-Navarro®® fueron enterobacterias productoras de
enzimas beta-lactamasas de amplio espectro (BLAE) en un 30 %; Acinetobacter baumannii
se aislo en el 22 % de los casos; S. aureus resistente a Meticilina representd el 17 % y Ps.
aeruginosa el 16 %. Analizando la informacidn se evidencia que los Gram negativos son los
patdégenos con mayores frecuencias de aislamiento ademas de mostrar un patron de
resistencia a antibidéticos muy amplio, lo que hace que la eleccién del tratamiento

antimicrobiano sea especialmente complicada.

Los estudios de vigilancia epidemioldgica pueden realizarse para reunir toda la
informacidn posible sobre los diferentes tipos de infecciones, o bien se pueden enfocar a
un solo tipo de infeccién o en la busqueda de un solo patégeno. Considerando el segundo

. . . . < 14 .
enfoque, se puede mencionar el estudio publicado por Aguirre-Avalos y col.” realizado en
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2010 en tres hospitales de la ciudad de Guadalajara, México sobre bacteriemias causadas
por A. baumannii que es “la especie que se aisla con mayor frecuencia de la infecciones
nosocomiales”. Lopez-Herrera y col. reportaron en 2012 que la neumonia fue la infeccién
mas frecuente, seguida de infeccién en vias urinarias, infeccion de herida quirdrgica y
bacteriemias; presentandose Ps. geruginosa en un 64 %de los aislamientos, A. baumannii
(Aba) en un 29 % y Stenotrophomonas maltophilia en un 7 %. Aba se aisl6 mayormente de

neumonias®>.

Citando el reporte de la Secretaria de Salud “Medicion de la prevalencia de infecciones

nosocomiales en hospitales generales de las principales instituciones publicas de salud”:

‘Los tipos mas comunes de IN incluyen las infecciones de heridas
quirargicas, las bacteriemias, las de vias urinarias y las neumonias. Las
tasas de infeccién son mas elevadas entre los pacientes con mayor
susceptibilidad a causa de su edad (los muy jévenes y las personas de
edad avanzada), y estan asociadas a la gravedad de la enfermedad
subyacente, el uso de instrumentos y procedimientos invasivos, o los

procedimientos que debilitan el sistema inmunitario”®.

Ya en el plano internacional, en 2004 Riza-Hakan y col.* quienes trabajan en Turquia,
reportaron que para las neumonias que ellos investigaron, los patégenos mas
frecuentemente aislados fueron S. aureus resistentes a Meticilina en el 30.4 % de los
casos; Ps. aeruginosa representd el 21.4 %; Acinetobacter spp. mostrd una frecuencia de
aislamientos de 12.5 % y Klebsiella pneumoniae un 10.7 %. En la India, Alok-Gupta y col.
reportaron en 2011%° después de analizar microbiolégicamente los aspirados
endotraqueales de los pacientes que estudiaron, que los patdgenos mas comunes fueron
Ps. aeruginosa, S. aureus resistente a Meticilina, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter
baumannii. Tanto Ps. aeruginosa como Klebsiella pneumoniae fueron productoras de
beta-lactamasas de espectro ampliado. La mortalidad fue mas alta en aquellas infecciones

causadas por A. baumannii representada por un 83.33%.
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Ya que A. baumannii es el patdégeno de interés para la presente investigacioén, se hara
una breve descripcion de su epidemiologia a nivel global. El primer reporte de un brote de
infecciones de A. baumannii multirresistente a antimicrobianos, ocurrié en marzo de
2003 en 102 soldados estadounidenses que regresaban de Iraq y Afganistan con heridas
de guerra. La evaluacion de las posibles fuentes de infeccién demostré que el ambiente de
los hospitales de campana estaba ampliamente contaminado y que la transmision de la
infeccion se debia al personal sanitario*. Galviz y col. reportan que en 2006 hubo
neumonia asociada a ventilador en soldados canadienses que regresaban de Afganistan.
En el periodo comprendido entre 1999-2005 se reportaron multiples brotes por tres cepas
multirresistentes de Aba en paises de Europa, Asia, Africa, Australia y Estados Unidos. En
América Latina se han reportado cepas multirresistentes en México, Colombia, Brasil,
Chile, Uruguay. Los autores concluyen que no fue posible establecer una diferencia clara
entre infeccién y colonizacion por Aba, asi su asociacion con la mortalidad de los

pacientes®.

La colonizacién de la piel de personas sanas, ya sean visitantes o personal sanitario, no
representa ningun peligro para ellas, pero se comportan como vectores pudiendo llevar a
la bacteria a otras unidades hospitalarias o a sus comunidades esparciendo asi al
microorganismo. Cuando estos microorganismos oportunistas, que eran parte de la flora
ambiental, se ponen en contacto con un paciente inmunodeprimido, son capaces de
causar infecciones. Los riesgos se incrementan si el paciente se encuentra en espacios
reducidos, ha tenido estancia hospitalaria prolongada y estd siendo sometido a
tratamiento con antibidticos que ejercen presion selectiva y permiten que sobrevivan

aquellos patégenos resistentes al tratamiento.

Puede desprenderse como resultado de la revision bibliografica, que el problema de
resistencia a antimicrobianos no puede considerarse en ningun pais como un tépico de
interés local, debe considerarse como una problematica mundial que requiere la atencién

de todas las instituciones involucradas. La necesidad de disefar y sintetizar moléculas con
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actividad antimicrobiana requiere de los laboratorios farmacéuticos la reorientacion de

sus prioridades en cuanto al desarrollo de nuevos antimicrobianos.

2.3 Acinetobacter baumannii

La palabra Acinetobacter procede del griego aKwetoo (akinetos, inmovil) y fue
propuesto inicialmente por Brisou y Prévot en 1954 para distinguir a las bacterias
inmdviles de las moviles dentro del género Achromobacter. Los autores antes
mencionaron nombraron al género como Acinetobacter, con dos especies A. calcoaceticus
y A. Iwoffi. Sobre la base de recientes estudios genéticos se han identificado 19 especies
diferentes, pero sélo 7 cuentan con nombre (calcoaceticus, baumannii, haemolyticus,
junii, johnsonii, Iwoffi, radioresistens) B La clasificacion del género Acinetobacter ha
cambiado a lo largo de la historia. Los miembros del género Acinetobacter han tenido una
gran cantidad de cambios taxondmicos, lo que ha dificultado su estudio adecuado. La
ultima definicidon taxonédmica del género Acinetobacter corresponde a Bouvet y Grimont e
incluye 17 genoespecies, siendo A. baumannii la mas frecuentemente aislada y con mayor
importancia clinica. Con base en la utilizacién de 6 fuentes de carbono (levulinato,
citraconato, L-fenilacetato, L-fenilalanina, 4-hidroxibenzoato y L-tartrato) se han definido
19 biotipos de A. baumannii. Gerner-Smidt * han sugerido que podian ser referidos como
complejo A. calcoaceticus-A. baumannii y que el ribotipado seria un buen método para
diferenciar estas genoespecies. No se ha reportado a A. calcoaceticus como causante de
infecciones clinicas serias, por tanto es posible descartarlo como agente causal de
infecciones nosocomiales. Acinetobacter sp se comporta generalmente como especies no
virulentas pero, en pacientes criticamente enfermos, estd bien documentado su rol
patogénico. Los brotes de infecciones nosocomiales han sido cominmente asociados con

A. baumannii, otras especies son muy raras 4445

Ahora se aceptan 32 genoespecies, de las cuales A. calcoaceticus (genoespecie 1), A.
baumannii (genoespecie 2), Acinetobacter sp. (genoespecies 3 y 13) son las de mayor

importancia por ser causantes de enfermedades infecciosas en el humano® ** %, El
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complejo A. calcoaceticus-A. baumannii consiste de cuatro genoespecies (1, 2, 3, 13)
genotipicamente diferentes pero fenotipicamente similares lo que dificulta su
identificacion. A. baumannii es la especie de mayor importancia clinica y la que exhibe

mayor resistencia a antibiéticos.

Segun datos taxondmicos basados en hibridacion DNA-rRNA se ha propuesto que los
miembros del género Acinetobacter sean clasificados dentro de la familia Moraxellaceae del
orden Pseudomonadales en la clase Gammaproteobacteria, que incluye a los géneros

Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter, Enhydrobacter y Alkanindiges ** *°.

Las bacterias del género Acinetobacter son bacilos o cocobacilos Gram negativos, muchas
veces dispuestos en parejas. No fermentan la glucosa y son aerobios estrictos, no esporulan
y son inmdviles, reduccidn de nitratos negativo, son catalasa positivos y oxidasa negativos. Se
desarrollan bien en todos los medios de cultivo de rutina, siendo su temperatura dptima de
crecimiento de 33 a 35° C. Los microorganismos del género Acinetobacter presentan una
configuracién baciliforme durante el crecimiento rapido y cocobacilar durante la fase
estacionaria, son microorganismos Gram negativos capsulados, inmoéviles y aerobios, con
tendencia a retener el violeta de cristal, lo que puede conducir a una identificacién errénea

como cocos Gram positivos.

Debido a la simplicidad en sus requerimientos de nutrimentales y a la capacidad para usar
una gran variedad de fuentes de carbono a través de diversas rutas metabdlicas, A.
baumannii puede ser aislado de medios animados e inanimados como: aparatos de
ventilacién mecdnica, catéteres, liquido de didlisis peritoneal y una amplia variedad de
equipo médico®’, incluso se ha recuperado de los barandales de la cama hasta 9 dias después
del egreso del paciente, situando a este microorganismo como resistente a la desecacién. Su
habilidad para sobrevivir y persistir en superficies inertes estd probablemente asociada a su
capacidad para producir biopelicula que puede jugar un papel relevante para ocasionar
infecciones nosocomiales y brotes epidémicosAg. Su capacidad de supervivencia en
ambientes hospitalarios ha hecho que su erradicacidn se considere dificil o imposible49. Es
ubicuo en la naturaleza, pudiendo ser recuperado de suelo, red de suministro de aguas de
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hospitalesso, animales y humanas. Es un habitante usual de piel, orofaringe y vias
respiratorias de pacientes hospitalizados. Se comporta generalmente como especie no
virulentas pero, en pacientes criticamente enfermos, estd bien documentado su rol
patogénico siendo capaz de causar infecciones tanto comunitarias como intrahospitalarias
facilitando brotes nosocomiales. Los factores de riesgo que predisponen a la adquisicion de
esta bacteria son: procedimientos invasivos, estancias hospitalarias prolongadas, uso de
terapias antimicrobianas de amplio espectro que originan presién selectiva y generan

multirresistencia o pan-resistencia complicando el tratamiento.

La incidencia de infecciones graves por especies de Aba ha ido en aumento; la Encuesta
Nacional de Infeccion Hospitalaria de los Estados Unidos en el afio 2003 indica que las cepas
de Acinetobacter causaron 6.9% de las neumonias hospitalarias asociadas a ventilador
mecanico comparadas con 1.4% en 1975; las tasas de bacteriemia, infeccién del sitio
operatorio e infeccién urinaria también aumentaron en este periodo (de 1.8% a 2.4%, 0.5% a
2.1%). En Europa, entre 1997 y 1999, A. baumannii fue el noveno patégeno mas comun en
infecciones hospitalarias del torrente sanguineo, mientras que en América Latina esta
bacteria da cuenta de 5.3% de todos los microorganismos aislados de bacteriemias
nosocomiales en el mismo periodo*’. Algunos miembros del género Acinetobacter son las
bacterias mas frecuentemente aisladas de las manos del personal médico y paramédico
explicando asi la facilidad de diseminacién en el ambiente hospitalario pudiendo ser
identificado el personal como un reservorio natural de este microorganismo. Debido que

| 712y segiin Diomendi”® “hasta el 31% del personal

Aba es parte de la microbiota de la pie
de salud es portador de bacilos Gram negativos en sus manos, siendo Acinetobacter sp. el
segundo mas frecuentemente aislado (7.5%)”; clasificado como patégeno oportunista

responsable de brotes infecciosos intrahospitalarios.

Es posible que una infeccidn subclinica ocurra en personas expuestas a Aba en el
ambiente hospitalario, pero la enfermedad invasiva solo ocurre en personas con defensas
locales disminuidas® infectando a pacientes susceptibles (alcoholismo, tabaquismo,

diabetes mellitus, falla renal, o enfermedad pulmonar crdénica). Las cepas epidémicas
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suelen ser introducidas en el hospital por un paciente colonizado, a partir del cual se

disemina a otros pacientes y al ambiente hospitalario. La bacteria se puede esparcir a

través del aire a distancias cortas mediante gotitas de agua y por descamacion de la piel,

pero el modo de transmision mas comun son las manos del personal médico y

paramédico

7, 19, 32

Los pacientes que estan colonizados o infectados por una cepa

concreta de Aba pueden portarla en diferentes partes del cuerpo durante dias e incluso

semanas, y la colonizacién puede pasar inadvertida si la cepa epidémica no se aisla de

muestras clinicas. En la Imagen 1 se presenta la ubicacion del género Acinetobacter dentro

de los bacilos Gram negativos.

Bacilos Gram (-)

facultativos

Aerobios/anaerobios

Anaerobios

r

Fermentan lactosa

No fermentan lactosa

1 1
l ] l ]
Oxidasa (+) Oxidasa (-) Oxidasa (+) Oxidasa (-)
£ col Pseudomonas Acinetobacter
Aeromonas Klebsiella Achromobacter Serratia
Plesiomonas Citrobacter Pasteurella Proteus
Enterobacter Stenotrophomonas Burkholderia

Imagen 2.1. Ubicacion de A. baumannii dentro de los bacilos Gram negativos

Fuente: Elaboracion propia
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2.3.1 Mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii

En los ultimos diez anos la resistencia a antimicrobianos comercialmente disponibles de
las cepas de Aba aisladas en ambientes hospitalarios se ha incrementado de manera

2,4,6,8,9,13,14,15,21,52,53 . . J .
| 5> 52 a2 i e ek 2% 27 Este hecho evidencia un problema terapéutico importante

sustancia
para el médico responsable de la atencidn a pacientes infectados con este microorganismo
que elige a aquellos gravemente enfermos, generalmente ingresados en las Unidades de
Cuidados Intensivos, que reinen un mayor numero de factores de riesgo: agrupacién de
enfermos en espacios fisicos limitados y la necesidad de utilizar mayor numero de

1542 Aba se destaca por su habilidad para adquirir, desarrollar y

procedimientos invasivos
transmitir resistencia a diferentes antimicrobianos, lo que puede deberse a la relativa
impermeabilidad de su membrana externa y a la exposicién ambiental a un gran reservorio
de genes de resistencia, aunado todo esto a la presién selectiva ejercida por el uso habitual
de los antimicrobianos en el ambiente hospitalario, a su capacidad para sobrevivir en
superficies secas debido a sus bajos requerimientos nutricionales™ y a que puede crecer y
multiplicarse en un amplio rango de temperatura y pH>*. En el proceso de adquisicién de
genes se destaca la importancia de elementos genéticos mdviles que pone en evidencia una

. . . 46,47, 4
clara promiscuidad genética 647,49

por parte de este microorganismo.

En la bibliografia revisada para la presente investigacién, se establece que los
mecanismos de resistenciaprevalentes en Aba son los siguientes: a) aumento de la expulsion
del antibidtico mediada por la activacion de las bombas de expulsién; b) hidrélisis enzimatica
de antimicrobianos; c¢) disminucion de la permeabilidad de la membrana externa a
antibioticos por la disminucion en la expresion de porinas y d) modificacién o mutacién del
sitio blanco del antibidtico. Los dos primeros mecanismos estan relacionados con la
estructura compleja de la envoltura celular o membrana externa que presentan las bacterias
Gram negativas y que actla como barrera previniendo la entrada de los antibiéticos o
aumentando su expulsion activa mediada por varias clases de proteinas integradas en la

, 55, 56, 57, 58, 59
membrana y que son los mas relevantes en Abg > 7> >" 7% 7,
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a. Bombas de expulsion multidrogas: Las bombas de expulsion son proteinas
transportadoras que se encuentran en la membrana celular y son capaces de expulsar
desde el espacio peripldsmico, de manera casi inespecifica, un amplio nimero de
sustratos no relacionados entre si estructuralmente. Se clasifican en 5 grupos o grandes
familias, siendo una diferencia importante entre estas familias, la fuente de energia que
utilizan para expulsar los distintos sustratos, ya que la expulsién de antibidticos y otras
moléculas se da por transporte activo. La expresidn de estas proteinas puede estar
codificada en pldsmidos o en el cromosoma bacteriano produciendo fenotipos
multirresistentes. En la Tabla 2.1 se resumen las familias de bombas de expulsion y los
antimicrobianos sobre los que tienen efecto. El genoma de las cepas multirresistentes de
A. baumannii codifica para una gran variedad de sistemas de expulsion o bombeo de
farmacos fuera de la célula. El sistema de bombeo AdeABC, perteneciente a la familia de

bombas de expulsidn tipo RND (resistance nodulation-division), es el mdas profundamente

estudiado.
Familia de Bomba multidroga Confiere resistencia a: Tabla 2.1

MFS: (Major facilitate superfamily): Familias de
Bomba de expulsion Tet (A), este gen es Bombas de

1 | parte del transposén Tn2l relacionado con | Tetraciclina Expulsion
alta probabilidad de diseminacion Multidrogas
horizontal.

2 MFS: (Ma;orfac:l{t,ate superfamily) Tetraciclina y Minociclinas ;;?2:-6%)(,516212’ *
Bomba de expulsién Tet (B)
MATE: (Multidrug and toxic compound Norfloxacina, Ofloxacina,

3 | extrusion), una sola proteina de membrana | Ciprofloxacina, Gentamicina,
con 12 dominios transmembrana. Triclosan, Bromuro de etidio.

Tetraciclina, Eritromicina,
Cloramfenicol, Cefotaxima,
Gentamicina, Kanamicina,
Tigeciclina, Meropenem,
Imipenem, Norfloxacinay
Bromuro de Etidio.

RND: (resistance-nodulation-cell division),
3 proteinas: transportadora de membrana
4 | interna, accesoria peripladsmica y porina

O de membrana externa. Su expresion esta
codificada en el cromosoma bacteriano.

5 | ABC: ATP-binding cassette

6 | SMR: (small multidrug resistance)

DMT: (drug matabolito transporter
superfamily)
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Los sustratos que expulsan al exterior celular se presentan en la Tabla 2.2. Las bombas
de expulsidon operan tomando al antibidtico del espacio periplasmico expulsandolo al
exterior, evitando que llegue a su sitio de accién. Si son especificas para un farmaco
generalmente estan codificadas en plasmidos, siendo por ello transferibles. En contraste,
las bombas que estdn codificadas en el genoma bacteriano son inespecificas pudiendo
expulsar al exterior gran variedad de moléculas sin similitud estructural como metabolitos,
detergentes, solventes organicos y antibidticos. La expulsion de farmacos se da por
transporte activo, por tanto estas proteinas transportadoras se pueden clasificar con base
en la fuente de energia que utilizan para expulsarlos, y se presentan en la Tabla 2.2. Si
aumenta la expresiéon de una bomba inespecifica, por una mutacién puntual, la bacteria
puede generar resistencia a multiples farmacos. Las bombas de expulsién producen
pequefios aumentos de la concentracion minima inhibitoria (CMI), pero “cuando trabajan
de manera simultanea varios mecanismos de resistencia, se produce una resistencia

762

clinica evidente”””. De acuerdo con Vila y col. el principal grupo de bombas de expulsion

involucrado en la multirresistencia de Aba es el que utiliza la fuerza motriz protén como

, .. 59 63
fuente de energia para eliminar a los sustratos 7, > tal como se muestra en la Tabla 2.2

Familia de bombas multidrogas Energia para expulsar sustratos | Tabla 2.2

Energia utilizada

ABC: ATP binding cassette Hidrélisis del ATP por las bombas
de expulsién
MFS: Major Facilitator Superfamily para eliminar
Generalmente hay una sola proteina de . , sustratos
Fuerza motriz protén
membrana;
en Aba hay tres, Tet (A), Tet (B) y CmIA Fuentes:

16,17,59, 63,64

RND: Resistance Nodulation cell Division, son

. S e Fuerza motriz proton.
sistemas de expulsion inespecificos.

Gradiente electroquimico

MATE: multidrug and toxic compound L. +
uihidrug X pou Otorgado por Na' o bien por H

Extrusion

. . Fuerza motriz protdn.
SMR: small multidrug resistance P

DMT: drug matabolito transporter
Superfamily
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b) Hidrolisis enzimatica de antibidticos.

Los antimicrobianos B-lactamicos poseen un anillo de B-lactama cuya estructura quimica
es similar a la de los sustratos responsables de la sintesis del péptido glicano, lo que le
permite al antibidtico unirse e inactivar las transpeptidasas, carboxipeptidasas vy
endopeptidasas responsables de la sintesis de la pared celular que al no formarse, deja a la
bacteria a merced de las presiones osmdticas del medio ambiente llevdndola a la muerte.
Los antibidticos B-lactamicos se encuentran en la Imagen 2 y se clasifican por la similitud de
sus estructuras quimicas en: penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenémicos,

cuya diferencia radica en la presencia de radicales que dan estabilidad al farmaco®’

Penicilinas Cefalosporinas Imagen 2.2

0 0
Estructuras quimicas

R—— C——NH R— C —NH
de antibidticos
B-lactamicos

COOH
COOH
Monobactams Carbapenems
o
B— C —NH ﬁ;-Qf
soJH c|)H

R = cadeia lateral

Fuente: Blanca M, Torres, M J
Reacciones de hipersensibilidad a antibidticos betalactdmicos en la infancia
Inmunopathology. Vol. 31. Num. 03. May 2003

Las B-lactamasas son enzimas cuya produccion esta controlada por un gen presente en el
genoma bacteriano o que puede ser transferido a través de elementos mdviles entre cepas
de la misma especie e incluso entre cepas de diferentes especies, por medio de plasmidos

conjugables, transposones o secuencias promotoras que se insertan cerca del gen AmpC
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. .1
presente en todas las cepas de Aba de manera constitutiva 8,66

permitiendo su
sobreexpresién. Las B-lactamasas hidrolizan el grupo amida del anillo de B-lactama (Imagen
2.3) de penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenémicos o sus combinaciones,
produciendo dacido penicildico sin actividad antimicrobiana. La ruptura del anillo en las
diversas penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos forma derivados de acido penicildico,

64, 65

igualmente inactivos . La acciodn hidrolitica es inhibida por acido Clavuldnico, Sulbactam y

Tazobactam, clasificados como inhibidores de B-lactamasas.

R. O R. O R Imagen 2.3

Ytl H Y}j H

HNG g oH HNG f g o Hidrdlisis

3 3 _co causada por
fi-Lactamase 2
j;l‘[l/ CHs > OZZ:IL/ CHs B-lactamasas
0 H OH H
OH H
0 0 0
Hidrdlisis de B-lactamasa )
Acido penicildico

Fuente: 67

Las B-lactamasas se agrupan con base en dos posibles criterios que pueden consultarse
en la Tabla 2.3; la clasificacién molecular de Ambler®® y la clasificacién funcional de Bush,
Jacoby y Medeiros (B-J-M) °. La clasificacién de Ambler divide las betalactamasas en cuatro
clases (A-D) y se basa en la homologia de las proteinas. Las clases A, C y D son serina-f3-
lactamasas y la clase B son metalo B-lactamasas. La clasificacion de B-J-M también consta de
cuatro grupos y utiliza las caracteristicas funcionales de las proteinas para ubicarlas en cada
grupo como peso molecular, secuenciacién de nucleétidos, punto isoeléctrico, espectro de
hidrolisis, espectro de inhibicion, codificacién plasmidica o cromosdmica, entre otros. De
todas las B-lactamasas que expresa Aba, son de especial interés aquellas con actividad sobre
los carbapenemes que incluyen las serina-oxacilinas (Clase D de Ambler tipo OXA), que
deben su nombre a su capacidad de hidrolizar la oxacilina y las metalo B-lactamasas (MBL de
la clase B de Ambler). Estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar todos los B-lactamicos
incluidos los carbapenemes, excepto el monobactdmico aztreonam. Algunos autores
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consideran la resistencia a Carbapenemes por si misma, suficiente para definir un

aislamiento del A. baumannii como altamente resistente °’% 1.
Clasificacion Cefalosporinasas Clasificacion
B-]-M Ambler Tabla 2.3
1 Cefalosporinasas C Clasificacion de
2a Penicilinasas A B-lactamasas
2b Enzimas de amplio espectro A
2be Enzimas de espectro extendido (BLEE) A Fuente: 69, 70
2br Enzimas de amplio espectro A
Enzimas de amplio espectro resistentes a
2br L A
inhibidores
2c Carbencilinasas A
2d Cloxacilinasas D
2d Cefalosporinasas A
2f Carbapenemasas A
3 Metalo B-lactamasas A
4 Penicilinasas A

Todas las cepas de Aba expresan fenotipicamente cefalosporinasas AmpC llamadas ADC
(Acinetobacter derived cephalosporinases) cuya expresion aumentada se atribuye a una

secuencia de insercién I1SAbg1%% 72

cerca del gen blaampc Y se relaciona con la resistencia a las
cefalosporinas de amplio espectro de segunda generacién como ticarcilina, cefotaxima,
ceftazidima, cefepime y aztreonam, manteniendo sin alteracion los carbapenemes. Al
aparecer las cefalosporinas de tercera generacién, la presion selectiva ejercida sobre el
microambiente bacteriano hace que surjan mutaciones aleatorias en diferentes cepas.
Ademads de las mutaciones aleatorias, Aba es capaz de adquirir otras oxacilinasas del
ambiente que puedes ser concentradas en tres grupos: OXA 23 que incluye la OXA-23, OXA-
27 y OXA-49; el grupo de la OXA-24/40, OXA-26 y OXA-72 y al final esta el grupo OXA-58. Se
ha reportado que las bombas de eflujo actian junto con la sobre-expresion de B-lactamasas
tipo AmpC o Carbapenemasas, aumentando la multirresistencia en Aba %73 |a Tabla 2.3
muestra las B-lactamasas identificadas en Aba vy los antibidticos a los que desnaturalizan. Se

ha reportado 274 |3 asociacion entre el flujo de informacién de elementos genéticos moéviles

que transportan genes con resistencia a drogas y genes de virulencia presentes en las islas

36



de patogenicidad (PAls) AbaR1, que le otorgan a Aba ventajas selectivas sobre genomas

estaticos.

Enzima B-lactamasa

B-lactamasas AmpC

Cefalosporinasas codificadas de manera
intrinseca

en todas las cepas de Aba.

BLEE (B-lactamasas de espectro extendido;
B-lactamasas de amplio espectro BLAE).

Su expresién esta mediada por plasmidos
y son inhibidas por Ac. Clavulédnico,
Sulbactam y Tazobactam

87BLEE tipo TEM-1 ; SHV-1
Codificadas en plasmidos,
integrones o
transposones

CTX-M

PER: alteraciones en la
topoisomerasa
(ADN girasa), bombas de expulsion

Metalo B-lactamasas (MBL)
codificadas en plasmidos
Familias IMP y VIM, codificadas
en integrones

Carbapenemasas tipo serina

Clase OXA-23 y OXA-27

OXA-24/40; OXA 58

Adquiridas por medio de transposones y
plasmidos

Enzimas metilasas 16s rARN

Antibiodtico al que confiere Tabla 2.3
resistencia
Cefalosporinas de espectro Enzimas

ampliado B-lactamasas
Cefalosporinas de espectro presente en
reducido A. baumannii

Cefalosporinas de 32 generacion
Cefalosporinas de 32 generacion
Aztreonam

Penicilina

Cefalosporinas de

espectro reducido

Fuentes: 73, 75,
76,77,78

Ceftazidima, penicilinas,
amoxicilina, Carbencilina,
Cefalotina, cefuroxima

Cefotaxima, Ceftriaxona,
Cefepime

Quinolonas

Resistencia a todos los
B-lactamicos excepto
Aztreonam. Modificacion de
aminoglucésidos

y carbapenemes

Penicilinas, Cefalosporinas,
Imipenem, Oxacilina, floxacilina,
Meticilina.

Confieren resistencia a
Carbapenemes cuando hay otro
mecanismo involucrado como
cierre de porinas y sobreexpresion
de bombas de expulsion.
Aminoglucdsidos y

Amikacina
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c) Disminucidn de la permeabilidad de la membrana externa a antibiéticos por la

disminucidn en la expresion de porinas

Las especies de Acinetobacter tienen como caracteristica especial desplegar resistencia a
toda clase de antibiticos, asi como la de adquirir nuevos determinantes de resistencia ” ™.
La resistencia a B-lactamicos puede ser causada por la pérdida de proteinas de membrana,
por alteracién de las proteinas que unen penicilina (PBP) o por modificaciéon de canales de
porinas que son proteinas transmembrana. Acinetobacter igual que las demds bacterias
Gran negativas, tiene una membrana externa y otra interna que limitan el espacio
peripldsmico. El transporte a través de la membrana externa estd mediado por porinas que
producen canales llenos de agua por difusién de moléculas hidrofilicas. Las Proteinas de
Unidn a las Penicilinas (PBP) se insertan en la membrana interna y son el sitio de acciéon de
las antibidticos B-lactédmicos’’. En este espacio se encuentran ademas las enzimas con
actividad de B-lactamasa que son a saber: monobactamasas, AmpC (cefalosporinasas
cromosomales intrinsecas de todas las especies de A. baumannii) y las B-lactamasas de
amplio espectro (BLAE). Para alcanzar su sitio de accidn los antibidticos deben ingresar al
espacio peripldasmico atravesando canales proteicos llamados porinas evadir a todas las
enzimas mencionadas, ademas de que pueden ser expulsados por las bombas de expulsién.
La mutacion de los genes que codifican para la sintesis de las proteinas porinas puede
limitar e incluso impedir el paso del antibidtico B-lactdmico al espacio periplasmico,
alterando la permeabilidad al antibidtico y dando lugar a la inaceptable resistencia. Esta
forma de resistencia se evidencia contra Imipenem y Meropenem y fue reportada por
primera vez en cepas endémicas de New York. Las cepas estudiadas presentaron pérdida de
la proteina CarO, que actla como porina inespecifica para el paso de carbapenemeses. Los
canales de porinas y otras proteinas de la membrana externa son necesarias para el
transporte de antimicrobianos al interior de la célula y obtener acceso a las dianas
bacterianas. La resistencia de Acinetobacter spp. a carbapenemes se ha relacionado con la

44, 59

pérdida de porinas de la membrana externa gue puede exacerbarse al actuar de manera

simultanea con las enzimas B-lactamasas. Un factor extra que agrava la adquisicién de una
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infeccion por bacterias del género Acinetobacter es que la membrana externa de esta
bacteria es menos permeable a los antimicrobianos que la membrana externa de E. coli. Sato
y Nakae (citados por ViIaGZ) analizaron la permeabilidad de la membrana externa A.
calcoaceticus y encontraron que el coeficiente de permeabilidad a las cefalosporinas era de
2 a 7 veces menor al de Ps. aeruginosa para los mismos antimicrobianos, ademas de que
Acinetobacter presenta un escaso nimero de porinas y estas tienen un tamafio de poro

pequeiio.

La expresién disminuida de tres proteinas de membrana externa se ha descrito en
aislamientos clinicos de Aba resistentes a Imipenem: una proteina con un peso molecular de
33-36KDa, otra llamada CarO de 29KDa y una tercera de 43 KDa. Se ha descrito también que
la ausencia de una Proteina Unida a penicilina (PBP) de 73.2 KDa podria relacionarse con la
resistencia a Imipenem y Meropenem, mientras que la ausencia de esta proteina PBP y otra

de 70.1 KDa se asocia con niveles de resistencia mas elevados a ambos antimicrobianos®> °°.

d) Modificacion o mutacidn del sitio blanco del antibiético

Este mecanismo de resistencia puede considerarse especifico para aminoglucésidos, cuya
estructura general se puede consultar en la Imagen 3. Otros aminoglucésidos son:
Estreptomicina, Neomicina, Kanamicina, Gentamicina, Netilmicina, Tobramicina y Amikacina.
Se han descrito en Aba diversas enzimas relacionadas con la adquisicidon de resistencia a

17,71 ;. . . . ;.
"’*. Los patrones fenotipicos de resistencia a aminoglucésidos

aminoglucésidos (AMEs)
muestran la presencia de diversas enzimas modificadoras y tal vez la disminucién de la
acumulacién del antibiético relacionada con la sobreexpresién de un sistema de bombas de

expulsidn activa codificada en el operén AdeABC.

La resistencia de Aba a los aminoglucésidos se ha determinado por la produccién de
enzimas inactivantes codificadas en integrones de las clases 1 y 2%, descritas como

acetiltransferasas (AAC), que cataliza una reaccidn de acetilacién de un grupo amino usando
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el acetil-coenzima A como donador; nucleotidiltransferasas que cataliza la adenilacién
dependiente de ATP de un grupo hidroxilo y fosfotransferasas (APH), que cataliza una
fosforilacién dependiente de ATP de un grupo hidroxilo , siendo la mas frecuente la

aminoglucdsido-3"-fosfotransferasa IV, que muestra actividad contra Amikacina.

El antibidtico se vuelve inactivo al no poder unirse a su diana que es el RNA ribosomal.
Otra forma de resistencia a aminoglucésidos se produce por metilacién del ARN ribosomal
16S en el sitio de unién con el antibidtico, asignando alta resistencia a Tobramicina,
Gentamicina y Amikacina. Si la resistencia contra aminoglucésidos estd mediada por
bombas de expulsién, la que estd implicada es la del tipo AbeM del tipo MATE (Bombas de

expulsion de compuestos téxicos y multidrogas).

Imagen 2.3

Estructura quimica
de la estreptomicina, un
Aminoglucésido.

5 OH

Fuente: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c5/Erythromycin-2D-skeletal.png

Todos los mecanismos de resistencia a antibidticos se pueden consultar en la Imagen 2.4.
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Imagen 2.4 Mecanismos de resistencia a antibiéticos identificados en Acinetobacter baumannii
Modificado y adaptado de la referencia 96

2.3.2 Factores de Virulencia en Acinetobacter baumannii

Los factores de virulencia se pueden identificar como cualquier componente de
origen bacteriano que causa una enfermedad o le permite a la bacteria aumentar su
potencial para causarla. No se consideran como factores de virulencia a aquellas
moléculas que son necesarias para las funciones vitales del microorganismo. Los factores
de virulencia pueden estar codificados en plasmidos, transposones o en islas de
patogenicidad; su expresion fenotipica esta regulada por sefiales ambientales reconocidas

por el patégeno’™.
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A. baumannii se considera como patégeno de bajo perfil, con limitada virulencia.
Sin embargo, tiene ciertas caracteristicas que le permiten incrementarla cuando estd
implicado en infecciones. La invasividad de la bacteria puede estar relacionada con
sustancias de su superficie que la protegen de la fagocitosis, como la capsula de
polisacaridos y la presencia de fimbrias que junto con la capsula, le permiten adherirse a
las células epiteliales humanas. Se ha estudiado la produccién de enzimas que dafian los
tejidos y uUnicamente se han encontrado niveles significativos de butirato esterasa,
caprilato esterasa, y leucin aryl amidasa. Ademas de poseer otros factores comunes a las
bacterias Gram negativas, habria que destacar la habilidad que tienen estos
microorganismos de captar el hierro, mediante la secrecién de sideréforos, que les

permite sobrevivir en el cuerpo humano® 7% 8% 8

. Se ha observado que las cepas de
Acinetobacter productoras de biofilm incrementan la virulencia de otras bacterias Gram
negativas cuando éstas aparecen en infecciones mixtas. La produccién del lipopolisacarido

puede tener efecto endotoxigénico a través del lipido A”*.

Entre las caracteristicas que le confieren capacidad patogénica a Aba se destacan:
a) la presencia de capsula cuyas principales funciones son: evadir el sistema inmune y
permitir el crecimiento en liquido de ascitis y suero; b) producciéon de enzimas que le
permiten a la bacteria sobrevivir en el suero, invadir células epiteliales y producir
apoptosis o muerte celular y c) presencia de Lipopolisacdridos (LPS) presentes en la
membrana externa responsables de los sintomas observados en las septicemias causadas

por Aba 64,71, 82

. EI LPS se encuentra en la membrana externa de bacterias Gram negativas,
estd formado por el Lipido A, un ntcleo y el antigeno “O” que es un oligosacdrido capaz de
desencadenar la respuesta inmune en el hospedero. Es termoestable y le confiere a la
bacteria mayor patogenicidad porque activa una respuesta inflamatoria exagerada vy

evade el sistema inmune.

Las células del sistema inmune reconocen el LPS de la bacteria y participan en el

desarrollo de la neumonia fulminante causada por Aba, especialmente por Ia

84, 85

exacerbacion del proceso inflamatorio . Otra peculiaridad de Aba es la secrecidon de
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complejos proteicos a través de su membrana externa que, en asociacién con el pili le
permiten la unién con superficies inertes como plastico y vidrio, asegurando la formacion
de biopeliculas en equipo médico y otras superficies inertes. Segln Zudiga y col. “la
potencial habilidad de A. baumannii para formar biopeliculas explicaria su alta resistencia
a los antibidticos y las propiedades de supervivencia en un ambiente seco por largos

"1 por tanto, la patogenicidad de la bacteria esta influenciada por la formacién

periodos
de biopeliculas que impiden que el antibidtico acceda a su diana, permitiendo asi la
permanencia de la bacteria en el hospedero humano. Esta capa mucoide estd constituida
por un derivado de la N-acetil-galactosamina, que es un exo-polisacarido altamente
hidratado, que puede prevenir la desecacion letal y que favorece su adherencia a varios
tejidos y que ademads protegen a la bacteria de los antimicrobianos 18,19, 46, 71,72, 86 | 5
adherencia de la bacteria a las células epiteliales se considera como el primer paso en la
colonizacién y subsecuente infecciéon del hospedero. Ademds la formacion de biofilm,
especialmente relacionado con neumonias asociadas a ventilador y a catéter central, hace

que sea muy dificil erradicar a la bacteria porque el biofilm impide la accién del sistema

. .. . 87
inmune y de los antimicrobianos™.

Para el control de las infecciones es necesario identificar y controlar tanto las
fuentes de contaminaciéon como los mecanismos de transmisidn. La fuente principal de
contaminacion se centra en los equipos de ventilacidn utilizados en las Unidades de
Cuidados Intensivos, en tanto que el mecanismo de transmision mas significativo es a
través de las manos del personal médico y paramédico, razén por la cual que es preciso

hacer énfasis en una técnica de lavado de manos adecuada’® %,

Los efectos de la infeccidn se pueden resumir en un redondeamiento de las células
epiteliales, pérdida de proyecciones y separacién celular que produce la ruptura del

. . .39, 71, 85,93,94
epitelio del pulmén™ = = 7= 7%,

Se pueden mencionar también otros factores de virulencia detectados en Aba
como: produccién de fosfolipasas, presencia de vesiculas secretadas por la membrana
externa (OMVs), la proteina A de la membrana externa de Aba (AbOmpA) y las proteinas
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ligadoras de penicilina (PBP) encargadas de la biosintesis de péptido glicano,

18, 46, 56, 71, 85

contribuyendo a la estabilidad de la célula bacteriana . Todos los factores de

virulencia detectados en Aba se pueden consultar en la Imagen 2.4.

Factores de Virulencia en
Acinetobacter baumanii

/\\

Vesiculas de la Fosfolipasa
Poll |
membrana externa rnpA L'DOP‘T"““”“ o lsa&irtliz;::su o (Als_2989)
(OMVS's) (DSB

|

Sintesis de Peptidoglicano,
R T Inducidn de la apoptosis Evasion del sistema inmune Evasion de celulas Resistencia en el suero, i D
Liberacion de factores de virulencia B e sl ol ¥ el sistema inmune y | | diseminacion y supervivencia estabilidad celular y crecimiento
en el citoplasma de la célula 5 pu bacteriana en el suero

hospedadora y transferencia de adherencia e invasion inflamatoria crecimiento en suero

material genético entre bacterias

de células epiteliales,

formacion de biofilm,

motilidad, resistencia
en el suero
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2.3.3 Tratamiento de las infecciones de Acinetobacter baumannii

Las infecciones causadas por cepas de Aba multirresistente son tratadas con base
en la experiencia del médico tratante. La eleccidon del tratamiento antimicrobiano y su
duracion dependen del sitio de infeccidn. En general se utilizan cefalosporinas de amplio
espectro, amoxicilina mas acido Clavulanico y Carbapenemes (Imipenem, Meropenem vy
Ertapenem). En el caso de infecciones causadas por Aba con fenotipos multirresistentes,
la eleccidon del antibidtico es muy limitada. Se ha demostrado in vitro que las Polimixinas
(By E) son los farmacos mas eficientes para limitar la infeccion®®, ademas de presentar los

halos de inhibicion correspondientes a una cepa sensible®
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Las polimixinas son detergentes catidnicos que actian a nivel de la membrana
celular de la bacteria disolviéndola. A finales de las década de 1960 y principios de 1970 se
dejaron de prescribir por problemas de nefrotoxicidad y neurotoxicidad*® ®*. La polimixina
E, comercialmente llamada Colistina puede ser la alternativa terapéutica en el tratamiento

92, 93, 94, 95

de las neumonias por Aba panresistente . Actualmente la nefrotoxicidad vy

neurotoxicidad de las polimixinas es menor a la descrita anteriormente 46,71,93 ya que se
han disminuido las dosis y las presentaciones farmacolégicas han mejorado. El
Colistimetato sddico ha resultado ser efectivo contra Aba resistente a carbapeneme597. En

la Imagen 2.5 se muestra la formula de la Colistina.

HzN Imagen 2.5

Estructura quimica de la

CHs o
NH HN Colistina.
HaC
HaC NH

Fuente:
https://es.wikipedia.org/wiki/

Colistina
NH HN

2.3.3.1 Actividad bactericida de las Polimixinas

Las estructuras quimicas de las Polimixinas (B y E) les permiten interactuar con los
lipopolisacdridos y los fosfolipidos de la membrana externa de Aba, separando los
cationes Ca** y Mg*? de los grupos fosfato (H,PO4)" desestabilizando los lipidos de la
membrana externa haciendo que esta se desorganice generando la lisis de la bacteria por

efecto osmético™®
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2.3.3.2 Actividad de la Tigeciclina contra las bacterias

El otro antibiético que ha demostrado eficacia in vitro es la Tigeciclina, que se une
a los ribosomas de la bacteria impidiendo que se sintetizan proteinas necesarias para el
crecimiento y la multiplicacion de la bacteria. Se considera un bacteriostatico, porque no

permite el aumento de la poblacidn, mas no un bactericida, es decir no mata a la bacteria.

La tigeciclina (antibidtico derivado de la minociclina) fue lanzada en 2005 y
pertenece a la clase de llamados glicilciclinas, indicadas para el tratamiento de infecciones
de la piel. Esta clase de farmacos tienen la desventaja de que no se distribuyen bien en
sangre y no son bien metabolizadas en la vejiga, lo que las hace poco efectivas para las

infecciones en sangre o de las vias urinarias.

El 27 de septiembre de 2013, la Administracidon de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) aprobd un nuevo Recuadro con advertencia
sobre riesgo de muerte en pacientes con infecciones graves, el riesgo mas importante fue
para los pacientes tratados por neumonias adquiridas en el hospital e infecciones graves
del pie diabético, cuando Tygacil (Tigeciclina) se administra por via intravenosa, tanto si se
utiliza para usos aprobados por la FDA como para usos no aprobados. Esta leyenda se
debe agregar a la etiqueta del Tygacil y es la mas firme advertencia que se hace sobre un
medicamento. Tygacil estd aprobado para tratar infecciones de la piel, infecciones intra-

abdominales y neumonia de la comunidad®.

2.3.3.3 Actividad bactericida de la Gentamicina

La Gentamicina (Imagen 2.6) es un aminoglucdsido de espectro reducido que se
puede elegir para tratar infecciones intrahospitalarias cuando las bacterias sean sensibles
a este antibidtico, pero su uso estd restringido por su alta toxicidad y efectos secundarios

ya que se acumula tanto en oido como en rifién, siendo por tanto ototdxico y nefrotéxico.
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Todos los aminoglucésidos estan formados por dos o mas amino-azucares unidos a
un nucleo de hexosa, todos son policationes lo cual evidencia su alta polaridad y sus
propiedades farmacocinéticas. Son antibiéticos que inhiben la sintesis proteica de los
microorganismos, lo que llevaria a ubicarlos como bacteriostaticos, pero los
aminoglucdsidos son bactericidas. Al llegar a la bacteria atraviesan la membrana externa a
través de las porinas y después la membrana citoplasmatica para llegar a su sitio de accién
intracelular que son los ribosomas. Los aminoglucdsidos se unen a la porcion 30s del
ribosoma acelerando la produccidn de proteinas anémalas (mds termolabiles que pueden
destruirse con facilidad) y permitiendo la entrada de mas antibidtico al interior de la célula
bacteriana, que se supone puede deberse a la presencia de las proteinas andmalas en la
membrana de estas la bacteria que alteran la permeabilidad y estimulan el paso del
antibiético'®. Los aminoglucésidos requieren la presencia de oxigeno en el medio
ambiente celular para poder entrar a la célula, por tanto son mds efectivos contra Gram

negativos (por la presencia de la membrana externa) que sean aerobios, como Aba.

Las bacterias pueden presentar resistencia a aminoglucésidos alterando la
permeabilidad de la membrana externa, modificando los mecanismos de transporte activo
del antibidtico al interior de la célula bacteriana, modificando o suprimiendo por mutacion
cromosomica la subunidad 30s del ribosoma, o bien produciendo enzimas que modifiquen

la estructura del antimicrobiano por adenilacién, acetilacién o fosforilacion™®.

NH, NH, Imagen 2.6
g Gentamicina
0
r\lH. Q Fuente: https://www.google.com.mx/
: HO search?g=efecto+de+aminogluc
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3.1 Tipo de Estudio

El presente es un estudio observacional que, como todo estudio de este tipo, consiste
en evaluar en un periodo determinado la situacién del hospital, unidad o servicio respecto
a un padecimiento especifico, en este caso infecciones nosocomiales. Son estudios
baratos y eficientes, no precisan muchos recursos humanos, y aportan informacién valiosa
en un periodo relativamente corto. Se pueden utilizar para la planificacidn sanitaria y para
documentar las necesidades o las demandas de servicios, en este caso de la Unidad de
Cuidados Intensivos y del Servicio de Ortopedia. Se definen basicamente como
procedimientos de investigacion transversales (sin continuidad en el eje del tiempo) y no
experimentales u observacionales (sin manipulacion de variables por parte del

investigador).

De acuerdo al periodo en el que se capta la informacion el presente estudio es
prospectivo; respecto a la evolucion del fendmeno estudiado este se clasifica como
transversal; es descriptivo porque se estudiard solo una poblacién, y por la intervencién
del investigador serd observacional, porque depende del hospital y no del investigador
poner en practica las propuestas y dar seguimiento a los resultados, es decir manipular las

variables investigadas.

3.2 Ubicacidn espacio-temporal
La investigacidn se realizdé de Noviembre de 2011 a Noviembre de 2013.

3.3 Descripcion de la poblacion
Pacientes ingresados en los servicios de Terapia Intensiva y de Traumatologia vy

Ortopedia de un hospital de tercer nivel del Sector Salud del Estado de Puebla, que
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presenten una condicidn localizada o generalizada resultante de la reaccién adversa a la
presencia de un agente infeccioso, que no estaba presente o en periodo de incubacién en
el momento del ingreso del paciente al hospital y que puede manifestarse incluso después
de su egreso, todos estos son criterios considerados en la Norma Oficial Mexicana-045-
SSA2-2005. Con base en la citada norma, las Infecciones de Vias Urinarias, Infecciones de

Herida Quirurgica, Neumonias y Bacteriemias deberdn ser objeto de atencién primordial.

3.4 Tipo de muestreo y tamafio de la muestra
El muestreo es no probabilistico, por conveniencia; ya que participaran aquellos

pacientes ingresados a los servicios de Terapia Intensiva y de Traumatologia y Ortopedia
del hospital, que hayan adquirido una IN, es decir que cumplan con los criterios de

inclusion.

3.4.1 Tamaio de la muestra
No se establece el tamafo de la muestra ya que el muestreo es no probabilistico.

3.5 Criterios de seleccion de la muestra

3.5.1 Criterios de inclusidn: casos de pacientes ingresados a la Unidad de Cuidados
Intensivos del hospital y al Servicio de Traumatologia y Ortopedia, sin distingo de edad ni

género que hayan adquirido una IN a causa de su estancia en el hospital.

3.5.2 Criterios de exclusion: aquel caso que no cumpla con los criterios de infeccién
nosocomial establecidos en la NOM 045, porque se demuestre que la infeccidn se adquirié

fuera de la unidad de atencién médica.
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3.5.3 Criterios de eliminacion: casos de pacientes hospitalizados en otras areas del

hospital.

3.6 Recursos

3.6.1 Humanos

Directores:
Dr. Manuel Gonzalez Pérez UPAEP
Dr. Alfonso Sesma Villalpando, Jefe del Servicio de Traumatologia y Ortopedia
Dr. Jorge Zécua, Jefe del Servicio de la Unidad de Cuidados Intensivos

QFB. Carlos Martinez Barreda, Jefe del Servicio de Microbiologia de la Clinica Ruiz

Investigadora: Mtra. Martha Eugenia Martinez Lifshitz

3.6.2 Financieros

Las muestras se procesaran en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
Clinica Ruiz y no tendrdn ningun costo ni para el paciente ni para el hospital. Cualquier

gasto extra sera financiado por la investigadora.

3.7 Aspecto Eticos

No se pusieron en riesgo las vidas de los pacientes, ya que solamente se analizaron sus
muestras. No se hizo mencién de ningun dato sobre la identidad de los pacientes. Las
muestras se procesaron apegandose estrictamente a los lineamientos establecidos en la
Norma Oficial Mexicana (NOM) que corresponda para el andlisis de cada muestra con
base en su procedencia y al microorganismo que se pretendia aislar. La informacién

recabada en la unidad hospitalaria se puso a consideracion de los médicos tratantes, sin
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hacerla publica. Durante el desarrollo del estudio, se garantizé la confidencialidad de la
Institucidn y de los pacientes implicados en la investigacion por parte de la investigadora,
asi como la de los profesionales de la salud que colaboraron en la toma de muestras. Asi
mismo, los resultados de la presente investigacion seran publicados en revistas de indole
cientifica y académica, garantizando la privacidad de la identidad de los pacientes y de la

institucion asi como la reserva del sumario en todos los casos.

3.7.1 Manejo de la Informacion

Los resultados se entregaron por escrito al médico tratante en cuanto se tuvo el
diagnéstico, siguiendo las indicaciones de la Direccion del Hospital; no se entregaron con
el logotipo de la Clinica Ruiz, ya que las muestras las procesé la investigadora y no el

personal adscrito a dicha institucién.

3.7.2 Manejo de Animales de Laboratorio

Los conejos utilizados para el desarrollo de anticuerpos se adquirieron en el Bioterio de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Al término del proceso experimental se
regresaron al Bioterio para su manejo pertinente. Durante todo el periodo de inoculacién
y posterior toma de sangre por puncién cardiaca, se mantuvo a cada uno en una jaula
independiente con libre acceso a la comida y al agua, con aseo diario y supervisién

durante tres veces al dia.

Imagen 3.1

I Animales de laboratorio
: en jaulas
' independientes.
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3.8 Material y Métodos

3.8.1 Obtencion y procesamiento de muestras.

En el periodo comprendido de enero a agosto de 2011 se realizé vigilancia epidemioldgica
en el Servicio de Traumatologia y Ortopedia y en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de
un hospital de concentracion de tercer nivel del Sector Salud del Estado de Puebla. Las
muestras se tomaron con hisopo de aquellos pacientes cuyos sintomas cumplieron los
criterios de inclusion para el diagndstico de infeccion nosocomial y se trasladaron a los
Laboratorios Clinicos de Puebla (Clinica Ruiz) en caldo BHI (Difco) como medio de transporte,
con el fin de realizar las pruebas conducentes para el aislamiento e identificaciéon del o los
agentes causales. Las muestras correspondientes a UCI se tomaron directamente de los
pacientes ingresados en dicho servicio, en tanto que, para los pacientes del Servicio de
Ortopedia, éstas se tomaron durante las cirugias de osteosintesis y de desbridamiento
secundario o bien directamente a los pacientes post-operados ya ubicados en piso. La
eleccion de la forma en la toma de muestra se establecid con base en las caracteristicas

propias de cada caso y en estricto apego a las indicaciones de los jefes de cada uno de los

servicios mencionados.

Imagen 3. 2

Toma de muestra de secrecion
durante Cirugia de
desbridamiento secundario.
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Imagen 3. 3

Toma de muestra, durante cirugia de
desbridamiento secundario.

Imagen 3.4

Toma de muestra durante cirugia de
desbridamiento secundario

En el dia uno las muestras se sembraron por el método convencional (aislamiento por
estria cruzada) en los siguientes medios de cultivo: McConkey, Gelosa Sangre y Sal y Manitol,
incubandose 24 horas a 37°C en aerobiosis; se incubd también el hisopo con el que se tomd

la muestra dentro del caldo BHI utilizado como medio de transporte por 24 horas mas.
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Imagen 3.5

Siembra por estria cruzada en los medios d:
cultivo McConkey, Agar de Sal y Manitol y
Gelosa Sangre

Imagen 3. 6

Hisopos para ser incubados por 24
horas mas después de la toma de
muestra.

En el dia dos, después del periodo de incubacidn, se revisaron las placas para seleccionar
las colonias sospechosas sembrandose en los medios de cultivo especificos para la
identificacion de los microorganismos con base denominados pruebas bioquimicas. Estos
medios de cultivo se preparan en agar inclinado o vertical dependiendo del medio de cultivo
del que se trate. En agar inclinado se siembran TSI (Triple Sugar Iron Agar); LIA (Lisina Iron
Agar); Citrato de Simmons; Urea de Christensen y en agar vertical se siembra el medio MIO
(Movilidad, Indol y Arginina), catalasa y oxidasa. Al interpretar las pruebas bioquimicas se

llegd a un diagndstico preliminar. Si el microorganismo aislado era un no-fermentador, se
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utilizé el equipo electrénico Vitek 2 Biomeriex, para confirmar el diagndstico hecho con base
en la actividad metabdlica, es decir con las pruebas bioquimicas antes mencionadas. El

procedimiento de trabajo se aprecia en la Imagen 3.7.

Antibiograma

Pruebas
bioguimicas

Imagen 3. 7 Procedimiento de trabajo para aislar e identificar al microorganismo patégeno

Fuente: Elaboracién propia

También en el dia dos se sembraron las muestras contenidas en el caldo BHI nuevamente
en los medios McConkey, Sal y Manitol y Gelosa Sangre, con el fin de rectificar la identidad
del microorganismo aislado en el primoaislamiento). La susceptibilidad a antimicrobianos in
vitro se realizd a cada cepa por duplicado utilizando el método de Kirby Baler (difusion en
agar Mueller-Hinton marca Difco, con sensidiscos), con base en los estandares acoplados por

la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009) vy el sistema Vitek 2 BioMérieux. Se
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probaron los siguientes antibidticos por ser los que solicita el personal médico del hospital en
cuestion: Amikacina (AN), Ampicilina (AM), Aztreonam (ATM), Carbencilina (CB), Cefalotina
(CF), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Cloramfenicol (C), Gentamicina (GM), Imipenem
(IMP), Kanamicina (K), Norfloxacina (NOR), Polimixina (PB), Tetraciclina (Te), Trimetoprim
(SXT) y Tigeciclina. Los resultados que imprimié el equipo Vitek 2 BioMérieux se pueden

consultar en el anexo 1.

En el dia tres se realizd la identificacion del germen patdgeno interpretando las pruebas
bioquimicas y corroborando su identidad con los resultados del sistema Vitek 2 Biomerieux,
asimismo se leyeron las placas sembradas en el dia dos para comprobar la presencia de o los
microorganismos ya identificados antes. En el caso de la apariciéon de alguna colonia nueva,
se aisld y se procedio a su identificacion siguiendo el procedimiento antes referido. Una vez
aislados e identificados el o los microorganismos presentes en las muestras, cada una se
resembrd en agar BHI en tubo inclinado, se etiquetd, se sellé y se guardd en refrigeraciéon
para pruebas posteriores. Para la toma de muestra, transporte y procesamiento se siguieron
los procedimientos indicados en la NOM-045-SSA2-2005" agregando a las indicaciones de
esta, la resiembra en el dia dos y la identificacién del germen por duplicado, asi como la

realizacién del antibiograma por duplicado.

3.8.2 Desarrollo de anticuerpos en Animales de Laboratorio

En la membrana externa de Acinetobacter baumannii se localiza un polisacarido capsular
gue hace mas hidrofilica su superficie. Presenta también fimbrias que tienen la capacidad de
adherirse a las células epiteliales humanas a las que también se pueden adherir el propio
polisacarido capsular, ademas de que se localizan enzimas que dafan los lipidos tisulares del

hospedero. El lipopolisacarido de la pared celular y el lipido A tienen un posible papel téxico
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durante el proceso de infeccion en humanos, ademds de ser moléculas con actividad

inmunogénica y son las de interés en la presente investigacion.

3.8.2.1. Antigeno “O” o Somatico:

Se encuentra sobre la superficie de |la bacteria formando parte de su pared celular. Dado

gue se trata de un lipopolisacdrido, es resistente a temperaturas hasta de 100°C durante

tiempos prolongados y no se destruye con alcohol, ni con acidos diluidos. Esta es la molécula

que se prepard para desarrollar anticuerpos en los conejos. Para comprobar la capacidad

antigénica del Antigeno “O” de superficie de Acinetobacter baumannii se desarrollé el

siguiente protocolo para prepararlo.

3.8.2.2. Preparacion de Antigenos “O” de A. baumannii

a.

Sembrar cada una de las cepas 35, 43 y 67 de Aba en un tubo de agar BHI inclinado e
incubar a 37°C por 18 a 24 horas. Un total de 15 tubos.

Cosechar el crecimiento obtenido agregando 2 ml de S.S.l. a cada tubo y agitando
vigorosamente hasta obtener una suspensién homogénea. Pasar la suspensiéon a un
tubo de ensaye estéril.

Colocar el tubo de ensaye en un bafio maria a ebullicién por 120 minutos y centrifugar a
3000 rpm por 20 min.

Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento bacteriano en solucién salina
isoténica formalinizada al 0.3% hasta igualar la turbidez con el tubo 3 del nefelémetro
de McFarland (9 x 10® bacterias /ml de suspension)

Probar la esterilidad del producto sembrandolo por estria cruzada en Gelosa Sangre.
Envasar el antigeno en un tubo estéril y guardar en refrigeracién hasta su uso.

Observar las pruebas de esterilidad del antigeno a las 24 horas; si hay crecimiento en
algunas de las placas sembradas se desecha el producto y se repite el procedimiento.

En la presente investigacidon todas las pruebas dieron negativas al crecimiento, por tanto

se infiere que el antigeno es estéril.
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3.8.2.3 Inmunizacion de Animales de laboratorio

Se conoce como inmunizacién al proceso mediante el cual se induce una respuesta inmune
en un individuo competente, como consecuencia del contacto con antigenos especificos en
forma natural o artificial. La respuesta inmune obtenida puede ser humoral, celular o ambas
dependiendo de varios factores como: dosis, via de administracion, tipo de antigeno, etc. En
caso de la respuesta humoral el suero con un alto contenido de anticuerpos se conoce como
antisuero o suero hiperinmune. La aplicacién practica de los antisueros es muy diversa pues se
pueden utilizar con fines terapéuticos (inmunizacién pasiva) en diversos estados infecciosos o
téxicos; son utiles en la identificacion de microorganismos aislados de diversos procesos
infecciosos y en la clasificacidn taxondmica de diversas especies. En la presente investigacién se
pretende desarrollar anticuerpos contra el Antigeno “O” de Aba y demostrar su presencia
mediante reacciones de aglutinacién pasiva poniendo en contacto el suero hiperinmune de los
conejos inmunizados con las bacterias intactas. Se pueden emplear vias tales como la nasal,
oral, intramuscular, intravenosa, intracardiaca, subcutdnea, intradérmica, intraperitoneal, etc.
La eleccién de la via de inmunizacion depende, entre otras cosas, de la especie que se pretende
inmunizar, de las caracteristicas del antigeno y del propésito de la inmunizacién. Sin
constituirse una regla, los antigenos particulados, como es el caso del antigeno “O” de Aba,
resultan ser buenos inmundgenos cuando se administran por via intravenosa en conejos;
mientras que para antigenos solubles la via usual es intradérmica o subcutdnea siempre y
cuando el antigeno se acompaiie de un adyuvantes. Para efectuar adecuadamente el proceso
de inmunizacidn se requiere contar con los siguientes elementos: Antigeno suficiente para
inmunizar a conejos de acuerdo al protocolo de inmunizacién (Tabla 3.1), en este caso se
utilizaron tres conejos; jeringas de insulina para evitar dafiar las venas de las orejas de los
conejos, frasco de etanol al 70% y torundas de algoddn. Se inmunizaron conejos con antigeno
“O” de Aba por via intravenosa en alguna de las venas de las orejas, de acuerdo protocolo de
inmunizacién que se presenta en la Tabla 3.1; el proceso de inmunizacion se puede apreciar en

la Imagen 3.8.
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3.8.2.4 Sangrado

Para todos los antigenos, el sangrado se hard por puncién cardiaca antes y después del
protocolo de inmunizacién, generalmente después de 4 a 7 dias después de la ultima
inmunizacidn, tratando de obtener la mayor cantidad de sangre posible. El sangrado previo es
indispensable para contar con el suero testigo. La separacién del suero se hace después de

incubar la sangre coagulada a 37°C durante 30 a 60 min.

Inyeccidon | Tiempo | Dosis (ml) Tabla 3.1.
1 Dia 0 0.5 Protocolo de Inmunizacién para
- antigenos bacterianos particulados
2 Dia 4 1.0
3 Dia 8 2.0 Fuente: Elaboracién propia
4 Dia 12 3.0

Sangrado Dia 18

Es conveniente remover el codgulo con un aplicador al principio de la incubacién con el
fin de facilitar la retraccidn del mismo y la separacién del suero. El suero se separa del codgulo
mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 20 minutos y se transfiere con micropipetas con
puntas estériles a recipientes adecuados. Se puede conservar indefinidamente si se mantiene
estéril o adicionado con merthiolate (concentracion final 0.01%). Una vez concluido el proceso
de inmunizaciéon indicado en la Tabla 3.1, se obtuvo sangre por puncidn cardiaca de cada uno
de los tres conejos y se procedid a obtener los antisueros. Para demostrar la presencia de
anticuerpos en cada uno de los tres sueros, se hizo reaccionar con los antigenos respectivos, las
bacterias intactas de las cuales se prepard el Antigeno “O”, mediante reacciones de
aglutinacidn. Si la reaccion de aglutinacién no es evidente se administra una siguiente dosis de
3.0 ml a cada uno de los conejos, cuatro a seis dias después del sangrado. Se hace un nuevo

sangrado después del periodo de reestimulacién y se comprueba la aglutinacién, que en este
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caso es la reaccidon antigeno-anticuerpo. En la presente investigacion la presencia de
Anticuerpos contra Ag “O” particulado de Aba se demostré al término del proceso de

inmunizacidn, por lo que no fue necesario administrara un dosis posterior.

Imagen 3.8

Inyeccion de Ag “O” en la vena
de la oreja del conejo

Fuente: Elaboracién propia

3.8.2.5 Reacciones de Aglutinacion Antigeno-Anticuerpo

Cuando la accidon del Ac (Anticuerpo) estd dirigida a Ag (Antigenos) que estan en la superficie
de la célula o forman parte de la membrana externa de un microorganismo, como es el caso de
la presente investigacion, el Ac produce la agregacion de las diferentes células dando lugar al
fendmeno llamado aglutinacion®® La aglutinaciéon no es una técnica cuantitativa, es
semicuantitativa, muy sensible y permite valorar el punto final de la reaccién visualmente sin
ayuda de ningln equipo adicional, ocasionalmente se requiere de una lampara, como en la
presente investigacion. Algunas veces puede hacerse uso de un microscopio éptico. Los tres
requisitos para que ocurra una reaccién de aglutinacién son: la disponibilidad de una
suspension estable de células, en este caso de A. baumannii, la presencia de uno o mas Agen la
superficie de la célula (la bacteriana en este caso), que se infiere posee el Ag “O” intacto, y la
suspension de Ac desarrollados, presentes en el suero hiperinmune de los conejos

inmunizados.

61



Las reacciones de aglutinacion pueden ser directas o indirectas (pasivas). En la técnica
directa un Ag particulado insoluble, en este caso bacterias viables de A. baumannii, se aglutina
directamente con su Ac, presente en los sueros hiperinmunes obtenidos por puncién cardiaca
de los conejos inmunizados. La reaccidon ocurre a temperatura ambiente y es visible sin ningln
equipo adicional. Las reacciones de aglutinacion pueden hacerse en tubos o en microplaca y se
infiere que son Inmunoglobulinas M las producidas en mayor concentracién durante el periodo
de inmunizacién de los conejosg3. Las reacciones Ag-Ac se realizaron el microplaca utilizando

agua como muestra blanco.

3.9 Cuantificacion de Lipopolisacarido

Para cuantificar el LPS, se produjo biomasa de Aba, se centrifugd el medio de cultivo
liquido y después se extrajeron del sedimento concentrado los lipidos totales siguiendo la

metodologia descrita a continuacién.

3.9.1 Preparacion de biomasa de Aba

Se prepararon 8 litros de caldo de cultivo BHI (Difco) en matraces erlenmeyer de 1000 ml
con un volumen de 800 ml en cada uno, al mismo tiempo se prepararon tubos de ensaye con
10 ml del mismo medio. Todos los medios de cultivo se esterilizaron a 121°C por 15 minutos,
se esperd a que se enfriaran y después se sembré la cepa 68 de Aba en cada uno de los
tubos de ensaye que se incubaron 24 horas a 35°C. Los matraces con los medios estériles se

reservaron para verificar su esterilidad.

A las 24 horas de incubacidn, cada matraz se sembré con un tubo de cultivo liquido de la
cepa 68 de Aba, para escalar el cultivo. Enseguida se procedié a colocar todos los matraces
ya sembrados en un agitador orbital AGO-60-40 a 25 rpm, manteniendo el cultivo en

agitacion continua por 24 horas con control de velocidad y temperatura de 35°C.

62



Una vez producida la biomasa se centrifugd el contenido de cada uno de los matraces a
2000 rpm por 20 minutos en tubos falcon estériles, depositando el sobrenadante del medio
de cultivo en una solucién de cloro comercial (la concentracion es del 6% de hipoclorito de
sodio). La biomasa se recolectd en un tubo falcon estéril. De 6.5 litros de medio de cultivo se
obtuvieron 68 mL de biomasa correspondientes a 66.32 g. El cultivo de 24 horas, la biomasa
sedimentada y la biomasa concentrada se pueden apreciar en la Imagen 3.9 que se

encuentra a continuacion.

Cultivo de 24 horas Imagen 3.9

Biomasa de
Acinetobacter baumannii

Fuente: Elaboracién propia

Biomasa concentrada

Biomasa en el fondo
del tubo Falcon

En la Imagen 3.10 se pueden comparar la turbidez del cultivo de 24 horas con la cantidad

de biomasa sedimentada obtenida por centrifugacion a 2000 rpm por 30 minutos.
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Imagen 3.10

Biomasa sedimentada de
Acinetobacter baumannii

Fuente: Elaboracién propia

3.9.2 Extraccion de lipopolisacarido

Se utilizd el método de extraccion de Soxhlet, utilizando tierra de diatomaceas para
retener la biomasa. Se mantuvo el reflujo por 3 horas medidas a partir del momento en que

empezo la ebulliciéon de la mezcla de solventes.

Se probaron diferentes mezclas de solventes con base en la polaridad del lipopolisacérido
a extraer, considerando que ademads de ese lipido las bacterias tienen membranas celulares
formadas por fosfolipidos, cuya polaridad es menor a la del lipopolisacdrido que se pretende
cuantificar. En la Tabla 3.3 se presentan las mezclas de solventes seleccionados y los
rendimientos de grasa obtenidos. Cabe mencionar que el interés por cuantificar el
lipopolisacdrido radica en que es la molécula seleccionada por su capacidad antigénica para
desarrollar anticuerpos y en consecuencia seria el reactivo fundamental para el desarrollo de

un futuro biosensor.
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Mezcla de solventes
y concentracién

% Recuperacion de lipidos

Tabla 3.3

Hexano: Isopropanol 1:1

2.23

Hexano: Tolueno 1:1

0.58

Recuperacion de lipidos a

partir de la biomasa de Aba.

En la tabla 3.4 se muestran los valores de polaridad de los solventes elegidos.

Solvente indice de Polaridad Tabla 3.4
Hexano 0.0 Polaridad de los solventes
Isopropanol 4.3 utilizados.
Tolueno 2.3

Fuente: http://ge-iic.com/files/fichas%20productos/Polaridad viscosidad ebullicion disolventes.pdf
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Los resultados y discusiones se presentan en varios apartados. El primero se refiere al
aislamiento de las cepas, el segundo a la determinacidon de los patrones de sensibilidad y
resistencia a los antimicrobianos probados, el tercero al desarrollo de anticuerpos en
animales de laboratorio y a la demostracion de la capacidad antigénica del antigeno “O”,
lipopolisacdrido presente en la superficie de la pared celular de las bacterias Gram negativas.
En el cuarto se hace referencia a la produccién de biomasa, a su concentracién y a su
caracterizacion. En cada apartado se presentan los resultados y las discusiones

correspondientes.

4.1 Aislamiento de cepas de Aba

Se aislaron e identificaron 69 cepas de pacientes ingresados en los servicios de Cuidados
Intensivos y de Traumatologia y Ortopedia de un hospital de tercer nivel del Sector Salud del
Estado de Puebla. El origen de las cepas se muestra en la Tabla 4.1. El mayor nidmero de
casos se relaciona con cultivos positivos de pacientes del Servicio de Ortopedia sometidos a
desbridamiento secundario. Un comportamiento similar muestran los cultivos de aspirado
bronquial tomados de pacientes de UCI, manteniéndose como segunda causa de infeccion.
Las siguientes frecuencias corresponden a los cultivos positivos tomados de escaras por
decubito (Ulceras por presidn) en pacientes que permanecen acostados mucho tiempo por
estancias hospitalarias prolongadas. Las frecuencias que se presentan en la presente
investigacidn son similares a las reportadas en el proyecto PECIN-UCI (Perfil Epidemiolégico y
Control de Infecciones Nosocomiales en la Unidad de Cuidados Intensivos) desarrollado en el
Hospital Xoco de la Secretaria de Salud del Distrito Federal, México, que reulne la casuistica
analizada en el periodo de 2005-2010%*. En varios reportes citados en el proyecto antes

mencionado, se hace referencia a que el principal sitio anatémico de infeccion en UCI es el
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tracto respiratorio, seguido por las vias urinarias, torrente sanguineo y heridas quirurgicas.

Esas frecuencias coinciden con los resultados de la presente investigacion.

Origen de la cepa Fr?cuen'cia . % d.e
de aislamiento Aislamiento Tabla 4.1
Herida profunda (ISO) 15 21.7 Cepas aisladas en
Aspirado Bronquial (NAV) 13 18.8 los servicios de UCI
Escara por dectbito 11 15.9 y Traumatologia y
Exudado Faringeo 9 13.0 Ortopedia
Sonda Foley (ITU) 5 7.2
Sonda Bronquial 5 7.2 Fuen.te: Elaboracién
" propia
Catéter central 5 7.2
Hemocultivo 3 4.3
Otros 3 4.3
Total 69 100

NAV (Neumonia Asociada a Ventilacion Mecdnica en Adulto); ISO (Infeccion en sitio operatorio);
ITU (Infeccidn Urinaria Asociada a catéter)

Por otro lado, en la Gréfica 4.1 se muestran las frecuencias de los gérmenes aislados de

los pacientes del Servicio de Traumatologia y Ortopedia. La distribucion de los aislamientos

fue la siguiente: E. coli 30%; Pseudomonas aeruginosa 30%; Acinetobacter baumannii 20%;

otros 20%.

Proteus mirabilis

Sta. aureus Met. R

]

10%

10%

Acinetobacter

I

20%

Ps. aeruginosa

E. coli

|

30%

30%

Grafica 4.1 Gérmenes aislados en el Servicio de Traumatologia y Ortopedia

Fuente: Elaboracién propia
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Si se suman los porcentajes, se evidencia que el 90% de los aislamientos corresponde a
Gram negativos y el restante 10% a Gram positivos, en este caso Sta. aureus Meticilina
resistente. Este comportamiento es similar al presentado en la mayoria de los reportes tanto
nacionales como internacionales, en los que se establece que son las bacterias Gram

. . . . . . 101, 102, 1 104.
negativas las aisladas con mayor frecuencia en las infecciones nosocomiales>> 101 102103, 10

Cabe destacar que Acinetobacter baumannii se presenta en la presente investigacion
como el tercero en la frecuencia de aislamientos, que lo posiciona como un patégeno
emergente y que, como se establece en la bibliografia consultada es de muy dificil
tratamiento y erradicacidén debido a su capacidad para adquirir material genético exégeno
integrandolo a su genoma haciéndolo multirresistente a diversos antibidticos, ademas de
gue diversos genes que adquiere del ambiente le permiten desarrollar otros mecanismos de

8. 87 tanto en superficies vivas como

patogenicidad, como la formacidon de biopeliculas
inertes. La formaciéon de biopeliculas explicaria su alta resistencia a los antibiéticos y su
capacidad para sobrevivir en ambientes secos o superficies plasticas (como equipo médico)

por periodos prolongados*’ 8%’

La Grafica 4.2 muestra las frecuencias de microorganismos patdgenos aislados en la
Unidad de Cuidados Intensivos que fueron: E. coli 30.7%; Pseudomonas aeruginosa 21.5%;
Acinetobacter baumannii 12.3%; otros 35.5%. En la UCI el 68% de los aislamientos
correspondié a Gram negativos y el 21.4% a Gram positivos. Comparando ambos servicios se
demuestra que son las bacterias Gram negativas las que se aislan con mayor frecuencia,
como se menciond anteriormente. Ademas los tres patdgenos que muestran mayor
porcentaje de aislamiento son Gram negativos y son los mismos en ambos servicios: E. coli,
Ps. aeruginosa y A. baumannii. Se destaca el porcentaje de aislamiento de Acinetobacter
baumannii (Aba) en ambos servicios, que se identifica en las referencias nacionales e
internacionales como un patdgeno nosocomial emergente, desplazando a los gérmenes mas
usuales, como cocos Gram positivos, que en el presente estudio representan tan solo el
21.4% de los aislamientos. Los presentes resultados concuerdan con los reportados en el

proyecto PECIN-UCI* en el sentido de que es A. baumannii el patégeno aislado en tercer
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lugar de frecuencia desde el afio 2005 hasta el 2010, tanto de lavados bronquiales, vias
urinarias, catéter central, heridas quirurgicas, drenajes y tejido blandos, ademas de que en el
afio 2009 ocupd el primer lugar de frecuencia en los aislamientos, con un 45.93%, estando

presente en 187 casos de 539 pacientes ingresados en UCI.

otros 10.5
Klebsiella
S. hominis
S. haemolyticus

S. epidermidis

Sta. aureus

Acinetobacter spp _ 12.3
Ps. aeruginosa — 215

E. coli 30.7

Grafica 4.2 Porcentaje de gérmenes aislados en la Unidad de Cuidados Intensivos

Fuente: Elaboracién propia

4.2 Determinacion de los patrones de sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos
probados.

Una vez que se aislaron las cepas y se caracterizaron bioquimicamente, se procedié a
evaluar la susceptibilidad a antimicrobianos a todas y cada una de ellas por duplicado, tanto
por el método de Kirby Bater (difusion en sensidiscos) que se presenta en la Imagen 4.1, con
base en los estandares acoplados por la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institut, 2009
105

), como con el Sistema automatizado Vitek 2 Biomerieux, que se puede apreciar en la

Imagen 4.2

70



Pseudomonas
aeruginosa

Imagen 4.2 Sistema automatizado Vitek 2 Biomerieux.

Los resultados de los antibiogramas realizados a las cepas aisladas con mayores

frecuencias se presentan en las tablas 4.2 y 4.3

Todas las cepas de Aba aisladas de pacientes de UCI y del servicio de Traumatologia y
Ortopedia (Tabla 4.4) expresaron 100 % de resistencia a Ceftazidima y Ceftriaxona
(cefalosporinas) concordando los resultados de la presente investigacidon con los reportados
por Donis-Rocandio quienes investigaron los perfiles de resistencia a antibidticos en cepas de
Aba en el Laboratorio de Control y Produccién de Biolégicos ENCB-IPN y en el Hospital
General, Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS*®. En contraste, Siqueiros y Pacheco”

reportan en sus aislamientos de Aba de 3 hospitales del Distrito Federal y del Hospital del
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Niflo de Tabasco resistencia de Aba a Ceftazidima 53% y a Ceftriaxona en un 38.46%. Las
cepas de Aba aisladas en el presente estudio son 100% resistentes a Ceftazidima, Ceftriaxona
(cefalosporinas) e Imipenem (antibidtico carbapenémico), mientras que en el estudio
mencionados antes, solo el 17% de las cepas de Aba analizadas mostraron resistencia a

Imipenem, que se sugiere como el medicamento de eleccidn para tratar a Aba.

Antibiotico E. coli Ps. aeruginosa A. baumannii | Tabla 4.2
%S %R %S %R %S %R | Resistencia a

Amikacina (AN) 100 25 75 100 | Antibidticos en

Ampicilina (AM) 100 100 100 | m.o. aislados en

Aztreonam (ATM) 100 25 75 100 | ud

Carbencilina (CB) 100 100 100

Cefalotina (CF) 100 100 100 | Fuente: ,
Elaboracién propia

Ceftazidima (CAZ) 83 | 17 25 75 100

Ceftriaxona (CRO) 17 | 83 100 100

Cloramfenicol (C) 50 | 50 100 100

Gentamicina (GM) 17 | 83 25 75 100

Imipenem (IMP) 83 | 17 25 75 100

Kanamicina (K) 33 | 67 100 100

Norfloxacina (NOR) 100 25 75 100

Polimixina (PB) 100 100 100

Tetraciclina (Te) 100 100 100

Trimetoprim (SXT) 67 100 100

Tigeciclina 25 75

S: sensible; R: resistente

Los antibidticos carbapenémicos, representados por el Imipenem y el Meropenem, son
los antibidticos B-lactdmicos de mas amplio espectro, pertenecientes al Grupo 2 de la mas
reciente clasificacion hecha por la FDA en noviembre del 2001 y en abril del 2002 por la
Union  Europea, que incluyen carbapenemes de amplio espectro como:
imipenem/cilastatina, meropenem y ertapenem (cuyas estructuras se pueden consultar en

las imagenes 4.4 y 4.5), activos contra bacilos Gram negativos no fermentadores
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(Acinetobacter spp, Pseudomonas spp), indicados principalmente en infecciones
nosocomiales’®, considerados como el Gltimo recurso terapéutico para tratar infecciones
nosocomiales causadas por bacterias Gram negativas multirresistentes debido a su bajo
peso molecular, a su caracteristica de zwiterién que les permite pasar facil y rdpidamente a
través de la membrana celular de la bacteria, su elevada afinidad por las proteinas fijadoras
de penicilina (PBP) y su gran estabilidad frente a la actividad de la mayoria de las enzimas B-

37,38,52,106,107 "1 |os resultados gue se presentan, el 100% de las bacterias de la

lactamasas
especie Aba son resistentes a Imipenem, lo que supone un grave problema terapéutico y
epidemioldgico. El 41.2% de las cepas de Aba aisladas de los hospitales espafioles son

38, 51, en contraste, todas las cepas aisladas de los servicios de

resistentes a Imipenem
Traumatologia y Ortopedia y de la Unidad de Cuidados Intensivos en el presente estudio
fueron resistentes a Imipenem. En la Imagen 4.3 se aprecia el antibiograma que muestra la
resistencia de la cepa 67 de Aba a Imipenem, mostrando un halo de inhibicién de un

didmetro muy pequeﬁo(’z.

Imagen 4.3 Resistencia de Aba a Imipenem

La resistencia a Imipenem, puede deberse a la relativa impermeabilidad de la membrana

externa de Aba y a la exposicién ambiental a un gran reservorio de genes de resistencia, a la
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pérdida de las proteinas de la membrana externa, a alteracidén de las proteinas de unién a

.pe . s 7. f 18, 47, 59, 66, 91
penicilinas (PBP) o a la modificaciéon estérica de canales de porinas ~ ™" > ™ “° L

a
membrana externa de Aba es menos permeable a los antibiéticos que la membrana externa

de E. coli®.

La mutacion de porinas puede impedir el paso del antibiético al espacio peripldsmico
alterando la permeabilidad al antibidtico, que se debe a la pérdida de una porina de la
membrana externa identificada como CarO, que actla como porina inespecifica para el paso

31,4732 Hernandez-Torres y col.” proponen que probablemente las PB-

de carbapenemes
lactamasas y las alteraciones en la membrana externa actien de forma conjunta para
conferir resistencia a carbapenémicos; en tanto que Zudiga y col.” reportan que la
resistencia a carbapenémicos estda mediada por un grupo de [B-lactamasas de amplio
espectro tipo OXA de un tipo inusual llamada OXA-23 transferible, es decir estan codificadas
en transposones (ver Tabla 4.2). Las cepas de Aba que poseen enzimas tipo D-OXA se han
reportado como causantes de brotes epidémicos en Espana, Bélgica, Portugal, Singapur,

Nueva York, China, Brasil, Escocia, Francia, Japén, Cuba, Kuwait *- %% 13> 63,7274

Al comparar las frecuencias de aislamiento del presente estudio con las de otras unidades
hospitalarias que presentaron sus trabajos de investigacién en el XXXVI Congreso Anual de Ia
Asociacion Mexicana de Infectologia y Microbiologia Clinica, como son el Instituto Nacional
de Cancerologia, Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, UMAE- IMSS Torredn y Hospital
Civil de Guadalajara (que son los reportes mas recientes con los que se cuenta a nivel
nacional), se puede observar en la Tabla 4.2 que en la Unidad Hospitalaria, objeto del
presente estudio, la frecuencia de aislamiento de cocos Gram positivos es baja en
comparacion con las otras especies identificadas; Pseudomonas y Enterobacteriaceae siguen
siendo importantes agentes causales de IN tanto por su resistencia al tratamiento
antimicrobiano como por la alta frecuencia con la que se aislan de diferentes muestras; por
tanto es de esperar su presencia en pacientes con estancias hospitalarias prolongadas; no
siendo asi el aislamiento e identificacion de Aba que se establece como un patdgeno

emergente y de alta frecuencia de aislamiento en la unidad hospitalaria estudiada. Por ello la
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atencidn de la presente investigacidn se centra en este microorganismo que se reporta con

altos indices de multirresistencia y mortalidad > > 1%,
Antibidtico E. coli Ps. aeruginosa A. baumannii | Tabla 4.3

%S %R %S %R %S %R | Resistencia a
Amikacina (AN) 100 100 100 | Antibidticos en
Ampicilina (AM) 100 100 100 | m.o. aislados en
Aztreonam (ATM) 50 |50 83 17 100 | Traumatologia y
Carbencilina (CB) 25 | 75 50 50 100 | Ortopedia
Cefalotina (CF) 100 100 100 _
Ectagidlmal Caz) 100 100 100 Eluaebn(:fa;cién propia
Ceftriaxona (CRO) 50 | 50 33.3 66.6 100
Cloramfenicol (C) 50 | 50 100 100
Gentamicina (GM) 25 |75 50 50 100
Imipenem (IMP) 100 83 17 100
Kanamicina (K) 50 |50 100 100
Norfloxacina (NOR) 50 | 50 100 100
Polimixina (PB) 50 |50 100 100
Tetraciclina (Te) 25 |75 100 100
Trimetoprim (SXT) 50 | 50 100 100
Tigeciclina 25 75

S: sensible; R: resistente

Por solicitud explicita del Jefe de la Unidad de Cuidados Intensivos se realizé sensibilidad
de las cepas de Aba a la Tigeciclina (Imagen 4.3) que es un antibidtico perteneciente a las
glicilciclinas, con actividad bacteriostatica contra cepas de Aba multirresistentes, ha
demostrado eficacia tanto in vitro como en la practica clinica, sin embargo ya se han

reportado aislamientos con resistencias altas a este antimicrobiano 37,53

. Se sugiere como
uno de los antibidticos de eleccién para el tratamiento de infecciones nosocomiales causadas
por Aba. La resistencia a este antimicrobiano esta determinada por la suprarregulacion de

bombas de eflujo mediadas desde el cromosoma bacteriano®” 47> 6% 108,

Otro mecanismo para la expresidn fenotipica de resistencia a Tigeciclina es la mayor

expresion de las proteinas que forman las bombas de expulsidon, que al aumentar su nimero
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en la pared celular bacteriana, son capaces de expulsar activamente la Tigeciclina, ademas

18, 4 i i
84859 En la imagen 4.4 se aprecia

de quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol y desinfectantes
el antibiograma que muestra la resistencia de la cepa 68 de Aba a Tigeciclina, evidenciando

la ausencia de halo de inhibicion.

Imagen 4.4 Resistencia de Aba a Tigeciclina

Con base en los patrones de resistencia expresados fenotipicamente in vitro por las cepas
de Aba estudiadas y que se muestran en las Tablas 4.2 y 4.3, se puede inferir que estan

expresando los mecanismos de resistencia que se explican a continuacion.

Con base en los patrones de resistencia mostrados fenotipicamente por las cepas de Aba
se puede inferir que las cepas aisladas estdn expresando los siguientes mecanismos de

resistencia:

La resistencia B-lactdmicos como Ampicilina y Carbencilina (AM y CB), cefalosporinas de
primera generacion de espectro reducido y cefalosporinas de espectro ampliado (CF, CAZ y
CRO) evidencia la expresion de las enzimas B-lactamasas AmpC, que son cefalosporinasas

codificadas de manera constitutiva en todas las cepas de Aba, ademds de BLAE TEM-1y
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SHV-1; CTX-M, y Carbapenemasas tipo OXA. La resistencia a Imipenem permite inferir la
expresion de enzimas tipo OXA-23, metalo B-lactamasas (MBL) codificadas por plasmidos
conjugativos que son elementos méviles adquiridos en el medio ambiente, ademas de una
posible sobreexpresiéon de bombas de expulsidn activa y una disminucién en la expresién de
proteinas de union a penicilina (PBP) presentes en la membrana celular, la resistencia a
carbapenemes es por si misma, suficiente para definir un aislamiento de Aba como

altamente resistente, reduciendo de manera alarmante las opciones terapéuticas.

La resistencia a Norfloxacina, una quinolona, se debe a mutaciones en los genes que
codifican para la ADN girasa o topoisomerasa IV, que desencadena una interferencia con el
sitio de unidén del antibidtico, impidiendo la accidon de éste. Las quinolonas son sustratos de
las bombas de eflujo tipo RND (resistance-nodulation-cell divisién) que también estan
involucradas en la resistencia a aminoglucdsidos, B-lactamicos, Cloramfenicol y Eritromicina,
entre otros. La resistencia a quinolonas también estd mediada por plasmidos que
transportan los genes gnr. La bacteria se protege tanto por mutaciones como por la

adquisicion de elementos genéticos transferibles.

La resistencia a aminoglucdsidos (AN, GM y K) se debe a la produccion de enzimas que
modifican la estructura del antibiético, ademas de la metilacion del RNA ribosomal 16s en el
sitio de union del antibidtico. También estan involucradas bombas de expulsion (Tabla 2.1) de

tipo MATE (Multidrug and toxic compound extrusién).

Los principales mecanismos de resistencia expresados por Aba para Tetraciclina, y para su
versiéon modificada, la Tigeciclina que es una glicilciclina, son bombas de expulsién tipo MFS

(Major Facilitate Superfamily) codificadas en genes Tet (A) y Tet (B) y proteccion ribosomal.

En los reportes consultados se establece a la Tigeciclina como una posible opcidn
terapéutica para tratar infecciones causadas por Aba. Esta decision ya no es adecuada en

esta unidad hospitalaria en la que las alternativas terapéuticas son cada vez mas limitadas.
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Todas las cepas de Aba aisladas en ambos servicios, mostraron sensibilidad a Polimixina
(PB), antibidtico cuya estructura quimica “le permite interactuar con lipopolisacaridos vy
fosfolipidos de la membrana celular externa, desplazando a los cationes divalentes Ca™ y
Mg+2 de los grupos fosfato (H,PO,)", desestabilizando a los lipidos de la membrana,
debilitando la pared celular y desencadenando la lisis bacteriana por efecto osmético”. En lo
gue respecta a la Gentamicina, este antibidtico aminoglucdsido, se fija de manera
irreversible a la region 30s del ribosoma bacteriano lo que da lugar a la produccién de
proteinas de membrana no funcionales que generan alteraciones en la permeabilidad celular,
originando la entrada de mas farmaco y finalmente la lisis celular. Ambos antibidticos son de

dificil administracion por los serios problemas de nefrotoxicidad que ocasionan en los

pacientes.

En la presente investigacion todas las cepas de Aba aisladas fueron resistentes a
Amikacina, Ampicilina, Aztreonam, Cefalosporinas, Cloramfenicol, Imipenem, Kanamicina,
Norfloxacina, Tetraciclina, y Trimetoprim. Del total de cepas, el 25% mostrd sensibilidad a
Tigeciclina y el 75% mostro resistencia. Todas las cepas mostraron 100% de sensibilidad para
Polimixina y Gentamicina. Siempre que se aisle Aba se debe establecer si se trata de una
infeccion o de una colonizacidn. Segun las normas del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) 105 56 considera un paciente infectado cuando existe cultivo positivo y diagndstico
clinico de infecciéon. Un paciente estd colonizado cuando existe cultivo positivo sin
diagnostico clinico de infeccidn. En los pacientes de UCI, del presente estudio, no fue posible
determinar si Aba era el responsable del cuadro clinico, ya que en la mayoria de los casos se
aislaron de dos a tres gérmenes en cada muestra, lo que ocasiond que el disefio de la terapia
antimicrobiana fuera especialmente complicada por la multirresistencia de las cepas

presentes.

En contraste, los pacientes de Ortopedia, a pesar de haber sido sometidos a varias cirugias
de desbridamiento secundario, no presentaron sintomas de infeccién, por lo que se
consideraron colonizados y no infectados, haciendo evidente el buen manejo post-

operatorio. No se administrd tratamiento a quienes no mostraron sintomas de infeccion.
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La resistencia a B-lactdmicos también puede deberse a la modificacién de proteinas
fijadoras del antibidtico (PBP, por sus siglas en inglés), a la modificacion del sitio de accidn, a
las bombas de eflujo activo y a la impermeabilidad celular, todos estos mecanismos
expresados fenotipicamente en las cepas aisladas ya que solamente son sensibles a a

Polimixina B y a Gentamicina.

Conceptualmente se definen como multi-resistentes aquellas cepas de A. baumannii
(MDR) que presentan resistencia a todas las cefalosporinas y sus combinaciones con
inhibidores, a las fluoroquinolonas y a los aminoglucésidos. Se ubican como de Extrema
resistencia (XDR) a aquellas cepas MDR-Acinetobacter mas resistencia a carbapenemes y
como capas Pan-droga-resistentes (PDR) a las cepas XDR-Acinetobacter mas resistencia a

e e . T 96
polimixinas y tigeciclina™.

4.3 Desarrollo de anticuerpos en animales de laboratorio y demostraciéon de la
capacidad antigénica del antigeno “0O”, lipopolisacarido presente en la pared celular.

A continuacidn, en la Tabla 4.4, se presentan los resultados de la reaccion Ag-Ac entre

células viables de Aba y el suero hiperinmune de los conejos inmunizados.

Tabla 4.4 Reacciones de aglutinacidn pasiva entre el Ac y cepas de Aba intactas.

En todas las microplacas que se va a observar el
mismo orden de presentacion de los antisueros:
35, 43, 67 y agua como blanco (sin anticuerpos).
Los tres antisueros se van a poner a reaccionar
con una suspension de células de Aba viables e

intactas para comprobar la presencia o no de

aglutinacion pasiva, identificadas éstas como Ag.
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Fuente: Elaboracién propia

La cepa 35 de Aba aglutina con los tres
antisueros, lo que puede interpretarse como que
los lipopolisacaridos presentes en su membrana
externa son quimicamente similares a los de las
otras dos bacterias, la 43 y la 67. Era de esperarse
gue aglutinara solamente con el antisuero 35,
pero no con los 43 y 67. En el cuarto mdodulo no
se observa aglutinacidn porque solo esta la
bacteria de la cepa 35 de Aba.

La cepa 43 aglutina con los tres antisueros
probados, lo que puede explicarse porque los
lipopolisacdridos presentes en su membrana
externa son quimicamente similares a los de las
bacterias 35y 67. Era de esperarse que aglutinara
solamente con el antisuero 43, pero no con los
35y 67.

La cepa 67 aglutina con los tres antisueros. Era de
esperarse que reaccionara solamente con el Ac 67,
pero no con los otros dos, lo que puede indicar que
los lipopolisacaridos presentes en su membrana
externa son quimicamente similares a los de las
bacterias 35y 43.

De la cepa 69 no se prepard Ag “O”, y a pesar de
eso es capaz de aglutinar con los tres antisueros.
Este hecho muestra que los lipopolisacaridos

presentes en su membrana externa son
guimicamente similares a los de cepas 35, 43 y 67.
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Los resultados presentados en la Tabla 4.4 indican que las cepas de Aba identificadas con
los nimeros 35, 43, 67, 69 pudieran ser el mismo clon diseminado en la unidad hospitalaria
infectando o colonizando a muchos pacientes. La identidad molecular de las cepas se podria
comprobar utilizando algunas técnicas de biologia molecular, pero en la presente
investigacion se puede demostrar, al menos, que el lipopolisacarido de superficie es
antigénicamente similar en cepas diferentes. El lipopolisacarido (LPS) se localiza en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas; esta formado estructuralmente por tres
componentes que son: lipido A, nucleo o core y el antigeno “O”. El LPS es termoestable y
junto con el oligosacarido O (endotoxina) desencadenan la respuesta inmune, como se pudo

evidenciar en las imagenes de la Tabla 4.4.

Los LPS se consideran factores de virulencia que potencian la patogenicidad de la cepa, ya
qgue le permiten evadir el sistema inmune del paciente y activar una respuesta inflamatoria
exagerada lo que causa que el paciente presente enormes cantidades de secrecidn

pulmonar.

4.4 Cuantificacion de lipopolisacaridos

Como se menciond en el Capitulo Ill, para la cuantificacién del lipopolisacarido (LPS) se
tomo en cuenta la polaridad de la molécula para la seleccién de la mezcla de solventes. A
continuacion se reproduce la Tabla 3.3 para mostrar que el porcentaje de recuperacion
mayor, de 2.23%, se obtuvo con una mezcla 1:1 de hexano, cuya polaridad es 0.0, e
Isopropanol con una polaridad de 4.3 unidades. El LPS tiene una parte no polar, la lipidica y
una parte polar, la sacarida, por lo que se requeria de una polaridad tal, que permitiera

extraer de la muestra de biomasa la mayor cantidad posible de LPS.

No fue posible realizar la separacidn cromatografica de la grasa extraida de la biomasa
para diferenciar los diferentes componentes de la mezcla. El interés por el LPS radica en que

es la molécula con el potencial inmunogénico para producir anticuerpos monoclonales que
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en posibles investigaciones posteriores, serian los reactivos para el desarrollo de un
biosensor que permitiera comprobar la presencia o ausencia de Aba en las salas de Cuidados
Intensivos, manos del personal médico y paramédico, mobiliario y equipos destinados a

ventilacién mecdnica para pacientes en estado critico, entre otras funciones.

Mezcla de solventes % R 61 de liid
% Recuperacién de lipidos
y concentraciéon P P Tabla 3.3

Recuperacion de lipidos a
Hexano: Isopropanol 1:1 2.23 partir de la biomasa de Aba.

Hexano: Tolueno 1:1 0.58

4.5 Conclusiones

Las conclusiones se plantearan en el orden en el que se presentaron los objetivos de la

presente investigacion.

Respecto al aislamiento e identificacion de los agentes etioldgicos causantes de las IN se
establecid que la identificacién de Aba como el microorganismo aislado en tercer lugar de
frecuencia tanto en UCI como en el Servicio de Ortopedia en esta Unidad Hospitalaria,
siendo un hallazgo de la presente investigacion la identificacion de esta bacteria, lo que
coincide con las referencias tanto nacionales como internacionales consultadas. La bacteria
asilada con la frecuencia mas alta fue E. coli y la segunda con mayor frecuencia fue

Pseudomonas aeruginosa.

En el marco tedrico se expusieron diferentes mecanismos genéticos que dan a Aba
ventaja sobre otros microorganismos por su capacidad para incrementar su virulencia debido

a los cambios en la estructura de la pared celular, las bombas de expulsion, la expresién
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fenotipica de un gran niumero de enzimas, su relativa facilidad para desarrollar mutaciones
como respuesta a ambientes con alta presion selectiva antimicrobiana, a la promiscuidad
microbiana, que le permite adquirir una gran cantidad de elementos genéticos moéviles
generando como resultado la aparicidn, en el ambiente hospitalario, de clones con escasas
opciones terapéuticas, lo que se puede convertir a corto plazo en un serio problema de salud

Publica.

Ya que el interés de la presente investigacidn se centra en Acinetobacter baumannii, se
definieron los patrones de resistencia/sensibilidad a diferentes antimicrobianos,
resultando que todas las cepas de Aba probadas fueron resistentes a todos los
antimicrobianos probados, incluyendo la Tigeciclina, siendo solamente sensibles a
Polimixina B y a Gentamicina. La resistencia a Imipenem y a Tigeciclina son hallazgos de la
presente investigacién. Las cepas de Aba aisladas se pueden clasificar como pan-
resistentes, lo que restringe las posibilidades de eleccion de terapia antimicrobiana,
haciendo mas dificil la recuperacion del paciente, prolongando su estancia en el hospital,

aumentando los costos y el dafio emocional para las familias.

Se prepard el Antigeno “O” (LPS) de las cepas 35, 43 y 67 y se procedid a la
inmunizacién de animales de laboratorio demostrando que estos tres preparados son
inmunogénicos, ademas las cepas de Aba 35, 43, 67, 69 pudieran ser el mismo clon
diseminado en la unidad hospitalaria infectando o colonizando a muchos pacientes
porque aglutinaron con los tres antisueros, es decir, no solo con el propio sino también
con los otros dos. De la cepa 69 no se prepard Ag “O”, y a pesar de eso fue capaz de
aglutinar con los tres antisueros. Este hecho muestra que los lipopolisacaridos presentes

en su membrana externa son quimicamente similares a los de cepas 35, 43y 67.

Se cuantificé la cantidad de lipidos presentes en la biomasa de Aba con dos mezclas de
solventes de diferente polaridad, resultando mejor la mezcla Hexano: Isopropanol con un
2.23% de lipidos recuperados en comparacion con una concentracién de 0.58% para la

mezcla Hexano: Tolueno que es menos polar.
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4.6 Recomendaciones

1. Se pone de manifiesto la necesidad de disefiar programas intensivos de educacién para
el personal médico y paramédico respecto a la técnica del lavado de manos, con el fin de
incrementar precauciones y evitar que las cepas de Aba resistentes a Imipenem se
transmitan a otros pacientes con las consecuentes implicaciones para la selecciéon del
tratamiento antimicrobiano.

2. Extremar precauciones respecto a la limpieza del mobiliario y equipo médico de la
Unidad de Cuidados Intensivos.

3. Limitar el transito de personal no médico en las Unidades de Cuidados Intensivos.

4. Evaluar la eficiencia de los sanitizantes utilizados en los procesos de limpieza de todas
las areas del hospital.

5. Que los laboratorios farmacéuticos investiguen sobre nuevos antimicrobianos.
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ANEXO 1. Nimero de cepa y origen

Numero de cepa

Microorganismo

Lugar de aislamiento

1 E. coli Sonda Foley

2 Salmonella Grupo B Sonda Foley

3 Pseudomonas aeruginosa Sonda Foley

4 E. coli Hemocultivo

5 Pseudomonas aeruginosa Sonda Foley

6 Candida parapsilosis Sonda Foley

7 Staphylococcus haemolyticus Catéter central

8 Staphylococcus xilosus Catéter central

9 Staphylococcus hominis Aspirado Bronquial
10 Staphylococcus aureus Aspirado Bronquial
11 Pseudomonas aeruginosa Exudado Faringeo
12 E. coli Sonda Foley

13 E. coli Exudado faringeo
14 Acinetobacter Iwoffii Catéter central

15 Acinetobacter Iwoffii Exudado faringeo
16 Pseudomonas aeruginosa Exudado faringeo
17 Staphylococcus epidermidis Herida quirurgica
18 E. coli Exudado Faringeo
19 Pseudomonas aeruginosa Hemocultivo

20 Klebsiella pneumoniae Exudado faringeo
21 Acinetobacter Iwoffii Sonda Bronquial
22 Moraxella lacunata Sonda bronquial
23 Staphylococcus hemolyticus Sonda Bronquial
24 Staphylococcus epidermidis Sonda bronquial
25 Enterococcus faecalis Sonda Bronquial
26 Staphylococcus hominis Sonda Bronquial
27 Staphylococcus epidermidis Sonda bronquial
28 E. coli Aspirado bronquial
29 E. coli Aspirado bronquial
30 E. coli Aspirado bronquial
31 E. coli Aspirado bronquial
32 E. coli Aspirado bronquial
33 Staphylococcus epidermidis Aspirado bronquial
34 Pseudomonas aeruginosa Aspirado bronquial
35 Acinetobacter baumannii Aspirado endotraqueal
36 Klebsiella oxytoca Aspirado endotraqueal
37 E. coli Aspirado endotraqueal
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38 Acinetobacter baumannii Aspirado bronquial
39 Acinetobacter baumannii Aspirado bronquial
40 E. coli Herida quirurgica
41 Acinetobacter baumannii Herida quirurgica
42 Staphylococcus hominis Aspirado bronquial
43 Acinetobacter baumannii Herida quirurgica
44 Staphylococcus arlettae Herida quirurgica
45 Staphylococcus arlettae Herida quirurgica
46 Staphylococcus warneri Herida quirurgica
47 Acinetobacter baumannii Herida quirurgica
48 Aeromonas salmonicida Herida quirurgica
49 Staphylococcus aureus Meticilina (R) Herida quirurgica
50 Staphylococcus haemolytiicus Herida quirudrgica
51 Pseudomonas aeruginosa Herida quirurgica
52 E. coli Escara por decubito
53 Pseudomonas aeruginosa Escara por decubito
54 E. coli Escara por decubito
55 Proteus mirabilis Escara por decubito
56 E. coli Escara por decubito
57 Pseudomonas aeruginosa Herida quirurgica
58 E. coli Escara por decubito
59 Enterococcus avium Escara profunda

60 E. coli Escara por decubito
61 Staphylococcus aureus Meticilina (R) Escara por decubito
62 E. coli Catéter central

63 Acinetobacter baumannii Escara profunda

64 Pseudomonas aeruginosa Catéter central

65 Pseudomonas luteola Catéter central

66 Klebsiella pneumoniae Desbridamiento secundario
67 Acinetobacter baumannii Desbridamiento secundario
68 Acinetobacter baumannii Catéter central

69 Acinetobacter baumannii Catéter central

70 Pseudomonas aeruginosa Herida quirurgica
71 E. coli Herida quirurgica
72 Acinetobacter baumannii Catéter central

73 E. coli Osteomielitis

74 Moraxella morgani Osteomielitis

75 Proteus mirabilis Osteomielitis

76 Staphylococcus aureus Escara zona talén de Aquiles
77 Stenotrophomonas spp. Exudado faringeo
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ANEXO 2. Antibidtico y grupo al que pertenecen

Antibidtico

Grupo al que pertenece

Amikacina (AN)

Aminoglucdsido

Ampicilina (AM)

Beta lactamico

Aztreonam (ATM)

Beta lactdmico

Carbencilina (CB)

Carboxipenicilina

Cefalotina (CF)

Cefalosporina de 12 generacion

Ceftazidima (CAZ)

Cefalosporina de 32 generacion

Ceftriaxona (CRO)

Cefalosporina de 32 generacion

Cloramfenicol (C)

Antibidtico/ sin clasificacion

Gentamicina (GM)

Aminoglucdsido

Imipenem (IMP)

Carbapenémico

Kanamicina (K)

Aminoglucdsido

Norfloxacina (NOR)

Quinolona de amplio espectro

Polimixina (PB)

Polimixina

Tetraciclina (Te)

Tetraciclina

Trimetoprim (SXT)

Derivado de la trimetoxibenzilpirimidina

Tigeciclina

Glicilglicina
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ANEXO 3 Aceptacion para trabajar en el H. General Dr. Eduardo Vazquez Navarro

HOSPITAL GENERAL DE PUEBLA
[ “Dr. Eduardo Vizquez Navarro”
SERVICIO DE MEDICINA INTERNA

SERVICIOS DE SALU

PUEBLA. PUE A 05 DE NOVIEMBRE DEL 2010

DR. RAFAEL ANTONIO MARIN Y LOPEZ
JEFE DE ENSENANZA E INVESTIGACION
PRESENTE

Por medio del presente envio un cordial saludo y al mismo tiempo informarle que por
nuestra parte no hay ningun inconveniente en que la DRA. MARTHA EUGENIA
MARTINEZ LIFSHTZ., venga a realizar investigacion de tesis “identificacion de agentes
casuales de infecciones nosocomiales y disefio de mecanismos de intervencién para su
prevencion” en el Servicio de Medicina Interna.

Por lo que le daremos todo el apoyo para la realizacion de la misma y sin otro particular

por el momento quedo de Usted.

ATENTAMENTE.

ZM? & B e LA
DR.CARLOS MORENO RAMIREZ
JEFE DE M.L. Y U.C.I.
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ANEXO 4 Aceptacion para realizar la investigacion

SSEP Dependencia: HOSPITAL GENERAL DE

SERVICIOS DE SALUD PUEBEA
gas LEL ERTADO DR FUER(A Seccién: ENSENANZA E INV.
Mesa: INVESTIGACION

Numero de Oficio: 2010

Puebla, Pue., a 22 de Noviembre del 2010.

DRA. MARTHA EUGENIA MARTINEZ LIFSHITZ
PRESENTE

Estimada Doctora:

En relacién a su solicitud, ésta ha sido aceptada por el cuerpo de gobierno que
preside el Dr. Aardn Zarain Rodriguez, Director de esta Institucion.

El titulo de su tesis “Identificacion de agentes causales de infecciones
nosocomiales y disefio de mecanismos de intervencién para su prevencion”,
para esta Institucion es un compromiso al enorme reconocimiento que a través de
las Instituciones en las que usted labora toman en cuenta al Hospital General “Dr.
Eduardo Vazquez Navarro”.

ATENTAMENYE

RAML/Ifa
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ANEXO 5. Acuse de aceptacion de solicitud

| HOSPITAL GENERAL

“DR. EDUARDO VAZQUEZ NAVARRO"
DEPARTAMENTO DE ENSENANZA E INVESTIGACION

Puebla, Pue., a 3 de noviembre de 2010.

DR. FERNANDO ROSAS.ROMERO 3 for
PROFESOR TITULAR DEL CURSO Z A
DE PEDIATRIA 4 / B
PRESENTE 7 4
K .,’ 3
g ?,'f L

&

!

Anexo encontrara solicitud de la DRA. MARTHA EUGENIA MARTINEZ LIFSHTZ,
estudiante del Doctorado en Ingenieria Biomédica de la UPAEP, quien solicita
realizar investigacion de tesis en este Hospital denominada “Identificacién de
agentes causales de infecciones nosocomiales y disefio de mecanismos de
intervencién para su prevenciéon”

En caso de existir algun inconveniente de su parte para que se realice ésta
investigacion agradeceré hacerla llegar a esta jefatura.

.-__. =

J’k SERVICIOS WEQ,
DEL ESTADO oF oyyr5

ATENTAMENTE

DR. RAFAEL ANTONIO MARIN Y LOPEZ L
JEFE DE ENSENANZA E INVESTIGACION

‘ Egﬂﬁ’h’*“

sy

SERVIC .)‘DEbALbb =
- f/,\ DL ESTADO PUEBU\

¢.c.p. archivo v \ R { 2 NUV 2010 1’ I
RAMLfa “l A 3 % : é C l B l b O

B DIRECCIO
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ANEXO 6 Solicitud para realizar la investigacion

Dr. Aarén Zarain Rodriguez Octubre 27, 2010
Director del Hospital General de Puebla
PRESENTE

Atn. Dr. Rafael Antonio Marin y Lépez
Jefe de Ensefianza

Estimado Dr. Zarain por medio de la presente la que suscribe, Martha Eugenia Martinez
Lifshitz, estudiante del doctorado en Ingenieria Biomédica que ofrece la UPAEP en
coordinacién con el CONACYT y profesora del Depto. de Ciencias de la Salud de la UDLAP,
solicito respetuosamente me admita en el hospital que Usted dirige para realizar la
investigacién de mi tesis doctoral de titulo “Identificacién de agentes causales de infecciones
nosocomiales y disefio de mecanismos de intervencién para su prevencién”. Las muestras las
procesaré en el Depto. de Microbiologia de la Clinica Ruiz y no tendrén ningln costo ni para el
Hospital General ni para el paciente.

A continuacién le presento mis claves de identificacion:
CONACYT: CVU 65773

ID.UDLAP: 3711

Matricula UPAEP: 20300031

Cédulas profesionales: 964027 y 4620663

En espera de su amable respuesta quedo a sus érdenes.

c.c.p. Dr. Carlos Moreno Ramirez; Jefe de Medicina Interna
Dr. Martin Vega Simons; Terapia Intensiva de Adultos
Dr. Fernando Rosas Romero; Terapia Intensiva Neonatos
Dra. Irma Garcia Téllez; Jefa de Pediatria
Dr. Giovani Gutiérrez Jarquin; Terapia Intensiva de Nifios
Dr. Giovanni Porras Ramirez; Jefe de Departamento Ciencias de la Salud. UDLAP
Dr. Manuel Gonzélez Pérez; Coordinador de la Maestria y Doctorado en Ingenieria Biomédica. UPAEP
Archivo personal

101



	TÍTULO: AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE Acinetobacter baumannii DE INFECCIONES NOSOCOMIALES Y CUANTIFICACIÓN DEL LIPOPOLISACÁRIDO DE SU MEMBRANA EXTERNA. 
	INDICE
	RESUMEN
	PRESENTACION
	CAPITULO I INTRODUCCION
	1.1 Planteamiento del problema
	1.2 Justificación
	1.3 Hipótesis
	1.4 Objetivo General

	1.5 Contexto general de la investigación

	CAPITULO II MARCO TEORICO
	2.1 Problemática de las infecciones nosocomiales en México
	2.2 Agentes causales de infecciones nosocomiales
	2.3 Acinetobacter baumannii
	2.3.1 Mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii
	2.3.2 Factores de Virulencia en Acinetobacter baumannii
	2.3.3 Tratamiento de las infecciones de Acinetobacter baumannii
	2.3.3.1 Actividad bactericida de las Polimixinas
	2.3.3.2 Actividad de la Tigeciclina contra las bacterias
	2.3.3.3 Actividad bactericida de la Gentamicina


	CAPÍTULO III.METODOLOGÍA
	3.1 Tipo de Estudio
	3.2 Ubicación espacio-temporal
	3.3 Descripción de la población
	3.4 Tipo de muestreo y tamaño de la muestra
	3.4.1 Tamaño de la muestra

	3.5 Criterios de selección de la muestra
	3.5.1 Criterios de inclusión: casos de pacientes ingresados a la Unidad de Cuidados
	3.5.2 Criterios de exclusión
	3.5.3 Criterios de eliminación

	3.6 Recursos
	3.6.1 Humanos
	3.6.2 Financieros

	3.7 Aspecto Éticos
	3.7.1 Manejo de la Información
	3.7.2 Manejo de Animales de Laboratorio

	3.8 Material y Métodos
	3.8.1 Obtención y procesamiento de muestras.
	3.8.2 Desarrollo de anticuerpos en Animales de Laboratorio
	3.8.2.1. Antígeno “O” o Somático
	3.8.2.2. Preparación de Antígenos “O” de A. baumannii
	3.8.2.3 Inmunización de Animales de laboratorio
	3.8.2.4 Sangrado
	3.8.2.5 Reacciones de Aglutinación Antígeno-Anticuerpo


	3.9 Cuantificación de Lipopolisacárido
	3.9.1 Preparación de biomasa de Aba
	3.9.2 Extracción de lipopolisacárido


	CAPÍTULO IV RESULTADOS Y DISCUSIONES

	4.1 Aislamiento de cepas de Aba
	4.2 Determinación de los patrones de sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos probados.

	4.3 Desarrollo de anticuerpos en animales de laboratorio y demostración de la capacidad antigénica del antígeno “O”, lipopolisacárido presente en la pared celular.
	4.4 Cuantificación de lipopolisacáridos

	4.5 Conclusiones
	4.6 Recomendaciones

	CAPÍTULO V REFERENCIAS
	ANEXOS
	Anexo 1. Número de cepa y origen

	Anexo 2. Antibiótico y grupo al que pertencen
 
	Anexo 3. Aceptación para trabajar en el H. General Dr. Eduardo Vázquez Navarro

	Anexo 4. Aceptación para realizar la investigación

	Anexo 5. Acuse de aceptación de solicitud

	Anexo 6. Solicitud para realizar la investigación


