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Resumen

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la efectividad in vitro del
esquema combinado de antibiéticos compuesto por rifampicina, imipenem y sulbactam, en
comparacion con el esquema convencional de antimicrobianos, compuesto por amikacina,
ceftazidima, piperacilina/tazobactam y fosfomicina, en muestras de A. baumannii y P.
aeruginosa obtenidas del laboratorio del Hospital Nacional San Rafael, en el periodo de
junio a noviembre de 2016.

Se obtuvo un total de 100 muestras, de las cuales 60 fueron P. aeruginosa y 40 A.
baumannii. Para cada muestra se inocularon 3 placas de Agar Mueller Hinton por el
método de Kirby-Bauer, en las que se evalud la sensibilidad in vitro al esquema de
antimicrobianos convencional, la sensibilidad a rifampicina, imipenem y subactam, sin
evaluar sinergia entre ellos, y el sinergismo entre rifampicina, imipenem y sulbactam.

Se encontré6 que las muestras de P. aeruginosa son sensibles a amikacina (75%) y
piperacilina/tazobactam (50%), y resistentes a fosfomicina y ceftazidima. Con respecto a
las muestras de A. baumannii, ninguno de los antibiéticos utilizados en el esquema
convencional (amikacina, ceftazidima, piperacilina/tazobactam y fosfomicina) obtuvo
porcentajes de sensibilidad superiores al 50%.

Al estudiar la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa para rifampicina, imipenem vy
sulbactam, se demostré que 51.7% de las muestras fueron sensibles al imipenem, siendo
éste el antimicrobiano con mejor porcentaje de sensibilidad al ser utilizado de manera no
combinada. Sin embargo, al utilizarse de manera combinada se evidencié un incremento
en la sensibilidad de por lo menos el 10% para cada antimicrobiano.

En el caso de A. baumannii se demostr6é que al utilizar rifampicina, imipenem y sulbactam
en forma no combinada, se obtuvieron niveles muy bajos de sensibilidad, con porcentajes
menores al 30%. Sin embargo, al utilizarse de manera combinada se observé un
incremento mas marcado de la sensibilidad para los tres antimicrobianos (rifampicina
30%, imipenem 50% y sulbactam 47.5%), siendo rifampicina el antimicrobiano con el

aumento mas notable en su sensibilidad, la cual se vio incrementada en un 25%.
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1. Introduccidn

1.2 Planteamiento del problema

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo gramnegativo que ha tomado gran
relevancia clinica en las Ultimas dos décadas debido a su gran facilidad para
desarrollar resistencia a antimicrobianos, esta capacidad lo ha convertido en un
importante patégeno nosocomial, siendo agente causal de diversas infecciones,
entre ellas: neumonias asociadas a ventilacion mecénica, bacteriemias,
meningitis, infecciones de heridas y tejidos blandos e infecciones de vias urinarias

asociadas a catéter y peritonitis. (1)

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo causante de un gran numero
de infecciones hospitalarias, siendo la causa principal de neumonia asociada a

ventilacion mecénica en los servicios de Cuidados Intensivos a nivel mundial.(2)

Los pacientes mas susceptibles a infecciones por éstos microorganismos son
aguellos que padecen de enfermedades subyacentes graves, pacientes sometidos
a cirugia, distintos tipos de manipulaciones y procedimientos invasivos (tales como
ventilacion mecanica, colocacion de catéter venoso central, nutricibn enteral y
parenteral y colocacion de sonda transuretral), uso previo de antibiéticos de amplio
espectro e ingresos prolongados, incluyendo estancia en Unidades de Cuidados

Intensivos. (3,4)

Ambas bacterias poseen una gran capacidad de sobrevivir en superficies inertes,
debido a sus bajos requerimientos nutricionales, tolerancia a una amplia variedad
de condiciones fisicas, y resistencia intrinseca a antimicrobianos, siendo
comunmente encontradas en el ambiente hospitalario en las mesas, camillas,
suelo e incluso en los instrumentos meédicos. (4,5) Esto facilita su transmision de
persona a persona, y a través de objetos contaminados, siendo frecuente el

aparecimiento de epidemias o brotes dentro de un mismo centro hospitalario.



A. baumannii y P. aeruginosa desarrollan resistencia a los antimicrobianos
comunmente utilizados en la practica clinica debido a diversos mecanismos:
produccion de B-lactamasas (confieren resistencia a B-lactdmicos), bombas de
eflujo (otorgan resistencia a aminoglucosidos y tetraciclinas) y mutaciones a

dianas bacterianas (proveen resistencia a fluoroquinolonas). (4,6)

Se sabe que en el Hospital Nacional San Rafael hay infecciones nosocomiales
causadas por ambas bacterias, sin embargo, no se encontraron datos sobre la
incidencia y prevalencia de estas infecciones, asi como patrones de resistencia
encontrados para ambos patdégenos o esquemas de tratamiento estandarizados
para ellos. Por lo tanto, se ha vuelto una prioridad identificar los esquemas de

antimicrobianos que son capaces de erradicar estas bacterias.

1.2 Pregunta de investigacion

¢Cual es la efectividad in vitro de la rifampicina, imipenem y sulbactam en
comparacién con el esquema de antibiéticos utilizado de forma convencional,
compuesto por amikacina, ceftazidima, piperacilina/tazobactam y fosfomicina, en
cepas de Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa aisladas en el

Hospital Nacional San Rafael?

1.3 Justificacion

A. baumannii y P. aeruginosa han emergido como significativos patdgenos
nosocomiales en pacientes hospitalizados en todo el mundo. A nivel nacional,
segun datos publicados por el Ministerio de Salud (MINSAL) en el afio 2013 P.
aeruginosa y A. baumannii fueron aislados en el 7.4% y el 5.3% de cultivos
bacteriol6gicos en pacientes con infecciones nosocomiales respectivamente,

siendo el 4° y 5° patégenos nosocomiales mas frecuentes en El Salvador. (7)



A nivel mundial en el afio 2007 las infecciones por A. baumannii representaron el
8% del total de infecciones en pacientes ingresados en Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI). En Latinoamérica alcanza el 13,8% de todos los aislados

bacterianos de pacientes ingresados en ese servicio. (8)

Se considera que P. aeruginosa representa el 11-13,8% de todas las infecciones
nosocomiales a nivel mundial y el 13,2-22,6% de las infecciones que se producen
en pacientes ingresados en el servicio de cuidados intensivos. Esta bacteria ha
sido identificada como la causa principal de neumonia asociada a ventilacion
mecanica en los servicios de Cuidados Intensivos a nivel mundial, (2) la segunda
causa mas comun de neumonia adquirida en la comunidad, y neumonia
nosocomial. Asi mismo, es responsable del 6% infecciones de herida operatoria,
9% de infecciones de tracto urinario hospitalarias, y 4-6% de casos de

bacteriemia. (9)

Se ha demostrado que las diferencias en la prevalencia de estas infecciones en
cada pais son muy significativas y que éstas podrian atribuirse a condiciones

propias de cada regiéon y a las medidas de control de transmision local. (10)

La resistencia multiple a antimicrobianos es muy frecuente en estas especies, lo
gue complica su tratamiento en infecciones graves. En la Ultima década se han
identificado cepas de A. baumannii y P. aeruginosa resistentes a practicamente
todos los antimicrobianos comercialmente disponibles, lo que obliga a dirigir las
investigaciones para establecer nuevas opciones de tratamiento. (8)

Durante los ultimos afios se han realizado diversos estudios sobre la eficacia de
distintos regimenes antimicrobianos frente a A. baumannii. En un estudio realizado
por Pachdn et al.se compararon dos modelos de tratamiento para neumonia
causada por A. baumannii multirresistente en roedores. El primer grupo se traté
con rifampicina como monoterapia, y el segundo grupo con imipenem/sulbactam,
demostrando una disminucion de la mortalidad del 28% en el grupo tratado con
rifampicina, y del 14% en el grupo tratado con imipenem/sulbactam. Por ello, se

concluyé6 que ambos esquemas de antibidtico fueron eficaces para tratar la



neumonia murina por A. baumannii multirresistente. (11) Estos resultados se han
visto apoyados por otras investigaciones, y aunado a la disponibilidad de estos
antibiéticos a nivel nacional, se convierten en una opcion viable para desarrollar
una propuesta terapéutica eficaz en el tratamiento de infecciones causadas por

ésta bacteria.

En el caso de P. aeruginosa, en un estudio realizado en 2007 por Gamero et. al,
se analizaron 3019 cepas aisladas a nivel intra y extrahospitalario, encontrandose
qgue los antimicrobianos mas activos contra esta bacteria fueron imipenem vy
meropenem. (12) De igual forma, un estudio realizado en Kanagawa, Japon,
demostré que para las cepas de P. aeruginosa, el efecto de los B-lactamicos se vio
potenciado al utilizarse en combinacién con sulbactam, ya que disminuye en gran
medida las concentraciones inhibitorias minimas de los antimicrobianos. (13) (14)
La rifampicina también ha demostrado una buena actividad contra P. aeruginosa
MDR. Segun un estudio realizado en Tokio, en 2008, la rifampicina obtuvo los
mejores resultados en las curvas de tiempo-muerte, en modelos de neumonia
murina, incluso al compararse con imipenem. Sin embargo, pudo evidenciarse un
rapido aparecimiento de resistencia bacteriana, por lo que los autores no
recomiendan su uso como monoterapia. (14) (15)se

A nivel nacional, los lineamientos técnicos para la vigilancia, prevencion y
contencion de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos proponen que en
caso de infeccion por A. baumannii multirresistente se deberd utilizar como
tratamiento empirico la combinacién de meropenem o imipenem a altas dosis mas
amikacina, mas ampicilina/sulbactam mas fosfomicina, todos usados por via
intravenosa por un periodo de 14 dias. (16)Para las infecciones causadas por P.
aeruginosa no se cuenta con un régimen de tratamiento empirico en esos
lineamientos. Se sugiere que el tratamiento vaya dirigido segun el patron de
resistencia definido por el antibiograma, tomando en cuenta combinaciones de
ceftazidima, amikacina, gentamicina, aztreonam, cefepime, ciprofloxacina,

imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam y colistina. Por lo anterior se



considera conveniente determinar la efectividad in vitro de un esquema antibiotico
compuesto por rifampicina, imipenem y sulbactam contra A. baumannii y P.
aeruginosa, con el propoésito de optimizar los recursos disponibles en el Hospital
Nacional San Rafael y disminuir el impacto causado por estas infecciones,

respecto a costos, estancia intrahospitalaria, y morbi-mortalidad de los pacientes.

El presente protocolo de investigacion tuvo como fin abrir las posibilidades para el
desarrollo de una estrategia de atencion y manejo de pacientes afectados por
infecciones causadas por Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa en

el Hospital Nacional San Rafael.

1.4 Objetivos

Objetivo general:

Comparar la efectividad in vitro del esquema combinado de antibiéticos compuesto
por rifampicina, imipenem y sulbactam con los antibidticos propuestos por el
esquema convencional, compuesto por amikacina, ceftazidima,
piperacilina/tazobactam y fosfomicina para el manejo de infecciones por
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa en el Hospital Nacional San

Rafael.

Objetivos especificos:
e Determinar mediante un modelo in vitro la sensibilidad de A. baumannii al
esquema convencional compuesto por amikacina, ceftazidima,

piperacilina/tazobactam y fosfomicina.

e Evaluar a través de un modelo in vitro la sensibilidad de P. aeruginosa al
esquema  antibiético = compuesto por  amikacina, ceftazidima,

piperacilina/tazobactam y fosfomicina.



e Mostrar mediante un modelo in vitro la sensibilidad de A. baumannii al
esquema de antibiéticos combinado compuesto por rifampicina, imipenem y

sulbactam.

e Estimar mediante un modelo in vitro la sensibilidad de P. aeruginosa al
esquema de antibidticos combinado compuesto por rifampicina, imipenem y

sulbactam.

1.5 Planteamiento de hipotesis

Hipotesis de investigacion.

El esquema de antibidticos combinado compuesto por rifampicina, imipenem y
sulbactam demostr6 una mayor efectividad in vitro en comparacién con el
esquema convencional compuesto por amikacina, ceftazidima,
piperacilina/tazobactam y fosfomicina para infecciones causadas por
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa en el Hospital Nacional San

Rafael.



2. Marco teérico

2.1 Generalidades

Acinetobacter baumannii

El género Acinetobacter incluye cocobacilos gramnegativos, aerobios estrictos,
oxidasa negativa, catalasa positiva, no fermentadores, no esporulados y no
reductores de nitratos, que crecen bien en todos los medios de cultivo de rutina,
siendo su temperatura 6ptima de crecimiento de 33 a 35° C, siendo A. baumannii

la especie mas representativa del género. (15) (17)

Los miembros del género Acinetobacter han sufrido una gran cantidad de cambios
taxonodmicos a lo largo de la historia, lo cual ha dificultado su estudio adecuado. La
ltima definicion taxondémica de Acinetobacter corresponde a Bouvet y Grimont, la
cual incluye 17 genoespecies, siendo A. baumannii la mas frecuentemente aislada

y, por tanto, con mayor relevancia clinica. (17)

La clasificacion se basa en la capacidad selectiva que tienen las bacterias de este
género de utilizar 6 fuentes de carbono (levulinato, citraconato, L-fenilacetato, L-
fenilalanina, 4-hidroxibenzoato y L-tartrato), asi como la capacidad de estas

bacterias para crecer a ciertas temperaturas.(17)

A. baumannii crece facilmente en todos los medios de cultivo de rutina, siendo su
temperatura 6ptima de crecimiento entre 33-35 °C. Debido a esto y a sus escasos
requerimientos de crecimiento, A. baumannii sobrevive en mudltiples medios
animados e inanimados; asi puede ser aislado en material hospitalario, como en
aparatos de ventilacion mecanica, catéteres, liquido de dialisis peritoneal y una
amplia variedad de instrumentos de uso diario, por ejemplo: humidificadores,
colchones y cojines, en donde estudios muestran una capacidad de sobrevida

mayor a 25 dias, relacionandose por tanto con brotes nosocomiales. (18)



A. baumannii puede formar parte de la flora normal de la piel de los adultos sanos,
especialmente las manos, y puede colonizar la cavidad oral, faringe e intestino,
constituyendo éstos unos reservorios epidemiolégicos muy importantes en brotes
nosocomiales.(19,20) La tasa de portador de Acinetobacter spp. en pacientes no
hospitalizados es baja comparada con la de los pacientes hospitalizados,

especialmente durante los brotes de infeccion. (19)

En los dUltimos afios se han empleado distintos términos para definir la
multirresistencia de A. baumannii frente a los diferentes antimicrobianos.
Actualmente no existe una definicion globalmente establecida para

multirresistencia y pan-resistencia de A. baumannii.

La definicibn de multirresistencia mas aceptada es cuando se pierde la
sensibilidad a mas de dos de los siguientes grupos de antibiéticos: cefalosporinas
antipseudomonas (cefepime, ceftazidima), carbapenémicos antipseudomonas
(meropenem, imipenem), fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina),

aminoglucésidos (gentamicina, tobramicina, amikacina) y/o sulbactam. (19,20)

Por otro lado, se considera que A. baumannii es panresistente cuando no existe
sensibilidad a todos los antibidticos considerados de primera linea para el
tratamiento de infecciones causadas por este patdégeno, lo que incluye a los -
lactdimicos (incluidos carbapenémicos y sulbactam), fluoroquinolonas vy
aminoglucésidos. En la actualidad se considera que, dado el incremento en el uso
de polimixinas y tigeciclina y el desarrollo de resistencia a estos antimicrobianos,

esta definicién tendra que incluir también a estos agentes.

El cultivo continiba siendo el método diagndstico de eleccion; permite el
aislamiento del microorganismo implicado, su identificacion, el estudio de
sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion de marcadores

epidemioldgicos.(21)



La ultima definiciéon taxondmica de Acinetobacter corresponde a Bouvet y Grimont

(Tabla 1) e incluye 17 genoespecies, siendo A. baumannii la mas frecuentemente

aislada y con mayor importancia clinica.(22)

Tabla 1. Clasificacibn de genoespecies del género Acinetobacter por
Bouvet&Grimont.

I 1/2 |3 |4 |5 |6 |7 |89 |10 |11 |12 (13 [14 |15 |16 |17
Crecimiento a 44 °C -+ |- - - - - - - - - - - - - -
Crecimiento a 41 °C -+ + + g0 |- - - - - - - - - - _
Crecimiento a 37 °C + |+ |+ |+ |+ |+ |- + + |+ |+ |89 |+ |+ |+ |75
Acido de D-glucosa + |95 |+ |60 |- 50 |- B + |- 40 |+ + - - -
Hidrdlisis de gelatina - - - 96 | - + |- - - - - + |+ |+ |+ |+
Utilizacion de:

e DL-lactato + |+ |+ |- + |- + |89 [+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+
e DL-4-aminobutirato + |+ + + a0 |- 35 |40 |+ + + 11 [+ - 25 |+
e trans-aconitato + |99 |+ |52 |- - - - - - - 11 |67 |- - 50
e Citrato + |+ + 90 |82 |+ 98 |- + + - + + + + +
s Glutarato + |+ + |- - - - - + + + |- + - - +
e Aspartato + |+ + 64 |40 |66 |61 |- + + + - - - - -
e Azelato + 190 [+ |- - |- - + 50 |25 |+ |- + |- |- R
» B-alanina + |95 |95 |- - - - - + + - - + - 75 |+
e L-histidina + |08 |94 |96 |+ |+ |- |- + |+ |-+ |+ |+ |+ |+
s D-malato - |98 |+ 95 |+ 66 |20 |60 |+ + - + + + + +
+ Malonato + |98 (85 |- - |- 15 |- - |- + |11 |+ |- |50 |50
e Histamina - |- - - - - - - 75 |+ - - - - - -
e L-fenilalanina + |87 |66 |- - - - - - - + 1+ |+ |+ |+ |+
» Fenilacetato + |87 |86 |- - - - 94 (25 |50 |+ |+ |+ |+ |+ |+

Tabla 1.La numeracién de genospecies segun Bouvet y Grimont identifica la especie 2 como A.
baumannii. +: cepas positivas, -: cepas negativas, los nimeros indican los porcentajes de cepas

positivas para esa prueba.

Pseudomonas aeruginosa

Pertenece a la familia Pseudomonaceae. Es un bacilo gram negativo, aerobio,

movil debido a la presencia de un Unico flagelo polar, no formador de esporas, no

fermentador de glucosa, oxidasa y catalasa positiva. (23,24)



Su temperatura optima de crecimiento es entre 30-37°C, pero puede sobrevivir y
multiplicarse en cualquier ambiente, incluyendo aquellos con alto contenido de

sales y temperaturas entre los 20-42°C. (23,25)

Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, pudiéndose encontrar en
fuentes comunes de agua, asi como en el ambito hospitalario y equipo médico
(respiradores, humidificadores, vertederos, duchas, piscinas de hidroterapia y

ocasionalmente en las manos de los trabajadores de la salud). (26)

Es capaz de sobrevivir por tiempos prolongados en liquidos y superficies como
antisépticos, alimentos parenterales, equipos de inhaloterapia, fluidos de didlisis,
grifos de agua, etc. En contraste, es excepcional encontrarla como parte de la
microflora normal de individuos sanos, en quienes se ha aislado de 0-6,6 % en

axilas, tracto respiratorio y faringe, y de 2,6-24 % en heces. (23,24)

Debido a su alto grado de adaptabilidad fisiologica y los elevados niveles de
resistencia que manifiesta frente a numerosos agentes antimicrobianos, constituye
uno de los patdégenos nosocomiales mas frecuentes y es reconocida como un gran
problema de salud al nivel mundial, manteniéndose entre los 3 primeros gérmenes

de alto riesgo causante de sepsis en los diferentes servicios hospitalarios. (23,25)

2.2 Epidemiologia

Acinetobacter baumannii

Contrario a lo observado en otras especies del género Acinetobacter, que son
frecuentemente aisladas del suelo, agua y animales, A. baumannii se encuentra
de manera casi exclusiva en el ambiente hospitalario, particularmente en las
Unidades de Cuidados Intensivos.(27) En el ambiente hospitalario, este
microorganismo ha sido aislado de humidificadores, equipos de ventilacion, piel

del personal de salud, colchones, cojines y otros equipos. (1)
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A nivel mundial en el afio 2007 las infecciones por A. baumannii representaron el
8% del total de infecciones en pacientes ingresados en Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI). (8) El analisis de 86 investigaciones llevadas a cabo entre
octubre de 1990 y octubre de 2004, sobre brotes de A. baumannii, publicado por
Fournier y Richet en 2006, muestra que 2 brotes involucraron mdultiples
establecimientos de salud, y otros 2 brotes involucraron multiples servicios y/o
departamentos en el mismo establecimiento de salud (Tabla 2). (28)

Tabla 2. Localizacion de brotes de A. baumannii en establecimientos de salud

Localizacion No. de brotes
Unidad de Cuidados Intensivos (Adultos) 26

Unidad de Quemados 4

Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales 3

Unidad de Neurocirugia 3

Multiples establecimientos de salud 2

Multiples  departamentos/servicios dentro del mismo | 2
establecimiento

Unidad de Cirugia 2

Unidad de Medicina Interna 1

Unidad de Oncologia 1

Fournier 'y  Richet. Epidemiologyand  control of  Acinetobacter baumannii in

HealthCareFacilities.ClinicallnfectiousDiseases 42, 2006.

Se considera que A. baumannii es parte de la microbiota cutanea. El 31% del
personal de salud es portador de bacilos gramnegativos en sus manos, de los
cuales el 7,5% corresponde a A. baumannii. Cuando se analiza la portacion de
especies de Acinetobacter comparando entre el personal sanitario que maneja
directamente pacientes, y los que no lo hacen, es mas comun la portacion de A.
baumannii en éstos ultimos.(1) Adicionalmente, estudios muestran que la
colonizacion del tracto digestivo puede ser comudn dentro del ambiente
hospitalario, con porcentajes de colonizacion tan altos como 41% en pacientes en
UCI.(28)
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Berlau et al. estudiaron la distribucion de las especies del género Acinetobacter en
la piel de 192 voluntarios sanos, encontrandose que el 40% de los voluntarios era
portador de especies de Acinetobacter, siendo 60% de los casos Acinetobacter

lwofii, y que solamente 1 individuo era portador de A. baumannii. (28)

De manera menos frecuente, A. baumannii puede causar infecciones adquiridas
en la comunidad, como neumonia, bacteriemia, infecciones de piel y tejidos
blandos, infecciones oculares, meningitis secundaria y endocarditis. La neumonia
extrahospitalaria por A. baumannii representa el 85% de infecciones adquiridas en
la comunidad por esta bacteria, ademas es usualmente fulminante, produciéndose
la muerte en los primeros 8 dias de enfermedad, siendo su tasa de mortalidad
hasta del 60%.(27)

En una revisién del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC),
el 7% de todas las neumonias adquiridas en UCI fueron causadas por A.
baumannii en 2003, comparado con el 4% en 1986. La proporcion de infecciones
de tracto urinario, infecciones de piel y tejidos blandos también incrementd

significativamente durante éste periodo. (29)

En Latinoamérica, para el afio 2007, A. baumannii alcanza el 13,8% de todos los
aislados de pacientes ingresados en el servicio de Cuidados Intensivos. (8) Las
tasas de resistencia a meropenem, imipenem, ceftazidima, piperacilina-
tazobactam, ciprofloxacina y gentamicina en Latinoamérica se encuentran entre
las mas elevadas del mundo. En un programa de vigilancia llevado a cabo entre
2002-2004, el 71% de los aislados fueron susceptibles a meropenem o
imipenem.(29) En un estudio en Argentina, Chile, Brasil y Colombia entre 1997 y
2001 se encontré que las tasas de resistencia mas altas se encontraban en
Argentina, sin embargo, ninguno de estos paises se encontraba libre de cepas
multirresistentes. (29) Se ha encontrado una variedad de carbapenemasas en
aislados de A. baumannii en Latinoameérica, incluyendo IMP-1 e IMP-6 en Brasil,
OXA-23 en Brasil y Colombia, y OXA-58 en Argentina. (29)
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Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un importante patdgeno extrahospitalario, siendo
responsable de numerosas infecciones, como queratitis ulcerativa (relacionada al

uso de lentes de contacto), otitis externa e infecciones de piel y tejidos blandos. (9)

En el ambito intrahospitalario, P. aeruginosa ha aumentado su relevancia en las
Ultimas décadas debido a su facilidad para adquirir resistencia a antimicrobianos,
causando infecciones nosocomiales de dificil erradicacion, que aumentan la
morbilidad y mortalidad de los pacientes. Entre ellas se encuentran: neumonias,
infecciones de vias urinarias, bacteriemias, infecciones de sitio operatorio,
quemaduras, y colonizaciéon sinusopulmonar crénica en pacientes con fibrosis

quistica. (9)

A nivel mundial, P. aeruginosa es responsable de 11-13,8% de todas las
infecciones intrahospitalarias, afectando especialmente a los servicios de
Cuidados Intensivos, donde esta bacteria ocasiona el 13,2-22,6% de todas las
infecciones. Ademas, ocasiona el 6% de infecciones de herida quirlrgica, y 9% de
todas las infecciones de vias urinarias intrahospitalarias. (9) Ademas,
mundialmente es la 4° causa mas frecuente de bacteriemia nosocomial, (2) y la
segunda causa mas comun de Neumonia Asociada con la Atencién Médica
(NAAM), y Neumonia asociada a Ventilacion Mecéanica (NAVM), superada

Gnicamente por Staphylococcus aureus. (2,9)

En un reporte del programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, se muestran las
variaciones geogréaficas en la actividad de los antimicrobianos frente a P.
aeruginosa, y muestra que las cepas encontradas en América Latina fueron
generalmente mas resistentes a todas las clases de antimicrobianos, comparadas

con las cepas de EE.UU. y Asia. (30)
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2.3 Factores de riesgo

La inmunosupresion juega un papel determinante en el desarrollo de bacteriemia
por A. baumannii y P. aeruginosa resaltando el rol oportunista que tienen éstos
microorganismos, afectando a neonatos de bajo peso, pacientes con tratamientos
prolongados con corticoesteroides(duracion del tratamiento 22 semanas),
pacientes con tratamientos antineoplasicos (24 semanas de tratamiento), post
esplenectomia, pacientes con SIDA o posterior a trasplantes de 6rganos.(31) En
un estudio realizado en Barcelona por Alvarez-Lerma et al. se observd que
pacientes que presentan granulocitopenia, terapia con corticoesteroides y
neoplasias hematoldgicas desarrollaban bacteriemia por P. aeruginosa en una
relacion aproximada de 3:1, 2:1 y 2:1 en comparaciéon con otras bacterias

respectivamente.(32)

Los procedimientos invasivos se presentan como otro factor de riesgo para
bacteriemias por A. baumannii y P. aeruginosa. En un estudio realizado por Garcia
et al. en Sevilla, se dej6 en evidencia que los casos de bacteriemia por A.
baumannii se dieron con mas frecuencia en pacientes que han sido sometidos a
mayor numero de procedimientos invasivos, asi como una relacién inversamente
proporcional a la sobrevida de éstos.(31) La ventilacibn mecanica, colocacion de
Catéter Venoso Central (CVC), Sonda Transuretral (STU) y Sonda Nasogastrica
(SNG) son los procedimiento invasivos que se ha demostrado que generan
bacteriemia por A. baumannii con mayor frecuencia, en especial en UCI, ya que es
el servicio hospitalario donde se utilizan en mayor cantidad. (6) (31) Para el caso
de bacteriemias por P. aeruginosa, los procedimientos invasivos descritos
anteriormente también son considerados como principales factores de riesgo, con
la excepcién de la STU, que no es un factor de riesgo extrinseco significativo para

desarrollar bacteriemia por este patégeno.(32)

El tratamiento antimicrobiano previo al ingreso a la UCI aumenta el riesgo de
infeccion por A. baumannii, segun fue demostrado por Lee et al., quien encontrd

que luego del uso de cefalosporinas de tercera generacion o imipenem,
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aumentaron significativamente los cultivos positivos para A. baumannii, a

comparacion con el uso de otros antimicrobianos.(33)

Segun un estudio realizado en 2014 por Ossa-Giraldo et al. se evidenci6 que la
terapia con aminoglucosidos y carbapenémicos previa era un importante factor de
riesgo para infecciones por P. aeruginosa. Esto es debido a que estos
antimicrobianos tienen un impacto en la microbiota normal de los pacientes,
predisponiendo para la adquisicion de nuevas cepas o aumentando la expresion
de microorganismos resistentes ya albergados por los mismos, teniendo en cuenta
ademas que los aminoglucésidos no deben ser utilizados como monoterapia en
microorganismos multirresistentes, lo que constituye otro factor de riesgo para
desarrollar infecciones por esta bacteria. Por otra parte, la estancia hospitalaria
prolongada es otro importante factor a tomar en cuenta, ya que el riesgo calculado
para adquirir una infeccion por P. aeruginosa aumenta en un 3% por cada dia de

estancia intrahospitalaria.(34)

En un estudio realizado por Villers et al. se identific6 que hay mayor riesgo de
infeccion por A. baumannii en pacientes que fueron sometidos a procedimientos
invasivos como cirugia de urgencia y colocacion de catéter arterial previo al
ingreso a UCI.(35) Por otra parte, en un estudio realizado por Corbella et al. se
encontré que la cirugia abdominal y la nutricion por SNG, yeyunostomia o

gastrostomia son otros factores de riesgo para infeccién por A. baumannii.(36)

En un estudio realizado por Ruvinsky et al. en 2015 en Buenos Aires, se evidencia
gue en el caso de la poblacién pediatrica las bacteriemias por A. baumannii son
mas frecuentemente relacionadas a la colocacién de CVC y en segundo lugar a
las infecciones de quemaduras, a diferencia de la poblacion adulta en la cual el
foco pulmonar es la causa mas comun de bacteriemia por éste

microorganismo.(37)
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2.4 Mecanismos de resistencia

Se entiende por resistencia al mecanismo mediante el cual una bacteria adquiere
la capacidad para disminuir la accion que los agentes antimicrobianos poseen ante
ésta. Desde el punto de vista clinico se considera que una bacteria es sensible a
un antibacteriano cuando la concentracion de este en el lugar de la infeccion es al
menos 4 veces superior a la concentracion inhibitoria minima (CIM). Una
concentracion por debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los valores

intermedios como de moderadamente sensibles.(38)
Existen 2 tipos de resistencia bacteriana

e Natural o intrinseca: es determinada genéticamente, es una propiedad
especifica de las bacterias. Todas las bacterias de la misma especie son
resistentes a algunos antibidticos. Esta resistencia es no correlacionable

con el incremento de dosis del antibiotico.

e Adquirida: aparece por cambios puntuales en el ADN (mutacién) o por la
transmision de material genético extracromosémico procedente de otras

bacterias (plasmidos, transposones o integrones).(38)

La resistencia antimicrobiana de los bacilos gramnegativos como son el género
Acinetobacter y Pseudomonas se ha incrementado de manera sustancial en la
ultima década. Esta capacidad puede deberse a la relativa impermeabilidad de su
membrana externa y a la exposicion ambiental a un gran reservorio de genes de
resistencia. (20) Diversos reportes han comunicado altas tasas de resistencia

antimicrobiana que varian segun especies aisladas y zona geografica.(1)

En general, A. baumannii y P. aeruginosa poseen varios factores de gran
importancia para el desarrollo de resistencia a antimicrobianos que se abordan a

continuacion:
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* Alta capacidad de supervivencia en superficies inertes y bioldgicas.
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa pueden sobrevivir en
diferentes tipos de ambientes, muebles y equipos hospitalarios debido a los bajos
requerimientos nutricionales que necesitan las bacterias para crecer, y su
capacidad de tolerancia a una extensa variedad de condiciones fisicas, como un
amplio rango de temperatura y pH en los que puede sobrevivir, y la capacidad de

colonizar la piel de los trabajadores de salud. (39,40)

* Enzimas inactivadoras de antimicrobianos.

Las B-lactamasas son enzimas que le confieren a A. baumannii y P. aeruginosa
resistencia a la accidon de los B-lactamicos. Existen varios tipos de estas enzimas
que son producidas por estas bacterias. Se conoce que hay 2 tipos intrinsecos
gue se encuentran en casi todas los aislados de A. baumannii: la cefalosporinasa
AmpC y oxacilinasa variantes OXA-51/69. En el caso de P. aeruginosa, es
intrinseca la cefalosporinasa AmpC. (41)

De la misma forma, A. baumannii y P. aeruginosa también pueden adquirir otras -
lactamasas mediante la inserciobn de genes que amplian su espectro de
resistencia:

o Metalo-B-lactamasas expresadas mediante la insercion de los grupos de
genes IMP-like (habiéndose identificado las variantes IMP-1, IMP-2, IMP-
4, IMP-5, IMP-6 y IMP-11), VIM-like (expresandose muy raramente en A.
baumannii VIM-2) y SIM-1. Estas B-lactamasas le confieren a A.
baumannii y a P. aeruginosa una alta resistencia a carbapenémicos y a
casi todos los B-lactamicos con excepcién de aztreonam, cefepime y
cefpiroma.(38,41)

o Oxacilinasas que hidrolizan carbapenémicos. Este tipo de B-lactamasa es
frecuentemente identificada en A. baumannii, sin embargo, confieren
menor resistencia a carbapenémicos comparados con las metalo-B-
lactamasas. Se expresan por activacion y expresion de diferentes genes
(OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-27, OXA-40, OXA-49, OXA-51,
OXA-58) confiriendo resistencia a penicilinas, cefalosporinas vy

carbapenémicos. (41)
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o B-lactamasas de Espectro Extendido (BLEE). Son mediadas por
plasmidos, caracteristica que las diferencia de las AmpC. Estas B-
lactamasas son frecuentemente expresadas por P. Aeruginosa,
otorgandole resistencia a cefalosporinas de 3° generacion, aztreonam,
penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido, pero son incapaces de
hidrolizar los carbapenémicos. Las BLEE son inhibidas por inhibidores de
B-lactamasas como sulbactam, tazobactam y acido clavulanico.(38)

e Limitacion del acceso a las dianas bacterianas.
A. baumannii y P. aeruginosa tienen la capacidad de disminuir la permeabilidad a
algunos antimicrobianos a través de la membrana, por medio de las Bombas de
Expulsiéon Multidrogas (BEM) que son transportadores capaces de expulsar una
gran variedad de sustratos no relacionados estructuralmente, evitando asi que
lleguen al sitio de accion. Se han descrito varias familias de BEM, con diferentes
mecanismos que permiten ejercer su funcion en A. baumannii y P. aeruginosa:
o MFS (Major Facilitator Superfamily): Sistemas compuestos por una
proteina de membrana, utilizan la fuerza portén-motriz para expulsar
antimicrobianos. Hay 3 principales encontrados en A. baumannii:
= Tet(A). Es un gen que codifica para un sistema que se encarga de
expulsar tetraciclinas, a través del intercambio de un protén por un
complejo tetraciclina-Mg*2.(40)

= Tet(B). Al igual que Tet(A), expulsa tetraciclinas, pero ademas también
minociclinas.(39)

= CmlA. Codifica una bomba de expulsiébn que se encarga de expulsar
cloranfenicol.(39)

o RND (Resistance-Nodulation-Division Family): Son sistemas compuestos
por 3 componentes: una proteina transportadora ubicada en la membrana
interna, una proteina periplasmatica y una proteina de membrana externa.
La mayoria de bombas de expulsion en bacterias gramnegativas
pertenecen a ésta familia y son cominmente encontradas en A. baumannii

y P. aeruginosa, les confieren la capacidad de expulsar un amplio rango

18



de sustratos ademas utilizan la fuerza proton-motriz como fuente de

energia.

= El sistema mas conocido es la bomba AdeABC (proteina de fusion
AdeA, proteina transportadora AdeB y proteina de membrana externa
AdeC), que confiere resistencia a tetraciclina, eritromicina,
cloranfenicol, cefotaxima, gentamicina, kanamicina y tigeciclina.(39)

= La bomba AdelJK se encuentra tanto en cepas susceptibles como
resistentes de A. baumannii constituyendo resistencia de tipo
intrinseca a antimicrobianos y confiere resistencia a B-lactamicos,
cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y en bajo grado a
fluoroquinolonas; sin embargo, su presencia no esta relacionada con
resistencia a rifampicina, lincosamida o azitromicina.(39)

= El complejo MexAB-OprM es el mas frecuentemente encontrado en P.
aeruginosa. Esta compuesto por una proteina bomba en la membrana
citoplasmatica, una proteina ligadora en el espacio periplasmatico y un
canal de salida en la membrana externa. Otorga resistencia a -
lactdmicos, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrélidos, novobiocina,
sulfonamidas, tetraciclinas, trimetroprim e incluso meropenem, pero
excluye al imipenem. (39)

o MATE (multidrug and toxic compound extrusion family): compuestas por
una proteina de membrana, la bomba principal de ésta familia encontrada
en A. baumannii es AdeM que utiliza la fuerza proton-motriz para ejercer
su funcion, a diferencia del resto de bombas de la familia MATE que
utilizan un gradiente de Na*.(39) Esta bomba confiere resistencia a
norfloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, 4'-6-diamino-fenilindol (DAPI),
triclosan, bromuro de etidio, daunorubicina, doxorubicina y en menor grado

kanamicina, eritromicina, cloranfenicol y trimetroprim.(40)

19



ATB

Membrana externa

EED

Espacio periplasmico

A B

Membrana
citoplasmatica

Citoplasma
H' H* H*
Figura 1. Esquema de las principales bombas de expulsion multidrogas de A. baumannii y P.

aeruginosa. A. MFS: Tet(A), Tet(B), CmIA. B. MATE (AdeM). C. RND (AdeABC, AdelJK, MexAB-
OprM). ATB: antibidtico.

e Mutaciones en dianas bacterianas.

Se ha demostrado que mutaciones en los genes gyrA y parC derivan en
modificaciones en la estructura de la ADN girasa bacteriana, lo que conlleva a una
baja afinidad de union de las fluoroquinolonas al complejo enzima-ADN y como
resultado a una resistencia adquirida a éstos antimicrobianos.(42) En un estudio
realizado por Martinez et al. en Colombia, se identificé que la secuenciacion del
gen gyrA en los aislados susceptibles a ciprofloxacina no mostré mutacion puntual
en el codon 83. Sin embargo, en los aislados resistentes a ciprofloxacina se
presentd mutacion en el codén 83 del gen gyrA, que resultd en el cambio del
aminoacido serina a leucina, lo cual sugiere que este es el principal mecanismo
implicado en la resistencia de A. baumannii y P. aeruginosa a las fluoroquinolonas.
(26)

e Cambios en la permeabilidad de la membrana.
Las porinas son proteinas transmembranales que forman canales en la membrana
externa de las bacterias y regulan la entrada de elementos, entre ellos, los
antibioticos. OprD es una porina presente en P. aeruginosa cuya funcion es
permitir la entrada de aminoacidos basicos a través de la membrana externa y es
capaz de permitir la entrada de carbapenémicos (con una capacidad de difusién
de imipenem 70 veces mas que meropenem). Al existir mutacion del gen OprD se
produce pérdida de la porina, confiriendo una excepcional resistencia a imipenem

sin afectar a otros B-lactdmicos. (4)
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2.5 Factores de virulencia

Acinetobacter baumannii:

En los Ultimos afios, se han utilizado modelos gendmicos, fenotipicos e
infecciosos, que han permitido identificar factores de virulencia importantes en la
patogenicidad de A. baumannii.(27) Estudios comparativos entre A. baumannii y
otras especies del género Acinetobacter, han encontrado genes involucrados en la
biogénesis de pili, mecanismos de adquisicion y metabolismo de hierro,
percepcion de quérum (autoinduccién), y sistemas de secrecion, formando todos

ellos parte del “viruloma” bacteriano. (43)

Entre los principales factores de virulencia de A. baumannii se encuentra la
capacidad de formacién de biofilm, que facilita la colonizacion en materiales
inertes y bioldgicos, y contribuye a su resistencia a antibiéticos y evasion de la

respuesta inmune del huésped.(43)

Estudios recientes demuestran que la formacién de biofilm estd estrechamente
relacionada a la percepcion de quérum.(27) La percepciéon de quérum es un
importante sistema regulatorio global en las bacterias, que provee mecanismos
para coordinar el comportamiento de una bacteria individual en una colonia. (44)
Un gran numero de moléculas de sefial capaces de regular enzimas dependientes
de percepcién de quérum son reconocidas como reguladoras para la formacién de
biofilm. En bacterias gramnegativas, las lactonasacil-homoserina (AHLS) son
principalmente utilizadas como autoinductores, siendo importantes en la formacion

y el mantenimiento de biofilm.(44)

El pili de A. baumannii es codificado por un sistema de ensamblaje chaperona-
usher (Csu) csuA/BABCDE, el cual es controlado por un sistema regulatorio de
dos componentes, codificado por genes BfmS (cinasa sensora) y BfmR (cinasa
reguladora). Ha sido demostrado que BfmR es esencial para la estabilizacién de la

expresion del operén Csu, y la expresion de los genes csuC y csukE esta
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involucrada en la adhesion de superficie inicial en la formacion de biofilm. Estos
datos sugieren que el pili es un factor primordial en la formacion de biofilm de A.
baumannii.(27,44)

La adhesion inicial es seguida de una produccién de expolisacéarido, que suprime
la actividad de los polimorfonucleares y contribuye a la resistencia sérica, y la
formacion de una capsula de polisacarido que convierte a la superficie bacteriana
en hidrofilica.(43,45)

Los lipopolisacéaridos (LPS) derivados de A. baumannii constituyen un importante
factor de virulencia, incrementando la patogenicidad de la bacteria y contribuyendo
en la resistencia a diversos antibioticos.(46) En modelos experimentales con
monocitos humanos, los LPS derivados de A. baumannii han sido asociados con
un incremento en la respuesta proinflamatoria, aumentando la expresion de
citoquinas, principalmente Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina-
8 (IL8), los cuales se piensa que son importantes contribuyentes en la sepsis y
coagulacion intravascular diseminada (CID).Existe evidencia que la mayoria de
LPS de A. baumannii contienen una cadena polisacarida O (antigeno-O), que

influencia en el potencial patogénico de otras bacterias gramnegativas.(43)

Asi mismo, se ha demostrado que el lipido-A de los LPS producidas por A.
baumannii funciona como una endotoxina, con un potencial inflamatorio
comparable al de Escherichia coli, siendo superior al de otras bacterias
gramnegativas no-entéricas, como Pseudomonas aeruginosa y Bacteroides
fragilis.(47)

Ademas, la acumulacién de algunas glicoproteinas externas de membrana (Outer
Membrane Proteins, OMPSs) se asocia con la habilidad de formar biofilm, asi como
la expresion de la B-lactamasa PER-1, contribuyendo a la resistencia natural a -
lactdmicos.(43) La OMP-A esta4 asociada principalmente a la invasién y apoptosis
de células epiteliales, y también juega un papel importante en la formacion de

biofilm.
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Diversos experimentos coinciden en que A. baumannii posee la capacidad de
obtener y utilizar hierro, y que éste es un factor importante que contribuye a su
habilidad para sobrevivir dentro del huésped y en ambientes inertes.(43) La
evidencia apunta a que la bacteria produce diversos sideréforos, entre ellos el
llamado acinetobactin,(27) asi como diversos sistemas de recaptacion de hierro de
alta afinidad, que permiten convertir hierro polimérico en quelados solubles vy
proteinas de membrana externa (Iron Repressible Outer Membrane Proteins,
IROMPS).(45)

En combinacién, todos estos factores de virulencia confieren a A. baumannii la
capacidad de sobrevivir en medios deficientes en hierro, resistir temperaturas
elevadas asociadas a fiebre, asi como a la desecacion y a los antibiéticos
utilizados comunmente en el medio hospitalario. (27)

Pseudomonas aeruginosa:

P. aeruginosa tiene un flagelo Unico que permite su motilidad y puede mediar las
interacciones iniciales de superficie. También tiene multiples cilios en la superficie
celular que son responsables de la adherencia a las membranas celulares y otras
superficies. (9) Esto favorece su capacidad de invadir tracto respiratorio, y vias
urinarias. (48) En las vias respiratorias, el glucolipido asialo-gangliosido M1

(aGM1) es uno de los blancos para la unién a la superficie epitelial celular. (9)

Algunos aislamientos de P. aeruginosa poseen una capsula extracelular de
alginato, un polimero de polisacaridos que confiere un aspecto mucoide en los
cultivos. Esta capsula facilita la adherencia a la superficie epitelial pulmonar,
obstaculiza la depuracién bacteriana por el huésped infectado mediante la
antioxidacion de los radicales libres liberados por los macréfagos, actia como una
barrera fisica que impide la fagocitosis y la inhibicion de la quimotaxis de los
neutroéfilos y la activacion del complemento. (24)Ademas, los alginatos parecen ser
importantes para la formacion de biofilm. Se ha encontrado que en general, los

aislamientos mucoides expresan mutaciones en el gen mucA. (9)
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Cuando P. aeruginosa se une a las células epiteliales puede activarse el sistema
de secrecion tipo lll, que permite la liberacidn de ciertas toxinas dentro de la célula
epitelial, con la consiguiente alteracion en la respuesta inmunitaria, la lesion tisular
y la muerte celular. (24) Cuatro exoenzimas conocidas (ExoS, ExoT, ExoU, ExoY)
tienen expresion variable en diferentes cepas de P. aeruginosa y distintas
actividades. Entre ellas, ExoS y ExoT desorganizan el citoesqueleto de actina de
la célula hospedera, bloquean la fagocitosis y favorecen la apoptosis. (24) ExoU
es considerada responsable de la mayor virulencia, ya que provoca un estado
proinflamatorio, incrementando el dafio tisular y la muerte celular.(24) La secrecién
de exoenzimas por el sistema de secrecion tipo Il se asocia con infeccién invasiva
0 mas aguda, en comparacion con los estados de infeccidén crénica observados
por lo general en los pacientes con FQ. La expresion del sistema de secrecidn tipo
lIl en los aislamientos de P. aeruginosa se asocié con aumento de la mortalidad en

los pacientes con neumonia, sepsis e insuficiencia respiratoria. (9)

Hay otros factores de virulencia secretados por P. aeruginosa, como la exotoxina
A que inhibe el factor 2 de elongacion eucarionte, inhibiendo la sintesis proteica de
la célula hospedera, y afectando la respuesta tisular a la infeccion(24); las
proteasas alcalinas, elastasas y proteasa IV, que degradan mdultiples proteinas
inmonorreguladoras del huésped; y las fenacinas, como la piocianina, que
producen disfuncién ciliar en las vias respiratorias, ademas de efectos
proinflamatorios y oxidantes que dafian las células del huésped vy dificultan la

eliminacién de la bacteria.(9)

2.6 Infecciones producidas por Acinetobacter baumannii

Las infecciones producidas por A. baumannii corresponden en su mayoria a
infecciones adquiridas en centros hospitalarios, con un mayor nimero de casos en
la Unidad de Cuidados Intensivos.(49) La colonizacion por ésta bacteria ocurre
dentro de los primeros 9 dias de estancia intrahospitalaria, siendo la via mas

precoz la cutdnea y la mas tardia por via rectal.(18)
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En Estados Unidos, el Centro de Control de Enfermedades ha reportado una tasa
anual de infecciones nosocomiales por especies de Acinetobacter de 7.2/10,000
pacientes-dia, siendo A. baumannii responsable del 90% de esas infecciones
nosocomiales y del 92% del total de bacteriemias intrahospitalarias. En hospitales
generales de Espafia se ha identificado una tasa de colonizacion-infeccion de
0.39/1000 pacientes-dia y de 1.93/1000 pacientes-dia en la unidad de cuidados
intensivos.(18)

La bacteriemia, las infecciones del tracto respiratorio y las infecciones del sitio
operatorio, representan las tres primeras causas de morbilidad producidas por A.
baumannii. (49,50) Sin embargo, la incidencia de infecciones producidas por A.
baumannii varia dependiendo de la presencia o no de un brote de casos, asi
como, del centro hospitalario afectado y de caracteristicas propias de cada
paciente, ya que se ha demostrado que los pacientes adultos en estado critico o
con una infeccién previa tienen mayor riesgo de ser colonizados-infectados por

una cepa multirresistente de A. baumannii. (18) (33)
Bacteriemia producida por A. baumannii.

Las bacteriemias representan el cuarto de lugar dentro de las infecciones
adquiridas en el hospital, y dentro de los servicios afectados el 51% de los casos
ocurre en la Unidad de Cuidados Intensivos. (18)

Las caracteristicas clinicas de la bacteriemia producida por A. baumannii son
inespecificas, puede manifestarse como eritema maculo-papular en la palma de
las manos que posteriormente se extiende hasta los pies, 0 puede presentarse

como lesiones necroticas en la piel y tejidos blandos. (49)

La fuente mas frecuente de bacteriemia es la via intravascular y a través del tubo
endotragueal. Aunque también se han reportado casos originados a partir de
heridas quirdrgicas, quemaduras e infecciones del tracto urinario, Yy
extremadamente raro a partir de casos de endocarditis.(49,50) El prondstico de los
pacientes afectados por ésta infeccion es controversial, ya que del 25-30% de los

casos desarrollan shock séptico.(49)
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Neumonia asociada a A. baumannii

Acinetobacter baumannii representa una causa importante de neumonia
nosocomial. En Espafia ocupa el tercer lugar en frecuencia tras P. aeruginosa y
Staphylococcus aureus. La neumonia por A. baumannii en su mayoria esta
asociada a ventilacibn mecanica y es de presentacion tardia ya que suele afectar

a pacientes con una estancia en UCI mayor o igual a 10 dias. (20)

El cuadro de neumonia puede presentarse como sepsis en un 25% de los
pacientes, como sepsis grave en un 25% y en el 50% de los casos se manifiesta
como shock séptico. La bacteriemia se presenta en el 20% de los pacientes con
neumonia por A. baumannii, representando el origen mas frecuente de

bacteriemia por ésta bacteria. (1,3)

El diagnostico de neumonia por A. baumannii se realiza mediante la obtencion de
muestras respiratorias a través de técnicas invasivas (broncoscopia vy
fibrobroncoscopia) y la realizacion de cultivos cuantitativos que permiten
diferenciar la verdadera infeccién de la colonizacion por ésta bacteria, ya que
estudios demuestran que la colonizacién previa por A. baumannii es frecuente,
sobretodo en pacientes ingresados en UCI. El patron radioldgico es inespecifico;
en el 50% de los casos se presenta un infiltrado lobar y en el otro 50% se produce
un patron difuso bilateral. (1,3)

La tasa de mortalidad de los pacientes con neumonia por A. baumannii asociada a
ventilacion mecéanica se encuentra entre el 40 y el 70%, sin embargo, éstos datos
son controversiales debido a que A. baumannii usualmente afecta a pacientes que

padecen de comorbilidades graves. (3)

Infecciones de Sitio Operatorio.

Las infecciones de sitio operatorio (ISO) son frecuentes a nivel intrahospitalario,
produciéndose principalmente por bacterias grampositivas, pero también puede

incluir bacterias aerobias y bacterias gramnegativas.
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Las ISO representan la tercera causa de morbilidad producida por A. baumannii a

nivel intrahospitalario. (49)

En un estudio realizado en Colombia, en el Hospital ElI Tunal E.S.E. durante los
afios 2001 a 2005, para la especialidad de cirugia en el que se identificaron un
total de 444 microorganismos provenientes de pacientes con infeccién del sitio
operatorio, incisional superficial, profunda u érgano/espacio, se identifico que A.
baumannii produce el 6.7% del total de las Infecciones de Sitio Operatorio. Sin
embargo, la existencia de factores de riesgo representa un factor determinante en

el desarrollo de éstas infecciones. (51)

2.7 Infecciones producidas por Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno muy versatil, que puede causar
distintos tipos de infecciones. Existen infecciones que son mas comunes dentro
del ambito extrahospitalario, entre las que se incluyen foliculitis, sindrome de ufia
verde o sindrome del pie caliente, posterior a la exposicidon recreacional a agua
contaminada (jacuzzis, piscinas, tinas o saunas), artritis séptica en usuarios de
drogas intravenosas, y otitis externa. Esta Ultima puede manifestarse como una
otitis externa severa, potencialmente mortal en pacientes
inmunocomprometidos.(52)

Enfermedades pulmonares de base, como la fibrosis quistica y la Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), son un factor predisponente muy
importante para infecciones del tracto respiratorio por P. aeruginosa. (52)

La mayor parte de infecciones graves por P. aeruginosa son vistas dentro del
ambito hospitalario, constituyendo un grave problema clinico. Ademas, se podria
mencionar que en casi todos los casos clinicos de infeccion por P. aeruginosa
existe compromiso de las defensas del hospedero.(24) Las principales infecciones
asociadas a esta bacteria son: neumonia, bacteriemia, infeccion de tracto urinario

y las infecciones de heridas.(24) (52)
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Las infecciones causadas por P. aeruginosa, ademas de su importancia clinica,
también son cuantitativamente importantes. Un resumen del Sistema de Vigilancia
Nacional para Infecciones Nosocomiales de EE.UU. publicado en el afio 2008,
coloca a P. aeruginosa como el sexto patégeno nosocomial mas frecuente,
segunda causa mas comun de NAVM vy la séptima causa mas frecuente de

infecciones del torrente sanguineo secundarias a catéter.(52)

Neumonia:

En los pacientes con ventilacion mecanica P. aeruginosa comprende el principal y
mas grave agente etioldgico. Se encuentra asociado una de las tasas de morbi-
mortalidad mas elevadas de todas las infecciones nosocomiales. Algunos estudios
han determinado una tasa de mortalidad de 50-70% entre los pacientes afectados.
Esa elevada mortalidad se atribuye tanto al perfil de los pacientes criticos y con
enfermedades de base, como a la virulencia de la bacteria determindndose una
tasa de colonizacién de hasta 54%.(53)

En general, la neumonia por P. aeruginosa, es una neumonia de aparicion tardia,
generalmente a partir de la primera semana de ventilacion, y se presenta en
pacientes con un elevado grado de disfuncion organica previo al desarrollo de la
neumonia y que en mas del 85% de los casos han recibido antibidticos

previamente.(53)

Bacteriemia:

P. aeruginosa es una de las bacterias gramnegativas mas comanmente aisladas.
Con una incidencia de aproximadamente 1 episodio por cada 1000 ingresos, la
cual se ha mantenido estable en las ultimas décadas. (54)

Se han descrito infecciones por este microorganismo en pacientes quemados, con
infeccion de tracto urinario, cancer, neutropénicos y neonatos. La tasa de
mortalidad es alta y varia entre 17 y 50%. Algunos de los factores asociados a
esta elevada mortalidad son neutropenia, presencia de shock séptico, terapia

antibidtica inapropiada y origen de bacteriemia en el pulmon. (24)

28



Infeccion de tracto urinario (ITU):

En las infecciones de tracto urinario, P. aeruginosa es uno de los agentes
etiolégicos frecuentemente encontrados, elevando significativamente Ila
morbimortalidad. En particular la cateterizacion es un evento mecanico que
favorece el ingreso de este microorganismo en las vias urinarias. (24) Estas
infecciones elevan las tasas de morbi-mortalidad, pero no son consideradas de
alto riesgo, excepto en pacientes criticamente enfermos o ingresados en la UCI,

en donde tal infeccion puede producir falla renal y otras complicaciones.(54)

2.8 Manejo de las infecciones por Acinetobacter baumannii a nivel
nacional.

Los Lineamientos técnicos para la prevencion, vigilancia y contencién de
resistencia bacteriana a los antimicrobianos desarrollados por el Ministerio de
Salud (MINSAL) en el afio 2014 y actualizados en el afio 2015 presentan las
recomendaciones para el abordaje y control de los brotes epidémicos causados
por bacterias sujetas a vigilancia que ocurren en los establecimientos de salud a
nivel nacional. (16)

Segun estos Lineamientos, A. baumannii representa una bacteria sujeta a
vigilancia epidemiolégica, debido a la alta capacidad de desarrollar brotes

epidémicos asociados a la atencion sanitaria brindada al paciente. (16)

En caso de infeccion por A. baumannii multidrogorresistente (MDR) se debera
utilizar como tratamiento empirico de primer escoge la combinacion de:
meropenem o imipenem a altas dosis mas amikacina, mas ampicilina y sulbactam
mas fosfomicina, todos de uso intravenoso por un periodo de catorce dias. (16)
Sin embargo, en ésta norma no se determinan las dosis que deberan ser utilizadas

para el tratamiento de estas infecciones.

Ademas, se sugieren medidas generales para el control de los brotes, entre las

cuales se mencionan: limitar la recepcion de nuevos pacientes al area afectada,
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asi como el traslado de y hacia otros servicios, implementacion de medidas de
aislamiento de contacto (uso de guantes y batas desechables), ubicacion de los
pacientes infectados en habitaciones individuales (segun el nimero de casos y
necesidades del servicio) y el lavado adecuado de manos con povidona jabonosa

o clorhexidina. (16)

En caso de pacientes recibiendo ventilacibn mecénica, el circuito debera ser
desechado y nunca re-esterilizado, y el aspirador de secreciones debe ser de uso
exclusivo para cada paciente. (16)

Se recomienda también que en caso de infeccion por A. baumannii en un paciente
hospitalizado se deba realizar un cultivo semanal para determinar la evolucion del
caso. Y se deberéa dar el alta a la mayor brevedad posible, segun las condiciones

de cada caso. (16)

2.9 Manejo de infecciones por Pseudomonas aeruginosa a nivel
nacional

Pseudomonas aeruginosa forma parte de los microorganismos gramnegativos que
se encuentran bajo vigilancia de resistencia a antibiéticos, por el Ministerio de
Salud de El Salvador, cuando es causante de infecciones asociadas con la
atencion sanitaria. Los perfiles de resistencia bacteriana sujetos a vigilancia para
P. aeruginosa son: ceftazidima, gentamicina, amikacina, aztreonam, cefepime,

ciprofloxacina, imipenem, meropenem, piperacilina/tazobactam, o colistina. (16)

Segun los Lineamientos técnicos para la prevencion, vigilancia y contencién de la
resistencia bacteriana a antimicrobianos del MINSAL, el esquema de tratamiento
escogido para las bacterias resistentes que se encuentran bajo vigilancia sera de
acuerdo a las necesidades individuales de cada paciente, tomando en cuenta el
patrén de resistencia bacteriano revelado en el antibiograma. Se sugiere que el

tratamiento esté compuesto por combinaciones de ceftazidima, amikacina,
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gentamicina, aztreonam, cefepime, ciprofloxacina, imipenem, meropenem,

piperacilina-tazobactam y colistina. (16)

2.10 Manejo de las infecciones por Acinetobacter baumannii a
nivel internacional

La eleccion del tratamiento empirico y definitivo apropiado en infecciones
causadas por Acinetobacter baumannii es dificil. Sin embargo, una
antibioticoterapia adecuada se asocia estadisticamente con menor mortalidad,
especialmente con el uso de combinaciones de antibioticos. (20)

Imipenem ha sido el estdndar para el tratamiento para infecciones causadas por A.
baumannii. Sin embargo, la frecuente aparicion de resistencia a los
antimicrobianos mas comunmente usados, establece la necesidad de identificar
nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de éstas infecciones.(20) A
continuacion se resumen las principales opciones para el manejo de éstas

infecciones:

Carbapenémicos:

Los carbapenémicos son considerados como el tratamiento de eleccién frente a
infecciones por A. baumannii debido a que son los antibiéticos que poseen mayor
actividad in vitro y los de mayor experiencia clinica. Debido a su amplio espectro,
también son utilizados como el tratamiento empirico de eleccién en los pacientes
con neumonia grave o sospecha de infeccidbn por A. baumannii. Estudios
demuestran que imipenem posee un efecto mas prolongado a nivel pulmonar por
lo cual, se considera una opcion eficaz para el tratamiento de neumonia asociada
a A. baumannii. El uso de meropenem se reserva para cuando imipenem esta
contraindicado. (3,20)
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Sulbactam:

Es una sulfona del &cido penicilanico que ademas de ser un inhibidor de las [3-
lactamasas, posee actividad intrinseca bactericida frente a A. baumannii. La
presencia de un B-lactamico, como la ampicilina, en combinacion con el inhibidor
de las 3-lactamasas, no parece contribuir a la actividad o la sinergia, por lo tanto,
esta asociacion es innecesaria ya que la actividad de la ampicilina/sulbactam
frente a A. baumannii es exclusiva del sulbactam.(3)

Sulbactam generalmente se indica como alternativa a los carbapenémicos en las

infecciones graves causadas por A. baumannii.(20)

Aminoglucésidos:

Particularmente amikacina y tobramicina son opciones terapéuticas para la
infeccién por cepas de A. baumannii sensibles, pero dadas las caracteristicas
farmacocinéticas y farmacodinamicas, normalmente se deben wusar en
combinacion con otros antimicrobianos (excepto en infecciones urinarias). Se
recomiendan combinados con los B-lactamicos para el tratamiento de las
neumonias por A. baumannii, aunque no se ha demostrado que la combinacién
sea superior al uso del B-lactdmico en monoterapia. Por el contrario, si se ha
demostrado en un modelo de neumonia experimental por A. baumannii, en
ratones inmunocompetentes, que la combinacion de amikacina e imipenem no es
mas eficaz que la monoterapia con imipenem. Por lo tanto, no hay razones para
recomendar el tratamiento combinado de imipenem mas aminoglucosidos en el
tratamiento de la neumonia por A. baumannii.(20)

Se han descrito cepas de A. baumannii multirresistente que muestran sensibilidad
intermedia a amikacina o tobramicina, en relacion con enzimas modificadoras de

aminoglucésidos o mecanismos de bombas de eflujo.(20)
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2.11 Manejo de infecciones por Pseudomonas aeruginosa a nivel
internacional

El reporte del programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, muestra los
patrones de resistencia antimicrobiana a nivel mundial para distintos patdgenos,
asi como los antibioticos con mejor actividad para cada bacteria. En el caso de P.
aeruginosa, se reporta que para Latinoamérica son los betalactdmicos los que
cuentan con mayor rango de potencia, siendo los carbapenémicos los mas
activos. En el estudio se concluye que se muestra una mejor potencia
antipseudomonas con la combinacion de aminoglucésidos, mas un

carbapenémico, mas cefepima o piperacilina/tazobactam. (30)

Segun un consenso publicado en 2005 por la Asociacion Espafiola de Cirujanos,
Sociedad Espafola de Medicina Interna y Unidades Coronarias, Sociedad
Espafiola de Medicina Interna, Sociedad Esparfiola de Medicina de Urgencias y
Emergencias, y la Sociedad Espafiola de Quimioterapia, para el tratamiento
empirico de infecciones intraabdominales, se reporta que los antibidticos con
mejor actividad contra P. aeruginosa son: piperacilina/tazobactam, cefepime,
imipenem, aminoglucosidos (cepas sensibles a amikacina y tobramicina) y

aztreonam. (55)

En un estudio publicado por la Sociedad Americana de Microbiologia en el afio
2005, en el que se estudiaron 305 pacientes con bacteriemia por P. aeruginosa, se
reporta que los antibidticos con mejor efectividad contra esta bacteria son:
cefepime, ceftazidima, imipenem y aminoglucésidos (incluyendo gentamicina,
tobramicina y amikacina), constituyendo alternativas apropiadas para un

tratamiento empirico eficaz contra P. aeruginosa. (56)
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2.12 Tratamiento antimicrobiano con rifampicina, imipenem y
sulbactam

Monoterapia.

Los carbapenémicos, como monoterapia o0 en combinacion, son el principal
tratamiento para infecciones por bacterias gramnegativas multidrogorresistentes
como A. baumannii y P. aeruginosa. El imipenem se ha propuesto como el
farmaco de primera linea (20) teniendo utilidad clinica en casos de bacteriemia o
neumonia asociada a ventilacion mecanica; sin embargo, en los ultimos afios las
opciones terapéuticas se han acortado debido al desarrollo de cepas resistentes a
éstos antimicrobianos.(57) Gamero et al en 2007 luego de analizar 3019 cepas de
P. aeruginosa, expusieron que los antimicrobianos mas activos fueron imipenem y
meropenem, sin importar si son cepas aisladas a nivel intra o extrahospitalario.
(12)

Sulbactam es un farmaco inhibidor de B-lactamasas que posee actividad intrinseca
contra A. baumannii y es una buena opciéon de manejo para tratar infecciones por
ésta bacteria, ya que ha demostrado actividad bactericida en cepas de A.
baumannii MDR in vitro.(57) Se ha aceptado que en casos en los que A.
baumannii es susceptible a éste antimicrobiano, se considere como la principal
alternativa terapéutica.(58) Experimentos realizados en ratones por Rodriguez-
Hernandez et al. han demostrado que sulbactam es tan efectivo como imipenem
en el tratamiento de neumonia e infeccion sistémica por A. baumannii.(59) Para el
caso de infecciones causadas por P. aeruginosa, el papel del sulbactam como
potente inhibidor de B-lactamasas se ve evidenciado en un estudio realizado en
Kanagawa, Japén, en el cual se vio potenciado el efecto de los B-lactamicos al
estar en terapia sinérgica con sulbactam, ya que disminuye en gran medida las

CIM (Concentraciones Inhibitorias Minimas) de los antimicrobianos. (13)

Rifampicina es considerado como un antimicrobiano que usualmente se utiliza

para tratar infecciones por bacterias grampositivas, sin embargo estudios in vitro
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han demostrado el efecto bactericida que éste farmaco posee en contra de A.
baumannii MDR.(58) Estudios realizados por Saballs et al. en 2006 con pacientes,
demostrd que rifampicina a altas dosis (20mg/Kg/dia) generé mejores resultados
que colistina en neumonia por cepas de A. baumannii susceptibles y resistentes a
carbapenémicos.(60) La rifampicina también ha demostrado actividad en contra de
P. aeruginosa MDR segun un estudio realizado en 2008 en Tokio, donde se
evidenciaron los mejores resultados en las curvas de tiempo-muerte, seguidos por
imipenem en modelos de neumonia murina (Figura 2).(61) Sin embargo,
rifampicina al ser utilizada como monoterapia para infecciones por bacterias
gramnegativas ha demostrado un rapido desarrollo de resistencia bacteriana, por
lo que se utiliza en combinaciones en la mayoria de casos. (15)
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Figura 2. Curva tiempo-muerte de cepa de P. aeruginosa MDR. Se observa una comparacion de
antibioticoterapia con ciprofloxacino (tridngulos), amikacina (rombos), rifampicina (circulos) e
imipenem (cuadros). A las 4 horas se evidencia que no hay unidades formadoras de colonias
viables con los ultimos 2 farmacos.

En un estudio realizado en 2007 por Tripodi et al. se dejo evidenciado que la
monoterapia in vitro con imipenem, ampicilina/sulbactam y rifampicina en cepas de
A. baumannii levemente resistentes y altamente resistentes a carbapenémicos
generd un efecto inhibitorio transitorio hasta 4 horas con posterior rebrote de la
cepa a las 24 horas que se puede comprobar en las curvas de letalidad, (Figura 3)
lo que sugiere la monoterapia con éstos farmacos no es una buena opcién de

tratamiento (Figura 3).(15)
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Figura 3. Se muestra las curvas de tiempo-muerte de dos cepas de A. baumannii: 37804 PFGE
tipo 1 (levemente resistente a carbapenémicos), 63302 PFGE tipo la (altamente resistente a
carbapenémicos).La monoterapia con imipenem, ampicilina/sulbactam y rifampicina demostré un
efecto inhibitorio transitorio hasta 4 horas con posterior rebrote de la cepa, por lo que no se
recomienda la monoterapia como abordaje efectivo de infecciones por A. baumannii. CTRL:
Control, IMI: Imipenem, RIF: Rifampicina, SAM: Ampicilina/Sulbactam.

Terapia combinada.

A pesar que la monoterapia con imipenem, rifampicina y sulbactam no es una
opcién viable de tratamiento, se han realizado varios estudios utilizando estos
antimicrobianos de forma combinada, obteniendo resultados que prometen un

abordaje adecuado para tratar infecciones por bacterias gramnegativas.

La terapia antimicrobiana combinada es frecuentemente utilizada para tratar
infecciones severas producidas por bacterias gramnegativas. En comparacién con
la monoterapia, la terapia antimicrobiana combinada ofrece un amplio espectro de
accion, efectos sinérgicos y menor probabilidad de resistencia bacteriana durante

el tratamiento.(62)

En un estudio realizado en Uppsala, Suecia en 2014 se demostré que existen
efectos sinérgicos en combinaciones dobles con B-lactamicos anti-pseudomonas y
rifampicina para el abordaje terapéutico de infecciones por P. aeruginosa, asi
como excelentes resultados con combinaciones triples con ampicilina/sulbactam,
carbapenémico y rifampicina para el tratamiento de infecciones por A. baumannii.
En este mismo estudio se dej6 evidenciado que la terapia antimicrobiana
combinada es de eleccion cuando hay situaciones clinicas en las cuales la

monoterapia con B-lactamicos no es viable debido a que éstos antimicrobianos por
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si solos son insuficientes para tratar infecciones severas por P. aeruginosa y A.

baumannii.(62)

En un estudio in vitro realizado en 2007 por Song et al. en 8 cepas de A.
baumannii resistentes a imipenem se demostr0 que la combinacién
imipenem/sulbactam presenta sinergia contra la mayoria de cepas resistentes a
carbapenémicos observandose actividad bactericida en las curvas de tiempo-
muerte que duré mas de 24 horas, a diferencia de monoterapia con imipenem que

no produjo disminucion en el recuento bacteriano viable (Figura 4).(63)
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Figura 4. Las curvas de letalidad muestran disminucion del recuento de bacterias viables =2 logio
ufc/mL con la terapia combinada imipenem/sulbactam dejando en evidencia el efecto sinérgico que
poseen estos farmacos comparado con la monoterapia de imipenem en cepas de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos.

La terapia combinada imipenem/rifampicina ha demostrado ser de las mas
documentadas a la fecha. Saballs et al. evidenciaron en 10 pacientes (9 en UCI),
con infecciones por A. baumannii, que luego de haberles administrado la terapia
imipenem/rifampicina por 6-24 dias se evidencio un excelente efecto sinérgico
entre éstos dos antimicrobianos en las curvas de tiempo-muerte; por lo que se
llegd a la conclusion que la terapia combinada imipenem/rifampicina era la mejor
opcion terapéutica para tratar infecciones de cepas de A. baumannii tanto
susceptibles como resistentes a carbapenémicos. (60) Montero et al. expusieron
gue la combinacién imipenem/rifampicina produce una buena actividad bactericida
en cepas de A. baumannii altamente resistentes a carbapenémicos.(64) En
estudios realizados por Tripodi et al. se evidencia la actividad sinérgica de la
terapia imipenem/rifampicina a través de las curvas de tiempo-muerte.(15) (Figura
5)
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Figura 5. Curva de letalidad de dos cepas de A. baumannii: 37804 PFGE tipo 1 (levemente
resistente a carbapenémicos), 63302 PFGE tipo 1a (altamente resistente a carbapenémicos). Se
observa que la combinacion imipenem/rifampicina y ampicilina-sulbactam/rifampicina produjo
efectos sinérgicos con actividad bactericida en ambas cepas de A. baumannii. CTRL: Control,
IMI+RIF: Imipenem/rifampicina, SAM+RIF: Ampicilina-sulbactam/rifampicina.

La terapia combinada rifampicina/sulbactam ha sido investigada en los ultimos
afos; Tripodi et al. en el 2007 dejaron en evidencia la actividad sinérgica de estos
antimicrobianos tanto para el tratamiento de cepas de A. baumannii levemente
resistentes a carbapenémicos como altamente resistentes a estos. En las curvas
de tiempo-muerte se muestra una disminucion en el recuento de bacterias viables
lo que indica una buena actividad bactericida con la combinacion

rifampicina/ampicilina-sulbactam. (15)

2.13 Métodos de estudio de la sensibilidad antibidtica

Pueden clasificarse en cualitativos y cuantitativos. Métodos cuantitativos son
aguellos procedimientos que permiten determinar la concentracion inhibitoria
minima (CIM) y la concentracién bactericida minima (CBM). Se define CIM como
la minima concentracion de antibidtico que, en un periodo de tiempo
predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un inéculo bacteriano

previamente estandarizado. (65)
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Se define como CBM la minima concentracion de un antibiético que, en un periodo
de tiempo predeterminado, es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una
poblacion bacteriana previamente estandarizada.(65)

Se denominan meétodos cualitativos a aquellos procedimientos que permiten
clasificar directamente a un microorganismo como sensible, intermedio o

resistente.

Estandarizacion

Todos los métodos de estudio estan estandarizados, de manera que los
resultados sean reproducibles y comparables. Dentro de los parametros a

estandarizar se encuentran los siguientes:

a) El tipo de bacterias a estudiar. La realizacibn de estos procedimientos
requiere la utilizacion de cepas de control de calidad con resultados
conocidos.(65)

b) Los medios de cultivo para realizar las pruebas. De los medios disponibles
se considera que tanto el agar como el caldo Mueller-Hinton (MH) son los
mas apropiados para las pruebas de sensibilidad de rutina, ya que son
adecuados para la mayoria de las bacterias patdégenas en cuanto a
requerimientos nutricionales, y existen suficientes datos recopilados que
avalan su uso en las pruebas de sensibilidad. A pesar de estas cualidades,
algunos parametros del medio se deben controlar en cada lote de uso,
como el pH, que debe ser 7.2-7.4 a temperatura ambiente. Si el pH es
demasiado bajo, ciertas drogas como aminoglucésidos, quinolonas y
macrolidos parecerdn menos activas, mientras otras como las tetraciclinas
pareceran tener mayor actividad. Si el pH es mas alto se podran esperar los
resultados opuestos.(65)

c) La temperatura de incubacion, lo cual altera la velocidad de crecimiento
bacteriano y su viabilidad.(65)

d) El estado de los antibioticos, su fecha de vencimiento si se trata de discos,
0 Su potencia si se trata de antibiético como droga.
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Método de difusion en disco (Método de Kirby-Bauer)

Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser facilmente estandarizable
y que esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido.
Consiste en depositar en la superficie de una placa de agar MH previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los
diferentes antibidticos. Tan pronto el disco impregnado en antibiético se pone en
contacto con la superficie hiumeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético
difunde por el agar, formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18 a
24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona

de inhibicién de crecimiento bacteriano.(65)
e Preparacion del inéculo estandarizado:

Para estandarizar la densidad del inéculo se usa una suspension de sulfato de
bario como estandar de turbidez, que corresponde a 0,5 del nefelometro de
McFarland. La densidad se corrobora con un espectrofotémetro. Con un asa
bacteriolégica se toman cuatro a cinco colonias bien aisladas del mismo tipo
morfologico y se inocula en 4 a 5 ml de caldo apropiado, como caldo MH. Los
cultivos de caldo se dejan incubar a 35°C hasta que aparece una turbidez
ligeramente visible (generalmente de 2 a 5 horas).(65) Si la turbidez del indculo es
mas alta que el estdndard, el caldo se ajusta con solucion salina estéril para
obtener una turbidez Opticamente comparable a 0,5 en la escala de McFarland,
que corresponde a 1.5 x 108 UFC/ml. (64)

¢ Inoculacion de medio Agar Mueller-Hinton:

Antes de 15 minutos de preparado el inéculo, sumergir un hisopo de algodén en la
suspension estandarizada, el cual debe ser rotado varias veces y presionado
firmemente contra la pared interna del tubo sobre el nivel de liquido. Con el hisopo
exprimido, se inocula la superficie de la placa de agar mediante estriado. Se deja
secar el medio de 3 a 5 minutos, sin exceder los 15 minutos, con la tapadera

cerrada.
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e Colocacion de discos impregnados con antibidtico utilizando pinzas

estériles:

Se coloca los discos de papel filtro impregnados con una concentracion conocida
de antibittico. Deben ser distribuidos en forma constante y no debe quedar a
menos de 24 mm de distancia entre centros.(65) Luego se debe invertir las cajas e

incubarlas a 35°C durante 18 a 24 horas.

Posterior a la incubacion, cada placa es examinada. Las zonas de inhibicion
resultantes deben ser uniformemente circulares en una capa homogénea de
crecimiento. Los diametros de la zona de inhibicibn completa son medidos en
milimetros pasando por el centro del disco.(65) Los tamafios de las zonas de
inhibicion son interpretados en las Tablas NCCLS para ser informado como
susceptible, intermedio, o resistente a los antimicrobianos que se han probado.

Métodos de dilucion

Las primeras determinaciones se realizan empleando una cantidad considerable
de tubos con caldo de cultivo, a los cuales se le colocaban diluciones crecientes
de antibidticos, con el objetivo de identificar la CIM y CBM.(65) Este procedimiento
se denomin6é macrodilucién en caldo. La aparicion de un sistema de inoculacion
multiple para placas de agar popularizé el método de dilucion en agar, en el que
cada placa, con una cierta concentracion de antimicrobiano, permite inocular
simultdneamente un gran ndamero de microorganismos. La utilizaciéon de
micropipetas y de placas de microtitulacion facilité la utilizacion del método de
microdiluciébn en caldo; en la actualidad se han popularizado los métodos
automatizados comerciales de microdilucion en caldo, facilmente integrables en
sistemas semiautomaticos de lectura e interpretacion de resultados, pero con el

grave inconveniente del incremento de su costo. (65)
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2.14 Método de aproximaciéon de discos para evaluar sinergismo
de antimicrobianos.

Descrito originalmente por Jarlier et al., consiste en la colocacion de discos de
fieltro impregnados con una concentracion de antibidticos conocida, colocados a
una distancia equidistante de 20 mm entre cada disco, en un medio de Agar

Mueller Hinton, previamente estriada con el aislado bacteriana.(66,67)

Se mide el diametro de la zona de inhibicidn, considerandose que existe actividad
sinérgica entre los antimicrobianos cuando se interponen sus halos de
inhibicién.(66)

Este método es Util para poder determinar si dos 0 mas antimicrobianos aumentan
su accién microbicida al entrar en contacto entre si. Ademas, ha sido descrito por
las guias de la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) usando cepas de
bacterias gramnegativas como Escherichia coli (no productora de B-lactamasa) y
Klebsiella pneumoniae (productora de B-lactamasa de espectro extendido); siendo

una guia para evaluar sinergismo antimicrobiano en bacterias gramnegativas.(66)
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3. Metodologia

3.1 Tipo de estudio

Descriptivo, transversal, prospectivo.

3.2 Poblacion

Pacientes ingresados en el Hospital Nacional San Rafael, sin importar la causa del
ingreso, e independientemente del servicio de ingreso, con cultivo positivo para A.

baumannii o P. aeruginosa.

3.3 Muestra

3.3.1 Marco muestral

Cultivo positivo para A. baumannii y P. aeruginosa, reportado por el Laboratorio
Clinico del Hospital Nacional San Rafael, sin importar la causa del ingreso, e
independientemente del servicio de ingreso, en el periodo de julio a noviembre de
2016.

3.3.2 Unidad de analisis
Cepas de A. baumannii o P. aeruginosa aislado de cultivo de paciente ingresado
en el Hospital Nacional San Rafael, independientemente del sitio de infeccion de

junio a noviembre del afio 2016.

3.3.3 Seleccion de la muestra.

Se realiz6 un muestreo segun conveniencia, tomando en cuenta la totalidad de
cultivos positivos para A. baumannii y P. aeruginosa que se presentaron en el
periodo de tiempo del estudio. Incluyendo solamente 1 cultivo positivo por cada

paciente que reunid criterios de inclusion.
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3.4 Criterios de inclusion

e Cultivo positivo para A. baumannii o P. aeruginosa reportado por el

laboratorio del

Hospital

Nacional

San Rafael

durante el periodo

comprendido entre junio a noviembre del afio 2016.

e Cepas de A. baumannii y P. aeruginosa identificadas exclusivamente por

reporte bacteriologico del laboratorio del Hospital Nacional San Rafael.

3.5 Criterios de exclusion

e Cultivos positivos de otros microorganismos reportados por el laboratorio

del Hospital Nacional San Rafael durante el periodo comprendido entre

junio a noviembre del afio 2016.

3.6 Variables
Variable Definicidn conceptual | Dimensién Indicador
Numero de | Cantidad determinada en | Reporte de | Cantidad de cultivos que reporten Unidades
cultivos ndamero  enteros, de | cultivo Formadoras de Colonias de A. baumannii en
positivos para | cultivos en los cuales se | positivo  a | el periodo de junio a noviembre de 2016.
A. baumannii reporte aislamiento de A. | través del
baumannii. equipo
Vitek 2
Compact.
Numero de | Cantidad determinada en | Reporte de | Cantidad de cultivos que reporten Unidades
cultivos namero enteros, de | cultivo Formadoras de Colonias de P. aeruginosa,
positivos para | cultivos en los cuales se | positivo  a | en el periodo de junio a noviembre de 2016.
P. aeruginosa | reporte aislamiento de | través del
Pseudomonas equipo
aeruginosa. Vitek 2
Compact.
Tiempo de | Cantidad de tiempo | Inhibicién Tiempo medido en horas, en el cual se
inhibicion necesaria, determinado | de identifica inhibicién de crecimiento bacteriano
bacteriana en horas, para identificar | crecimiento | determinado por la aparicion de halo
(tiempo de | inhibicién de crecimiento | bacteriano | inhibitorio del antibiético utilizado, en medio
observacion) bacteriano en el medio | en18-24 Agar Mueller Hinton.
de cultivo. horas en
estufa
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bacteriologi
ca a 35°C
+2
Halo de | Diametro del circulo | Medicion de | Nimero de milimetros que mide el halo
inhibiciéon formado alrededor del | halo de | inhibitorio formado alrededor del disco
disco de determinado | inhibicibn a | antimicrobiano de un determinado antibiético,
antibiotico, medido en |través de | medido con una regla milimetrada.
milimetros. regla
milimetrada.
Susceptibilidad | Capacidad de | Sensible Comparaciéon del halo de inhibicién
in vitro crecimiento de los | Intermedio | antimicrobiano con tablas estandarizadas.
microorganismos frente | Resistente
a una variedad de
agentes antimicrobianos,
bajo condiciones de
laboratorio especificas y
estandarizadas.

3.7 Proceso de recoleccidon de datos

Previa autorizacion del comité de ética (ver Anexo 3) y demas autoridades del
Hospital Nacional San Rafael, se obtuvieron las muestras de aislados positivos de
A. baumannii o P. aeruginosa, identificadas previamente por el area de
microbiologia del laboratorio clinico utilizando un método automatizado por el
equipo Vitek 2 Compact, independientemente del sitio de infeccion, patrén de
resistencia, y demas datos clinicos relacionados con el paciente, en el periodo
comprendido entre junio a noviembre de 2016. Se llevd un registro de las
muestras en un libro, por el personal de laboratorio del Hospital Nacional San
Rafael, y en otro libro por el equipo investigador. En el registro del personal de
laboratorio se incluyd niumero de expediente clinico de paciente para evitar la
repeticion de muestras provenientes del mismo paciente; en el registro del equipo
investigador se anotd fecha y numero de muestras. Las muestras fueron
entregadas por el Laboratorio Clinico del HNSR en tubos de ensayo con medio de
transporte de Stuart, previamente proporcionados por el equipo investigador, y
fueron trasladadas cumpliendo las normas de bioseguridad (en una hielera con

tubos de ensayo sellados y manipulados con guantes, mascarilla, gorro y uso de
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guardapolvo por el equipo investigador), hasta el laboratorio de microbiologia de

FACSALEV, donde fueron almacenadas en refrigeracién a 4°C.

3.8 Procesamiento de muestra

Para el estudio de la sensibilidad a los antibiéticos de las muestras obtenidas del
Hospital Nacional San Rafael, se utilizé el método estandarizado de Kirby — Bauer.

Cada muestra obtenida de un aislado positivo en el Hospital Nacional San Rafael
fue subcultivada en medio de triptacasa-soya-agar, por el método de estrias. A
partir de ese subcultivo, se inocularon tres placas con agar Mueller-Hinton
utilizando el método de Kirby-Bauer. En la 1° placa se estudié la sensibilidad
bacteriana a rifampicina, imipenem y sulbactam (RIS), en la 2° placa se evaluo la
accion sinérgica entre los antibiéticos previamente mencionados segun el modelo
estandarizado para bacterias gramnegativas, el cual consiste en la colocacién de
los discos impregnados con antibiético a una distancia de 20 milimetros entre si,
categorizandose como sinergia cuando se fusionen los halos de inhibicion de
crecimiento bacteriano. En la 3° placa se colocaron los discos de antimicrobianos
utilizados en el esquema convencional (amikacina, piperacilina/tazobactam,
ceftazidima y fosfomicina). Se midieron los halos de inhibiciébn bacteriana, que
fueron registrados en un documento Excel para elaborar la base de datos utilizada

para el analisis estadistico.

3.9 Analisis estadistico de datos

Cada variable fue sometida a un test estadistico exploratorio, que consistio en la
busqueda de medidas de tendencia central y la aplicacion del test de D’Agostino &

Pearson para determinar si las variables tenian una distribucién normal.

En el caso de variables con distribuciéon normal, se utilizé la prueba T de Student

para indagar la diferencia entre dos grupos. Se utiliz6 ANOVA en el caso de tener
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mas de dos grupos. La asociacion entre variables fue realizada mediante la

prueba de Chi Cuadrado.

En el caso de variables que no tuvieron distribucion normal, se utiliz la prueba de

Mann Whitney para buscar asociacion entre variables.

También se utilizaron tablas de contingencia para expresar las diferencias o

razones de proporcion en forma porcentual.
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4. Resultados

En el presente estudio se analizaron 60 muestras de P. aeruginosa y 40 muestras
de A. baumannii, obtenidas del laboratorio del Hospital Nacional San Rafael, en el
periodo de julio a noviembre de 2016, mediante el método estandarizado de Kirby-

Bauer.

Se compar6 la sensibilidad in vitro al esguema convencional descrito en
lineamientos nacionales e internacionales, versus el esquema combinado de
rifampicina, imipenem y sulbactam (en adelante: RIS), midiendo el halo de
inhibicién del crecimiento bacteriano. Ademas, se comparo la efectividad in vitro
del esquema combinado RIS utilizando cada antibiético por separado, y

utilizandolos de una manera sinérgica.
Los resultados obtenidos han sido agrupados en 5 secciones:

- Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al esquema de
antibiéticos convencional.

- Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al esquema de
antibidticos RIS, sin evaluar sinergia.

- Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al esquema de
antibioticos RIS, evaluando sinergia.

- Comparacion de la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii
al esquema RIS sinérgico y no sinérgico.

- Tipos de sinergismo in vitro obtenido en muestras de P. aeruginosa y A.

baumannii al utilizar el esquema RIS combinado.
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4.1 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al

esquema de antibidticos convencional.

4.1.1 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa al esquema de antibidticos
convencional.

P. aeruginosa mostr0 mayor porcentaje de resistencia a la fosfomicina y

ceftazidima, con un 61.7% y 63.3% respectivamente. Los antibidticos que

mostraron

mayor

sensibilidad in

vitro

fueron

con

amikacina vy

piperacilina/tazobactam con un 75% y 50% respectivamente. (Tabla 3)

Tabla 3. Porcentaje de sensibilidad in vitro de P. aeruginosa al

antibiéticos convencional.

esquema de

Fosfomicina | Piperacilina/tazobactam | Amikacina | Ceftazidima
(%) (%0) (%) (%)
Sensible 11 (18.3) 30 (50) 45 (75) 18 (30)
Intermedio | 12 (20) 2 (3.3 4 (6.7) 4 (6.7)
Resistente | 37 (61.7) 28 (46.7) 11 (18.3) 38 (63.3)
N: 60
P < 0.0001

Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

4.1.2 Sensibilidad in vitro de A. baumannii al esquema de antibidticos
convencional.

Al analizar la efectividad in vitro del esquema de antibiéticos convencional
propuesto para A. baumannii, se encontré6 que los antibiéticos con mayor
porcentaje de resistencia fueron fosfomicina y ceftazidima, con el 77.5 y 82.5%
respectivamente. Ademas, los porcentajes de sensibilidad fueron sumamente
bajos, siendo piperacilina/tazobactam y amikacina los antibiéticos con mejor

efectividad in vitro, con 27.5 y 37.5% de cepas sensibles. (Tabla 4).
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Tabla 4. Porcentaje de sensibilidad in vitro de A. baumannii al esquema de
antibioticos convencional.

Fosfomicina | Piperacilina/tazobactam | Amikacina | Ceftazidima
(%) (%) (%) (%)
Sensible 3 (7.5) 11 (27.5) 15 (37.5) 1(2.5)
Intermedio | 6 (15) 1(2.5) 6 (15) 6 (15)
Resistente | 31 (77.5) 28 (70) 19 (47.5) 33(82.5)
N: 40
P = 0.0003

Fuente: datos obtenidos por equipo investigador.

4.2 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al

esquema de antibioticos RIS, no combinado.

4.2.1 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa al esquema RIS, no combinado.

Al estudiar la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa para rifampicina, imipenem y
sulbactam, sin evaluar sinergia entre ellos, se demostr6 que 51.7% de las
muestras fueron sensibles al imipenem, siendo éste el antimicrobiano con mejor
porcentaje de sensibilidad al ser utilizado de manera no combinada (Tabla 5). En
contraste, se encontré que el antibiético con menor porcentaje de sensibilidad fue

la rifampicina, con unicamente el 10% de muestras sensibles.

Tabla 5. Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa a rifampicina, imipenem vy
sulbactam, sin evaluar sinergia.

Rifampicina (%) | Imipenem (%) Sulbactam (%)
Sensible 6 (10) 31 (51.7) 19 (31.7)
Intermedio 7 (11.7) 10 (16.7) 9 (15)
Resistente 47 (78.3) 19 (31.6) 32 (53.3)
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N: 60

P <0.0001

Fuente: datos obtenidos por equipo investigador.

4.2.2 Sensibilidad in vitro de A. baumannii al esquema RIS, sin evaluar
sinergia.

Los resultados del esquema no combinado con rifampicina, imipenem y sulbactam
para A. baumannii, muestran que mas del 50% de las muestras es resistente a
todos los antibidticos utilizados de forma individual. Aunado a esto, menos del
30% de las muestras analizadas fueron sensibles al esquema ya descrito,

teniendo rifampicina el menor porcentaje de sensibilidad, con 5%.

Tabla 6. Sensibilidad in vitro de A. baumannii a rifampicina, imipenem vy
sulbactam, sin evaluar sinergia.

Rifampicina (%) Imipenem (%) Sulbactam (%)
Sensible 2 (5) 11 (27.5) 11 (27.5)
Intermedio 12 (30) 8 (20) 7 (17.5)
Resistente 26 (65) 21 (52.5) 22 (55)
N: 40
P =0.0633
Fuente: datos obtenidos por equipo investigador.

4.3 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A. baumannii al

esquema RIS, evaluando sinergismo.

4.3.1 Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa a esquema RIS, evaluando
sinergismo.

P. aeruginosa obtuvo una mayor sensibilidad al imipenem, con un 61.6% de
muestras sensibles. En contraste, rifampicina evidenci® una menor accién

antimicrobiana, con un 23.3% de muestras sensibles (Tabla 7).
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Tabla 7. Sensibilidad in vitro de P. aeruginosa al esquema sinérgico con
rifampicina, imipenem y sulbactam

Rifampicina (%) Imipenem (%) Sulbactam (%)
Sensible 14 (23.3) 37 (61.6) 30 (50)
Intermedio 14 (23.3) 6 (10) 5 (8.3)
Resistente 32 (53.4) 17 (28.4) 25 (41.7)
N: 60
P =0.0004
Fuente: datos obtenidos por equipo investigador.

4.3.2 Sensibilidad in vitro de A. baumannii a esquema RIS, evaluando
sinergismo.

Los resultados al utilizar el esquema sinérgico con rifampicina, imipenem vy
sulbactam para A. baumannii, arrojaron que el antibiético con mayor sensibilidad in
vitro fue imipenem con un 50%. Por otro lado, el menor porcentaje de sensibilidad
se obtuvo con rifampicina, con un 30% de cepas sensibles. (Tabla 8)

Tabla 8. Sensibilidad in vitro de A. baumannii al esquema sinérgico con
rifampicina, imipenem y sulbactam.

Rifampicina (%) | Imipenem (%) Sulbactam (%)
Sensible 12 (30) 20 (50) 19 (47.5)
Intermedio 10 (25) 5 (12.5) 6 (15)
Resistente 18(45) 15(37.5) 15 (37.5)
N: 40
P=0.3297
Fuente: datos obtenidos por equipo investigador.

4.4 Comparacion de la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa y A.
baumannii al esquema RIS combinado vs. esquema no

combinado.
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4.4.1 Comparacion de la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa a esquema RIS
combinado (sinérgico) vs. no combinado.

Al utilizar el test de ANOVA para comparar los resultados de sensibilidad de
muestras de P. aeruginosa se mostré una mayor sensibilidad al utilizar el esquema
combinado de antibidticos. En la Tabla 9 se muestran los porcentajes de
sensibilidad a rifampicina, imipenem y sulbactam. Con el esquema combinado se
demuestra un aumento superior al 10% en la sensibilidad a los 3 antimicrobianos,

al compararse al esquema no combinado.

Tabla 9. Comparacion de la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa a esquema
RIS combinado vs. no combinado.

RIS combinado (% de
muestras sensibles)

RIS no combinado (%
de muestras sensibles)

Rifampicina 14 (23.3) 6 (10)
Imipenem 37 (61.7) 31 (51.7)
Sulbactam 30 (50) 19 (31.7)
P =0.0107

Fuente: datos obtenidos por equipo investigador. Se muestran Unicamente cepas sensibles.

4.4.2 Comparacion de la sensibilidad in vitro de A. baumannii a esquema RIS
combinado (sinérgico) vs. no combinado.

Utilizando el test de ANOVA se establecio un incremento estadisticamente
significativo de la sensibilidad in vitro al utilizar el esquema combinado RIS en
muestras de A. baumannii, en comparacion con la sensibilidad in vitro encontrada
para los mismos antimicrobianos evaluados individualmente (Tabla 10). EI cambio
mas significativo fue la sensibilidad a rifampicina utilizado de manera individual
(5%), que se vio aumentada seis veces al utilizarse en manera combinada con los

otros antibidticos (30%).
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Tabla 10. Comparacién de la sensibilidad in vitro de A. baumannii al esquema
RIS combinado vs. no combinado.

RIS sinérgico (% de | RIS no sinérgico (% de
muestras sensibles) muestras sensibles)
Rifampicina 12 (30) 2 (5)
Imipenem 20 (50) 11 (27.5)
Sulbactam 19 (47.5) 11 (27.5)

P=0.0109

Fuente: datos obtenidos por esquema investigador. Se muestran Unicamente cepas sensibles.

4.5 Tipos de sinergismo obtenido en muestras de P. aeruginosay
A. baumannii al utilizar el esquema combinado RIS in vitro.

4.5.1 Tipos de sinergismo obtenidos en muestras de P. aeruginosa al utilizar
el esquema combinado RIS in vitro.

Al analizar las muestras de P. aeruginosa mediante el método estandarizado para
evaluar sinergia en bacterias gramnegativas, se obtuvo que, del total de 60
muestras, el 51.7% mostro algun tipo de sinergia entre los antibioticos propuestos.
(Gréfica 1)

Grafica 1. Tipos de sinergismo encontrados en
muestras de P. aeruginosa.
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La sinergia formada por rifampicina, imipenem y sulbactam, se obtuvo en un
38.3% de las muestras analizadas, seguido por la combinacion de imipenem y
sulbactam, y rifampicina con imipenem,10 y 3.4% de Ilas muestras
respectivamente. No se evidencidé ningun resultado de sinergia formada por

rifampicina y sulbactam.

4.5.2 Tipos de sinergismo obtenidos en muestras de A. baumannii al utilizar
el esquema combinado RIS in vitro.

Para las muestras de A. baumannii analizadas segun el método estandarizado
para evaluar sinergia en bacterias gramnegativas, el 52.5% presento6 algun tipo de

sinergia. (Grafica 2)

Grafica 2. Tipos de sinergia encontrados en
muestras de A. baumannii
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RIS: rifampicina + imipenam + sulbactam
RS rifampicina + sulbactam

Rl rifampicina + imipanem

IS imipenem + sulbactam

La sinergia formada por rifampicina, imipenem y sulbactam, se obtuvo en un
37.5% de las muestras analizadas, siendo el tipo mas frecuentemente encontrado,
seguido por la combinacion de rifampicina con imipenem, e imipenem con
rifampicina, encontradas en un 12.5 y 2.5% de las muestras respectivamente. No

se evidencio ningun resultado de sinergia formada por rifampicina y sulbactam.
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5. Discusion

En el presente estudio se demostré que el tratamiento convencional recomendado
para P. aeruginosa presenta una baja sensibilidad para fosfomicina (18.3%) vy
ceftazidima (30%), con altos porcentajes de resistencia (61.7 y 63.3%
respectivamente). Por el contrario, se obtuvieron altas tasas de sensibilidad para
las mismas muestras de P. aeruginosa al utlizar amikacina vy
piperacilina/tazobactam, con 75 y 50% respectivamente. Esto concuerda con los
hallazgos obtenidos por Gamero et al, en el aflo 2007, quienes reportan similares
perfiles de sensibilidad y resistencia para dichos antimicrobianos. (12) Ademas, la
alta sensibilidad obtenida para amikacina es apoyada por la investigacion de
Guerrero et al, en donde se reporta una resistencia menor al 5% en cepas de P.
aeruginosa intrahospitalarias al utilizar amikacina (2). Lo anterior sugiere que
amikacina y piperacilina/tazobactam pueden seguirse utilizando para tratar

infecciones por esta bacteria.

Para las muestras de A. baumannii, se obtuvo mayores porcentajes de
sensibilidad con amikacina (37.5%) y piperacilina/tazobactam (27.5%). Hubo
ademas porcentajes altos de resistencia, variando entre 47.5% con amikacina, y
82.5% con ceftazidima. Hallazgos que son apoyados por el estudio realizado por
Hart et al, en 2010, donde se obtuvo una resistencia del 70% para amikacina,
92.5% para piperacilina/tazobactam, 82.5% para imipenem, y 100% para
ceftazidima.(68)

Lo anterior evidencia que el tratamiento convencional establecido en normativas
nacionales e internacionales para infecciones por A. baumannii presenta baja
efectividad in vitro, probablemente debido a la gran cantidad de mutaciones y
mecanismos de resistencia que estas bacterias son capaces de producir a lo largo
del tiempo (26,38-41), por lo cual se reafirma la necesidad de buscarse nuevas

opciones terapéuticas.
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Al evaluar la sensibilidad in vitro de P. aeruginosa para rifampicina, imipenem y
sulbactam utilizando cada medicamento de manera individual, se observé que
rifampicina y sulbactam no son eficaces como monoterapia, con una resistencia
del 78.3 y 53.3% respectivamente. Sin embargo, la sensibilidad para imipenem es
del 51.7%, siendo el antimicrobiano que presentd mayor efectividad in vitro. En
contraste, los hallazgos obtenidos por Gamero et. al para cepas de P. aeruginosa
evidencian una sensibilidad del 98% al imipenem, lo cual evidencia una menor
sensibilidad al imipenem en las cepas encontradas en el HNSR, que pueden
deberse a la varibilidad geografica de los patrones de resistencia, y la adquisicion
de mecanismos de resistencia. (12)

Por el contrario, en el caso de las muestras de A. baumannii se demostré que al
utilizar rifampicina, imipenem y sulbactam en forma no combinada, se obtuvieron
niveles muy bajos de sensibilidad, con porcentajes menores al 30%. Lo cual
concuerda con los hallazgos obtenidos por Tellado et. al., que recomiendan el uso
de carbapenémicos como medicamentos de primer escoge para el tratamiento de
infecciones por bacterias gramnegativas multirresistentes, idealmente en
combinacion con otros antimicrobianos y no como monoterapia. (16,20,55)

Al utilizar el esquema RIS combinado para P. aeruginosa se evidencia un
incremento en el porcentaje de sensibilidad de los tres antimicrobianos analizados
(rifampicina 23.3%, imipenem 61.6% y sulbactam 50% de sensibilidad). De forma
global, esto significa un aumento en por lo menos el 10% en la efectividad in vitro,
al utilizar estos antimicrobianos de forma sinérgica. En el caso de A. baumannii se
observd un incremento mas marcado de la sensibilidad para los tres
antimicrobianos (rifampicina 30%, imipenem 50% y sulbactam 47.5%), siendo
rifampicina el antimicrobiano con el aumento més notable en su sensibilidad, la
cual se vio incrementada en un 25%. Estos resultados son respaldados por
estudios realizado por Tripodi et al., y por Tangden et al., cuyos estudios
demuestran que el uso combinado de estos tres antibibticos potencia su actividad
bactericida, incluso en cepas que son resistentes a carbapenémicos. (12,60,62)
De igual forma, Song et al reportan una accion sinérgica entre imipenem vy
sulbactam, con efectividad contra la mayoria de cepas resistentes a
carbapenémicos.
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En el presente estudio también se analizaron los tipos de sinergismo obtenidos al
utilizar el esquema combinado RIS. El principal tipo de sinergismo encontrado fue
el conformado por los tres antimicrobianos (23 muestras de P. aeruginosa y 15 de
A. baumannii). Los siguientes tipos de sinergismo predominantes fueron los
obtenidos con imipenem y rifampicina, e imipenem y sulbactam. No se encontré
ningin caso de sinergismo con rifampicina y sulbactam, lo que apoya los
resultados de Song et al. sobre el uso de un carbapenémico como base del
tratamiento antimicrobiano para bacterias gramnegativas multirresistentes en
combinacion con rifampicina y sulbactam, los cuales potencian su accion.(63)

5.1 Limitaciones del estudio

La principal limitante encontrada por el equipo investigador fue la negacion del
permiso para revisar los expedientes clinicos de los pacientes infectados, asi
como la revisién de los reportes de los cultivos positivos, que hubieran permitido
conocer previamente si las bacterias eran multidrogoresistentes, panresistentes, o
si eran sensibles a la mayoria de antibioticos. Ademas, se hubiera podido conocer
cudles son los servicios en el Hospital Nacional San Rafael con mayor prevalencia
de infecciones por A. baumannii y P. aeruginosa, y establecer una correlaciéon
clinica con el estado de los pacientes y el grado de resistencia a antimicrobianos

gue presentaba la bacteria responsable de su infeccion.

Sin embargo, esta limitante permite dejar una puerta abierta a futuras
investigaciones, que abonen al conocimiento de estas infecciones, no solo a nivel

hospitalario, sino a nivel nacional.
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6. Conclusiones

El tratamiento convencional descrito en normativas nacionales e internacionales
para infecciones causadas por A. baumannii demostrd una baja efectividad in vitro
para los cuatro antibiéticos estudiados. Sin embargo, para el tratamiento de
infecciones causadas por P. aeruginosa, Unicamente amikacina Yy
piperacilina/tazobactam mostraron una adecuada eficacia in vitro, por lo cual
pueden considerarse como parte de la terapéutica en infecciones causadas por
este microorganismo. Por otro lado, debido a las altas cifras de resistencia in vitro
obtenidas con ceftazidima y fosfomicina para cepas de P. aeruginosa y A.
baumannii, su uso para el tratamiento de infecciones causadas por estas bacterias

debera ser sometido a mas estudios.

El tratamiento no combinado con rifampicina, imipenem y sulbactam tuvo una baja
eficacia in vitro, tanto para cepas de P. aeruginosa y A. baumannii por lo que no se
recomienda el uso de estos antimicrobianos como monoterapia para infecciones

producidas por estos agentes.

Al utilizar de forma sinérgica el esquema de rifampicina, imipenem y sulbactam se
obtuvo un aumento significativo de la sensibilidad in vitro, por lo que su uso
combinado debe ser considerado como una opcion terapéutica para el tratamiento
de infecciones causadas por A. baumannii y P. aeruginosa.

El imipenem en combinacién con otros antimicrobianos continla siendo el
medicamento de eleccion para el tratamiento de infecciones por bacterias

gramnegativas multirresistentes.

La alta variabilidad que se pudo observar en la sensibilidad de las muestras de A.
baumannii y P. aeruginosa, sugiere la existencia de multiples cepas de dichas

bacterias en el Hospital Nacional San Rafael.

El método de evaluacion de sensibilidad in vitro podria ser de utilidad para

pronosticar la respuesta clinica de paciente al esquema RIS combinada.
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7. Recomendaciones

Se recomienda actualizar de manera periddica, las normativas terapéuticas
nacionales en base a los diferentes perfiles de sensibilidad mostrados por estas
bacterias, reportados por los comités de infecciones nosocomiales de cada
hospital, y depurar los antimicrobianos que ya no muestran eficacia contra estos

microorganismos.

Ademas, se sugiere realizar mas estudios de investigacion a nivel nacional, que
permitan evaluar el uso de la terapia RIS combinada para bacterias gramnegativas
multirresistentes. Asi mismo, se recomienda la realizacion de estudios que
permitan la correlacidon clinica de la terapia RIS con el paciente, para tomar en
cuenta las distintas variables que puedan afectar la efectividad in vivo del

tratamiento propuesto.

Realizar estudios de identificacion de las cepas de A. baumannii y P. aeruginosa
presentes en el Hospital Nacional San Rafael, para disefar estrategias
terapéuticas dirigidas especificamente a cada cepa segun su patron de

resistencia.
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9. Anexos

9.1 Presupuesto

Insumos:
- Asas bacteriologicas descartables, caja por 100 unidades: $8.31
- Aplicadores de madera con Algodon (Hisopos), caja por 100 unidades:
$3.34
- Cajas de Petri descartables, 200 unidades: $28.00
- Tabla de Lectura de NCCLS
- Guantes Talla “M”, caja por 100 unidades: $8.65
- Mascarillas N95, caja por 20 unidades: $13.95
- Lapiz Graso, 1 unidad: $1.83
- Regla Milimetrada, 1 unidad: $1.00
- Formularios Registro de Informacion
- Mechero de Bunsen
- Hipoclorito de sodio al 10%
Materiales de vidrio:
- Tubos de Vidrio tapon de rosca 16 X 125mm, caja por 10 unidades: $7.33
- Tubos de Vidrio tapén de rosca 16 X 125mm con turbidez de 0.5 en la
Escala McFarland.
- Frascos con Solucién Salina Fisiologica Esteril, 1 unidad: $2.56
- Beaker 500ml: $20.00
Medios de cultivo:
- Medios de transporte Stuart, frasco 500g: $126.34
- Caldo Tripticasa Soya, frasco 500g: $112.90
- Agar Mueller — Hinton, frasco 500g: $138.95
- Agar Tripticasa Soya, frasco 5009g: $127.60
Discos de sensibilidad antimicrobiana
- Vial con 50 discos impregnados con Sulbactam 10mcg: $3.90

- Vial con 50 discos impregnados con Amikacina 30mcg: $3.90
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- Vial con 50 discos impregnados con Ceftazidima 30mcg: $3.90

- Vial con 50 discos impregnados con Imipenem 10mcg: $3.90

- Vial con 50 discos impregnados con Rifampicina 5mcg: $3.90

- Vial con 50 discos impregnados con Fosfomicina 50mcg: $3.90

- Vial con 50 discos impregnados con Piperacilina/Tazobactam 100/10mcg:

$3.90

Equipo:
- Balanza.

- Refrigeradora.

- Estufa Bacterioldgica.

- Autoclave.

- Hot plate.

9.2 Tabla de interpretacion de halo de inhibicion de crecimiento

bacteriano (mm) NCCLS.

Antibidtico Resistente Intermedio Susceptible
Amikacina <14 15-16 217
Ampicilina-sulbactam <11 12-14 215
Ceftazidima <14 15-17 =18
Imipenem <13 14-15 216
Rifampicina <16 17-19 =20
Fosfomicina <12 13-15 216
Piperacilina/Tazobactam | <17 18-20 >21

A. baumannii

Piperacilina/Tazobactam | <17 218

P. aeruginosa

Procedimientos en Microbiologia Clinica. Editor: Juan J Picaso. Métodos para el estudio de la

sensibilidad a los antimicrobianos

70




9.3 Cronograma
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9.4 Carta de aceptacion de tesis por comité de ética de HNSR.

“r- CODEIC
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Santa Tecla, 30 de enero de 2017.

A quien interese:

Por medio de la presente se autorizs . los integrantes del grupo investigador del trabajo
Efectividad in vitro de Rifampicina, linipenem y Sulbactam en comparacién con la
antibioticoterapia convencional en infecciones por Acinetobacter baumaninii y Pseudomonas
aeruginosa en el Hospital Nacicnal San Ratae! a realizar dicho estudio.

Rodrigo Edgardo Martinez Meiia
Marta Corina Menjivar Guadrcr
Armyda Montoya Novoa

Siendo esta ura que llena tadn |os requisitos que demanda el Comité, se concluye la
revisién, quedando aprobaco el protocolo para gue inicie la investigacion.

Atentamente,

Dr. Manue'[

Presidente Comité de Ftica de |3 Investigacién
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