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Lista de abreviaturas

A. baumannii Acinetobacter baumannii

ADC Cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter
AMC Acido clavulanico

AME’s Enzimas modificadoras de aminoglucosidos
APB  Acido Borénico

BGN Bacilos Gram Negativos
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E. coli Escherichia coli

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

MBL Metalobetalactamasas

MDR multidrogoresistente

OMS Organizacion Mundial de la Salud

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

PDC Cefalosporinasas derivadas de P. aeruginosa
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gPCR Quantitative polymerase chain reaction
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Resumen

Las infecciones nosocomiales son causadas por una gran variedad de microorganismos
que se encuentran en los ambientes hospitalarios, estos pueden ocasionar diversas
patologias qué ponen en riesgo la vida del paciente o alargar los periodos de
hospitalizacion. Se ha reportado que para el afio 2018 cerca del 14% de las infecciones
nosocomiales en el mundo fueron asociadas a Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
un 11% y Acinetobacter baumannii (A. baumannii ) 3%, asi mismo se ha encontrado que
estos microorganismos tienen la capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia con
los cuales son capaces de resistir a variedad de los antibidticos creados para su
tratamiento. La multirresistencia de estos microorganismos ha ocasionado que la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2017 los declar6 de prioridad critica.

En P aeruginosa y A. baumannii se han encontrado como principales mecanismos de
resistencia intrinsecos la pérdida de porinas, las bombas de eflujo y la producciéon de
betalactamasas, siendo estas ultimas, también el principal mecanismo de resistencia
adquirida. Con este trabajo se pretende profundizar en los mecanismos de resistencia
presentados en estos microorganismos y asi mismo, dar a conocer las técnicas fenotipicas
para su identificacion, avaladas por el instituto de estandares clinicos y de laboratorio

(CLSI por sus siglas en inglés).

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, CLSI, infecciones

nosocomiales, multirresistencia.


https://docs.google.com/document/d/1Mlk3KiDxjyacBUzBkci0S6R_8m-Q9ZJX-RcCScgWYBc/edit?pli=1#heading=h.w7prus504wa

Introduccion

La OMS ha extendido su preocupacion por el aumento en el nimero de microorganismos
resistentes a los antibidticos. Se estima que cerca de setenta mil personas cada afio
mueren a causa de microorganismos multirresistentes y se prevé que para el ano 2050 la
resistencia bacteriana ocasione la muerte de diez millones de personas. Asi mismo esta
Organizacion menciona que este es uno de los 3 problemas mas importantes que esta
afrontando los seres humanos debido a la cantidad de muertes ocasionadas por estas

infecciones y a la dificultad de lograr tratamientos efectivos'.

Es conocido que las cepas resistentes a diversidad de antibiodticos circulan principalmente
a nivel hospitalario y estan relacionadas con variedad de infecciones nosocomiales. Estas
infecciones constituyen una de las principales preocupaciones de la salud publica, debido
a su dificil control y a las limitadas opciones terapéuticas encontradas para su
tratamiento®. Se ha encontrado que en el mundo para el afio 2020 alrededor de 1.4
millones de personas en el mundo contraen infecciones nosocomiales, siendo las
infecciones asociadas al ventilador mecanico y catéter las mas frecuentes y a su vez los

microorganismos Gram negativos los mas comunes en estas infecciones’.



De acuerdo con el informe de resultados de la vigilancia realizado por el laboratorio de
resistencia antimicrobiana en infecciones asociadas a la atencion en salud presentado por
el Instituto Nacional de Salud de Colombia en el 2018, los principales bacilos Gram
negativos (BGN) asociados a infecciones nosocomiales son: Klebsiella pneumoniae (K.

pneumoniae) A. baumannii, P. aeruginosa, Escherichia coli (E. coli) 'y Enterobacter
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spp”.

A. baumannii y P. aeruginosa son los microorganismos que con mayor frecuencia se
asocian con infecciones nosocomiales en gran medida por sus caracteristicas de
resistencia a los desinfectantes, duracion en los entornos, facilidad de formar biopeliculas
y resistencia natural y adquirida a los antimicrobianos usados para su tratamiento, estos
microorganismos a su vez se asocian principalmente a infecciones de ventilador
ocasionando infecciones de tracto respiratorio superior e inferior y a catéter ocasionando
infecciones de tracto urinario o en algunos casos bacteriemias por lo cual su importancia

en este estudio.

Por otro lado A. baumannii y P. aeruginosa son una pareja de microorganismos
pertenecientes al grupo ESKAPE consideradas como un problema en la salud publica
debido a su facilidad para convertirse en multirresistentes (MDR), extremadamente
resistentes (XDR) o en el peor de los casos panresistentes (PDR). Con este estudio se

pretende profundizar en las investigaciones realizadas sobre los mecanismos de



resistencia de los principales microorganismos gram negativos no fermentadores,
asociados a infecciones nosocomiales mediante la revision de diferentes estudios a nivel
nacional y a nivel mundial; asi como también por medio del manual del CLSI identificar
cuales son los mejores métodos para la determinacién de los mecanismos de resistencia,
con el fin de desarrollar un documento actualizado que sirva como guia para la

identificacion de estos mecanismos.

Este trabajo se va a realizar utilizando diferentes bases de datos a nivel mundial en la
cuales describen los diferentes mecanismos de resistencia de los bacilos Gram negativos
no fermentadores (BGNNF) asi como tambien la distribucion y la frecuencia en los
institutos prestadores de salud; asi mismo con este trabajo se busca recoger informacion
actualizada sobre los mecanismos de resistencia y a su vez que pueda ser aplicada como

una guia practica para la clinica.



Objetivos

Objetivo general

Describir los mecanismos de resistencia antimicrobianos de los principales bacilos Gram

negativos no fermentadores asociada con infecciones nosocomiales.

Objetivos especificos

Diferenciar los mecanismos de resistencia naturales y adquiridos de las principales

bacterias gram negativas no fermentadoras asociadas con infecciones nosocomiales.

Describir las técnicas fenotipicas para el diagnostico de resistencia bacteriana segun el

manual CLSI.



1. Antecedentes

Miltgen et al junto con el centro para el control de enfermedades de Atlanta (CDC por
sus siglas en inglés) definen la infeccion nosocomial como la infeccion que se desarrolla
después del tercer dia de ingreso al hospital o tres dias después de salir de
hospitalizacion. La incidencia de estas infecciones son muy variadas, fluctuando entre
4,5% a 23,5% y se ven relacionadas a la situacion econdémica y la infraestructura
hospitalaria de cada pais®. Leonardo et at en el 2000 mencionan que la prevalencia de
infecciones nosocomiales en América latina es de 21.3% dentro de los cuales el 72.3%

estan asociadas a BGN principalmente, E coli, A baumannii, P. aeruginosa'y Klebsiella
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spp”.

Barie et al en el 2010 describié que en Estados Unidos desde el afio 1986 se cre6 el
sistema de Vigilancia Nacional de Infecciones Nosocomiales, esto, en respuesta al
aumento de los casos de infecciones a nivel hospitalario, como neumonia, infeccion de
heridas quirargicas, infeccion del tracto urinario e infeccion del torrente sanguineo en los
pacientes internados en la Unidad de Cuidados intensivos (UCI). Gracias a este sistema
de vigilancia, se identificaron: Enterobacter spp, E. coli , K. pneumoniae, P. aeruginosa
v A. baumannii como los microorganismos mas frecuentemente implicados en las
infecciones nosocomiales’. Asi mismo, la investigacion realizada por Avila et al en el

2021 concuerda con estos datos reportados; el 31% de 762 pacientes hospitalizados



desde el 2010 hasta el 2018 en el University Teaching Hospital desarrollaron infecciones
principalmente en heridas quirargicas por K. pneumoniae y A. Baumannii
multirresistentes, por lo cual el autor recalca no so6lo el riesgo para la sobrevida de los
pacientes por presentar infecciones con estos microorganismos, sino que ademads el
incremento en los costos por tiempos prolongados en los centros de salud®. Asi mismo, en
el estudio realizado en el 2019 por Mamishi et al observaron que en el hospital pediatrico
Clinica Children's Medical Center de Teheran, E. coli, K. pneumoniae y A. baumannii son
los principales responsables de las infecciones intrahospitalarias y detectaron diferentes
mecanismos de resistencia qué les confiere resistencia a diversos antibioticos como la
piperacilina (PRL), Imipenem (IMP), Meropenem (MEM), Gentamicina (CN) y
Amikacina (AK). Como conclusion recalcan que las infecciones nosocomiales por K.
pneumoniae 'y A. baumannii cobran cada vez mas importancia a nivel hospitalario, debido
a la gran facilidad qué tienen para adaptarse y adquirir mecanismos de resistencia a los

diversos antibioticos usados para su tratamiento’.

En el estudio realizado por HU et al en el 2010 encontraron que un 16% de P. aeruginosa
aisladas en los hospitales de India presentaban resistencia frente a las cefalosporinas de
tercera generacion mediada por las metalobetalactamasas (MBL) tipo VIM y asi mismo
qué los pacientes diabéticos eran mas propensos a infecciones por este microorganismo®.
En concordancia con esta investigacion Suarez et al en el 2010 encontrd que la presion
selectiva de las cepas resistentes de P. aeruginosa se debe en gran medida a la mala

administracion y el mal uso de los antibidticos asi, como también a la facilidad de este
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microorganismo para adaptar nuevos mecanismos de resistencia transferidos a través de

plasmidos’.

En las investigaciones realizadas por Pang et al en el afio 2019, y por Tobio et al en el
2020 mencionan qué, los principales mecanismos de resistencia intrinsecos en P
aeruginosa,; son, cambios en la permeabilidad en la membrana, con lo cual evita el paso
del farmaco al interior de la célula; el desarrollo de bombas de eflujo con las cuales
atrapa al antibidtico y lo expulsa de la célula antes de alcanzar su blanco; y por ultimo la
presencia de betalactamasas de tipo AmpC inducibles, las cuales se expresan inducidas

por los antibidticos betalactimicos'®".

Por otro lado, Gaete et al en el 2021 y Asif en el 2018 explican que P. aeruginosa
adicionalmente, tiene mecanismos de resistencia adquiridos, como lo son los genes que
codifican para las betalactamasas tipo penicilinasas, betalactamasas de espectro extendido
(BLEEs), carbapenemasas (tipo serin A: PER-1, VEb-1, CTX-M, TEM, SHV y clase D
OXA 23,24 y 58), asi como también las carbapenemasas de tipo MBL (IMP, SIM, VIM).
Debido a estos mecanismos de resistencia la OMS en el 2017 clasifico a P. aeruginosa

como un microorganismo de prioridad critica'*".
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Ribeiro et al en el 2019 analizaron la relacion de los microorganismos presentes en
diferentes insumos médicos y elementos personales de trabajadores con la incidencia de
infecciones nosocomiales; encontraron con mayor frecuencia los géneros Bacillus spp ,
Staphylococcus spp y Pseudomonas spp., aislados principalmente de computadores y de
los teléfonos moviles del personal; estos hallazgos sugieren que los elementos personales
ubicados dentro de las UCI sirven como reservorios para microorganismos que causan
infecciones en los pacientes. Adicionalmente, se menciona qué la prevalencia de
infecciones nosocomiales por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp 'y Bacillus

spp es de 25, 40y 12 %, respectivamente en los principales hospitales de brasil'.

En el estudio realizado por Li et al en el 2021 encontraron la presencia de diferentes
carbapenemasas de tipo OXA-23 y por primera vez OXA-40 y SIM-1 en aislados de A.
baumannii sudafricana. El Unico antibidtico qué presentd susceptibilidad entre los
aislamientos del estudio fue colistina, y resistencia a antibidticos como; ceftazidima,

cefepima, piperacilina+tazobactam, imipenem y meropenem".

Harding et al en el 2016 identifico que Acinetobacter baumannii puede durar hasta cien
dias en las superficies inertes debido a los diferentes mecanismos que expresa para
resistir a la desinfeccion, desecacion y al estrés oxidativo. Los autores sugieren que estos
procesos de resistencia pueden estar mediados por la creacidon de biofilms, lo cual ademas

de conferir la resistencia les permite entrar en un periodo de “latencia” disminuyendo su
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metabolismo y manteniéndose con vida un mayor periodo de tiempo'®. En concordancia
con este estudio Cendra et al en el 2021 mencionan que las betalactamasas, mas la
formacién de biopeliculas dificultan el tratamiento de infecciones causadas por este
microorganismo. Asi mismo, cuando el fenotipo mucoide de Acinetobacter baumannii se
asocia con otros microorganismos producen sustancias como el alginato qué junto con las

biopeliculas dificultan la accion del sistema inmunoldgico y de los antibidticos'”.
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2. Marco referencial

2.1 Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales son las infecciones contraidas por un paciente durante el
tiempo que permanece en el hospital y que se desarrollan 72 horas después del ingreso
hospitalario, tres dias después de salir de alta o bien dentro de los 30 primeros dias
después de una intervencion quirtrgica'®'*?" Se estima que en el 2016 cerca del 14% de
las infecciones nosocomiales se desarrollan a causa de los bacilos Gram negativos no
fermentadores (BGNNF) de los cuales los de mayor importancia médica son
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, debido a su alta tasa de resistencia

frente a antibidticos>""*.

Las infecciones nosocomiales constituyen un riesgo frecuente en la salud de los pacientes
internados en los centros hospitalarios asi como también un riesgo en la salud publica.
Segun los estudios realizados por la OMS en el 2010 se estimaba que entre un 5 a 16% de
los pacientes hospitalizados en los paises desarrollados adquieren alguna infeccion y en

los paises escasos recursos esta tasa puede aumentar de 2 a 20 veces. #2*%

La forma de transmision de los microorganismos implicados en infecciones nosocomiales

puede ser de manera directa (por contacto con las personas infectadas) o de forma

indirecta (por medio de equipos e instrumentos médicos)****~*%° Factores importantes
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que favorecen el desarrollo de estas infecciones son: el compromiso inmunolédgico del
paciente y la gravedad de la lesion o enfermedad. Este problema ocasiona que aumenten
los costos por el tratamiento y, por el aumento en la estadia de los pacientes en los centros
de salud*’. Las infecciones nosocomiales son causadas principalmente por bacterias,

seguido por virus y en menor frecuencia por hongos.

2.2 Pared celular de los bacilos gram negativos

La pared celular de los gram negativos tienen un didmetro de 0.3 a 1.5 umy tiene una
estructura multilaminar: conformada por una membrana plasmatica, una membrana
externa y en el medio de las dos se encuentra el espacio periplasmico en el cual se pueden
encontrar diferentes proteinas implicadas en el transporte de sustancias al interior de la
célula. En la parte externa de la célula se encuentra una bicapa lipidica que contiene
fosfolipidos y proteinas qué la unen a la fina capa de peptidoglicano, el cual le da la
caracteristica de gram negativo al tener solo un 10%, en comparacion con un 90% que

contienen los gram positivos*** (Figura 1).

El peptidoglicano esta constituido por unidades repetidas monoméricas formadas por dos
derivados de carbohidratos, N-acetilGlucosamina y N-acetilMurdmico, el cual puede
llegar a tener un espesor de aproximadamente de 0,140 um y 0,510 um.** Los
polisacaridos O se encuentran en la region hidrofilica de la membrana externa y sus
variaciones son las responsables de la especificidad del antigeno somatico O y la

virulencia'*?!.
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Figura 1:Estructura de pared bacteriana en las bacterias Gram negativas: Tomada de®

Lipido A

Adicionalmente, para el transporte de moléculas al interior de la célula bacteriana, los
microorganismos pueden usar proteinas transmembrana especificas o inespecificas,
denominadas porinas. Las porinas especificas solo van a permitir el paso selectivo de
sustancias que cuenten con el tipo de union caracteristico, mientras que aquellas

especificas van a permitir el paso de diferentes sustancias sin seleccion 33,

2.3 Bacilos gram negativos no fermentadores

Los bacilos  Gram negativos no fermentadores son un conjunto de microorganismos no
capaces de fermentar los hidratos de carbono, entre ellos la lactosa, glucosa, sacarosa
entre otros. Generalmente estos microorganismos pueden ser acrobios estrictos o aerobios
facultativos, abundan en la naturales como en el suelo o el agua. Algunas de estas
especies pueden ser patdogenos oportunistas o causar infecciones graves en especial en
pacientes inmunosuprimidos. Los mas importantes en las infecciones nosocomiales son:

P. aeruginosa, y A. baumannii,”
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2.4 Complejo A. baumannii/calcoaceticus

El complejo A. baumannii/calcoaceticus esta compuesto por bacilos cortos o cocobacilos
para algunos autores Gram negativos, no moéviles, aerobios o anaerobios facultativos,
pertenecientes a la familia Moraxellaceae, involucrado frecuentemente en las infecciones

intrahospitalarias'**>%,

Viene de la palabra “Acinetobacter” que es una negacion,
“kinetos” que significa movil, y “bakter” significa “bacilo”. por lo cual es un grupo de
bacterias inmdviles con morfologia bacilar’’. El complejo 4. baumannii/ calcoaceticus,
estd conformado por un grupo de cuatro especies indiferenciables por métodos
fenotipicos, las cuales son: A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis (cominmente

encontradas en las infecciones nosocomiales!>?’.

El complejo 4. baumannii-calcoaceticus dentro de su cromosoma presenta un elemento
denominado “isla de resistencia” lo cual le permite almacenar genes y expresarlos de
manera rapida cuando estdn en contacto con antibioticos. Ademads contiene una gran
seleccion de proteinas de membrana externa tipo (OmpA) involucradas en el ciclo y
metabolismo celular, las cuales se expresan en la fase de latencia del microorganismo
contribuyendo a la mayor persistencia en superficies inertes’**’. Este microorganismo se
ha reportado como multirresistente y panresistente. Los que tienen multirresistencia, son
resistentes al menos a un agente antimicrobiano de al menos tres categorias de
antimicrobianos, asi mismo pueden estos microorganismos presentar panresistencia
cuando son resistentes a todos los agentes antimicrobianos utilizados para su

tratamiento***!,
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2.4.1 Mecanismos de resistencia intrinsecos

Los mecanismos de resistencia natural o intrinsecos estdn asociados a genes
cromosomales. Estos mecanismos son: betalactamasas cromosdmicas tipo ADC,
betalactamasas tipo OXA (51/69), pérdida de porinas, y sobreexpresion de bombas de

eflujo*244.

2.4.1.1 Betalactamasas tipo ADC

Las Betalactamasas son el mecanismo de resistencia enzimatica del complejo A.
baumannii/calcoaceticus en el cual este microorganismo utiliza una serie de enzimas que
le permiten destruir el anillo betalactdmico de antimicrobianos como los betalactamicos,

monobactamicos y carbapenémicos.

Las cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADC por sus siglas en inglés), son el
enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactimico de algunos grupos de
antibidticos"'®. La expresion basal de las betalactamasas de tipo ADC confieren
resistencia a los primeros dos grupos de cefalosporinas y a las penicilinas. Asi mismo, es
frecuente encontrar aumentada la expresion de estas betalactamasas cuando hay presencia
de secuencias de insercion o genes saltarines que se comportan como promotores fuertes
favoreciendo la transcripcion del gen. “Insertion sequence Acinetobacter baumannii 17 0

ISAbal genera la sobre expresion de ADC lo cual confiere resistencia frente a
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antibioticos como cefalotina, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam. Se
estima que mas del 49.9% de las cepas de Acinetobacter baumannii son hiperproductoras

de ADC™.

2.4.1.2 Betalactamasas tipo OXA

Las oxacilinasas son un grupo de carbapenemasas que se encuentran de forma natural en
Acinetobacter baumannii y se encargan de generar resistencia a las penicilinas y a los
carbapenémicos, estd mediada por la secuencia de insercion ISAbal y los genotipos mas
comunes en este grupo son la OXA 51 y la 69. Aunque no son las unicas, dado que la
expresion de otras betalactamasas tipo OXA como 23, 24/ 40, entre otras, pueden ser

transmitidas a través de plasmidos, sin requerir secuencias de insercion. **74,

2.4.1.3 Pérdida de porinas

Las porinas son estructuras especificas de las bacterias gramnegativas que tienen la
funcién de permitir el paso de diferentes sustancias a través de la membrana. Estas
estructuras son utilizadas por algunos antibidticos, como los aminoglucosidos, los
betalactdmicos, las fluoroquinolonas y las tetraciclinas. Las bacterias como mecanismo
de resistencia, mutan estas estructuras lo cual limita el acceso del antibidtico a los sitios
diana intracelulares. Las mas importantes en el complejo A. baumannii/calcoaceticus son
OprC y OprE qué le confieren resistencia principalmente a las quinolonas. Las OprC son

porinas especificas qué permiten el paso de aminoacidos, péptidos pequefios y a los
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carbapenémicos y la porina OprE es muy inespecifica y permite el paso de todas las

moléculas pequeias*®~*!,

2.4.1.4 Bombas de eflujo

Este mecanismo de resistencia se caracteriza por sacar del interior de las células los
antibidticos por medio de proteinas de membrana encargadas del transporte de distintos
compuestos. Se estiman qué actualmente hay mas de 60 diferentes tipos de bombas de

eflujo, clasificadas en 6 familias*>*"

, las mas importantes y consideradas como
mecanismos de resistencia son: la familia de resistencia-nodulacion-division celular
RND, la familia de resistencia a multiples fArmacos tipo SMR y la Familia de casete de
unidon al ATP ABC las cuales les confieren resistencia principalmente a cefalosporinas,

carbapenemicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas *">*.

2.4.2 Mecanismo de resistencia adquirido

Son aquellos mecanismos que desarrolla el microorganismo cuando esta en contacto con
diferentes antimicrobianos para los cuales no tenia resistencia natural; estos mecanismos
estan dados por mutacion puntuales en el cromosoma o por plasmidos transferidos de

otras bacterias®®’!.

Las estructuras mas caracteristicas qué confieren resistencia al
complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus son las islas de resistencia “AbaR1” la

cual estd conformada por 86 Kb y 45 genes de resistencia, de este grupo las mas

importantes son las qué les permite producir las b-lactamasas tipo VEB-1, AmpC,
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OXA-10, y la sobreexpresion de bombas de flujo. Debido a estas estructuras de
resistencia, este complejo conforma uno de los grupos bacterianos mas peligrosos, a

causa de la facilidad de expresar multirresistencia o panresistencia'®".

2.4.2.1 Betalactamasas

Son un grupo de enzimas capaces de hidrolizar los betalactimicos ocasionando la pérdida
de la accion antimicrobiana del mismo, estas tiene diferentes clasificaciones de las cuales
las mas utilizadas son las de Ambler y el de Bush-Jacoby-Medeiros (Anexo 1). La
clasificacion de Ambler divide las betalactamasas segiin su similitud y caracteristicas en
los aminodacidos sin tener en cuenta las caracteristicas fenotipicas por lo cual se clasifican
en 4 grupos las tipo serinocarbapenemasas clase A y D, las metalo beta lactamasa clase B
y las tipo AmpC sobreexpresado tipo C. Asi mismo la clasificacion de Bush-Jacoby tiene
en cuenta otros parametros como: la similitud funcional y las caracteristicas de

inhibitorias o de resistencia alos inhibidores’”.

2.4.2.2 Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas capaces de hidrolizar el anillo

betalactdmico y generar resistencia frente a las penicilinas, monobactadmicos y

cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion°.
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2.4.2.3 Serinocarbapenemasas clase A

Las serinocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monoméricas que contienen
un sitio activo con residuo de serina que les permite hidrolizar los anillos betalactamicos.
Este grupo de carbapenemasas pertenecen a la clase A de Ambler, y al grupo 2 de la
clasificacion de Bush (anexol). Ocasionan resistencia al grupo de antibidticos que

contienen anillos betalactdmicos en su estructura®’®,

2.4.2.4 Serinocarbapenemasas clase D

Las serinocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monoméricas que contienen
un sitio activo con residuo de serina que les permite hidrolizar los anillos betalactamicos.
Este grupo de carbapenemasas pertenecen a la clase A de Ambler, y al grupo 2 de la
clasificacion de Bush (anexol). Ocasionan resistencia al grupo de antibidticos que
contienen anillos betalactamicos en su estructura, entre estos se encuentran las oxacilinas
y otros antibioticos de alto espectro como las cefalosporinas de primera, segunda, tercera

y en algunos casos hasta de cuarta generacion®”,

2.4.2.5 Metalocarbapenemasas clase B

Las metalocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monomeéricas que contienen

un sitio activo tiene 2 iones de zinc que le permite hidrolizar el anillo betalactdmico. Este
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grupo de carbapenemasas pertenecen a la clase B de Ambler, y al grupo 2 de la
clasificacion de Bush (anexo 1). Son de gran importancia clinica debido a que este grupo
de carbapenemasas son capaces de hidrolizar la mayoria de los betalactamicos a
excepcion de los monobactamicos como el aztreonam por lo cual es una de las pocas

opciones para el tratamiento de estos pacientes infectados.

2.4.2.6 Enzimas modificadoras de aminoglucdsidos

Las enzimas modificadoras de aminoglucosidos (AMES por sus siglas en inglés) son el
mecanismo por el cual este microorganismo presenta resistencia a aminoglucésidos ya
que el complejo A. baumannii/calcoaceticus lo posee. Estas enzimas pueden ser
clasificadas como: transacetilasa que se encargan de transferir grupos acetilo,
adeniltransferasas y fosfotransferasas encargadas de catalizar reacciones de fosforilacion.
La funcién de estas enzimas son modificar los grupos amino e hidroxilo de los
aminoglucésidos ocasionando la pérdida de la afinidad del antibidtico frente a la

subunidad 30S del ribosoma de la bacteria®>%>,

2.5 P. aeruginosa

P aeruginosa es un bacilo gram negativo encapsulado moévil, no fermentador,
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae comunmente encontrado en las infecciones

intrahospitalarias, se caracteriza por crecer mejor en aerobiosis. Etimoldgicamente
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“Pseudomonas” significa “falsa unidad”, y “monas* “una sola unidad”. este nombre fue
inicialmente en la bacteriologia como sinénimo de germen y “aeruginosa’” qué significa
“color de cobre oxidado”; reflejando asi su color caracteristico azul verdoso al producir
pigmentos fluorescentes como la pioverdina, piocianina y en menor frecuencia la

piorrubina y la piomelanina®®>¢,

En relacion a la morfologia de las colonias puede variar, dependiendo de los medios
utilizados para su crecimiento y los pigmentacion que desarrollen, se encuentran algunas

colonias mucoides y brillo metalico, debido a sus pigmentos®”#%%,

P aeruginosa posee
un flagelo polar y pili en la superficie celular, asi mismo algunas cepas tienen genes para
la produccion de cépsulas exo polisacarida que les confieren ventajas de resistencia frente

a otros microorganismos que no las poseen”’""2,

2.5.1 Mecanismos de resistencia natural

P aeruginosa es un microorganismo que cuenta con diversos mecanismos de resistencia
natural que le permiten resistir a una gran variedad de antibidticos. Dentro de los
mecanismos de resistencia natural mas comunes para este microorganismo se encuentran:
las betalactamasas cromosomicas tipo PDC (Pseudomonas derived cefalosporinase), las

bombas de eflujo y la impermeabilidad de la membrana celular’""7,
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2.5.1.1 Betalactamasas cromosomicas tipo PDC

Las cefalosporinasas derivadas de P. aeruginosa (PDC por sus siglas en inglés), son uno
de los mecanismos de resistencia a los B-lactimicos mds frecuentes en este
microorganismo desarrollado de forma natural por este microorganismo. Este mecanismo
le confiere resistencia natural a la primera y segunda generacion de cefalosporinas o a

una gran parte de los antibioticos qué tienen anillos betalactadmicos en su estructura **' .

2.5.1.2 Bombas de eflujo

Este mecanismo de resistencia en Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por sacar del
interior de las células los antibidticos. Estd formada por tres componentes: una proteina
transmembranal (Omf), una proteina en el espacio periplasmico (Mfp) y una proteina
citoplasmatica (Rmd), este mecanismo le confiere resistencia principalmente a

ceftazidime, carbapenémicos, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas*-° (Figura 2).

Figura 2: Bomba de flujo conformada por una proteina transmembranal (color verde), una
proteina en el espacio periplasmico (color morado) y una proteina citoplasmatica (color rojo).
Tomada y modificada de”
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2.5.1.3 Pérdida de la porinas

Las porinas son proteinas de membrana que permiten el ingreso de diferentes sustancias
al interior de la célula. Cuando la bacteria no expresa alguna de estas proteinas se vuelve
resistente frente a los antibidticos que ingresan a través de ellas. Las porinas mas
importantes en Pseudomonas aeruginosas son Oprf, OprM, OprD y OprO**>, las cuales

le confieren resistencia principalmente a los carbapenémicos y quinolonas.

2.5.2 Mecanismos de resistencia adquiridos

2.5.2.1 Serinocarbapenemasas tipo A

Las serinocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monoméricas que contienen
un sitio activo con residuo de serina que les permite hidrolizar los anillos betalactamicos.
Este grupo de carbapenemasas pertenecen a la clase A de Ambler, y al grupo 2 de la
clasificacion de Bush (anexol). Ocasionan resistencia al grupo de antibidticos que
contienen anillos betalactamicos en su estructura, entre estos se encuentran las oxacilinas
y otros antibidticos de alto espectro como las cefalosporinas de primera, segunda, tercera

y en algunos casos hasta de cuarta generacion™%.
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2.5.2.2 Serinocarbapenemasas tipo D

Las serinocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monoméricas que contienen
un sitio activo con residuo de serina que les permite hidrolizar los anillos betalactamicos.
Este grupo de carbapenemasas pertenecen a la clase A de Ambler, y al grupo 2 de la
clasificacion de Bush (anexol). Ocasionan resistencia al grupo de antibidticos que
contienen anillos betalactamicos en su estructura, entre estos se encuentran las oxacilinas
y otros antibidticos de alto espectro como las cefalosporinas de primera, segunda, tercera

y en algunos casos hasta de cuarta generacion™%.

2.5.2.3 Metalobetalactamasas tipo B

Las metalocarbapenemasas son un grupo de carbapenemasas monoméricas que contienen
un sitio activo que tiene 2 iones de zinc que le permite hidrolizar el anillo betalactamico.
Este grupo de carbapenemasas son dependientes de zinc, pertenecen a la clase B de
Ambler, y al grupo 2 de la clasificacion de Bush (anexo 1). Son de gran importancia
clinica debido a que este grupo de carbapenemasas son capaces de hidrolizar la mayoria
de los betalactamicos a excepcion de los monobactamicos como el aztreonam por lo cual
es una de las pocas opciones para su tratamiento, cuando se detectan estas
carbapenemasas los pacientes deben ser aislarlos debido al riesgo de transferencia de

estas carbapenemasas a otros microorganismos susceptibles'*=%%3,
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2.5.2.4 Betalactamasa de espectro extendido BLEE

Las BLEE son enzimas capaces de crear resistencia frente a las penicilinas,
cefalosporinas de espectro extendido y monobactamicos'®*#78 De este grupo las mas
estudiadas en P. aeruginosa son: TEM, SHV, PER, VEB, GES/IBC. Estas les confieren
resistencia a las tres primeras generaciones de cefalosporinas, monobactdmicos y a las

penicilinas de espectro extendido”*’%%,

2.5.2.5 Enzimas modificadoras de aminoglucésidos (EMA)

Las EMA son un grupo de enzimas que se encargan de unir grupos metilo, fosfato o
adenilo con el cual impiden que los aminoglucosidos actien sobre la subunidad 30S del
ribosoma, por lo cual pierden su funcidén permitiendo que la bacteria se siga produciendo
las proteinas que necesitan para crecer y multiplicarse. Dentro de los genes mas comunes
relacionados con la resistencia a la gentamicina se encuentra el gen de las betalactamasas

bla TEM-21%.

2.5.2.6 Metilasas del ARNr16S

Las metilasas del ARNr16S son un grupo de enzimas basadas en la modificacion del sitio
diana impidiendo la accion de los aminoglucésidos. Las cepas productoras de este tipo de

metilasas generalmente son multirresistentes, dificiles de tratar o panresistentes en
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algunos casos aislados, su estrategia consiste en modificar sus ribosomas mediante una
metilacion especifica en la diana situada en el ARNr 16S confiriéndoles de esta manera
altos niveles de resistencia a los aminoglucésidos. En P. aeruginosas se han aislado una

decena de metilasas de ARNr16S de importancia clinica.”*">7®
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2.6 Métodos de identificacion fenotipica de betalactamasas segun el manual de la

CLSI

La CLSI es una organizacion sin animo de lucro financiada por el gobierno de Estados
Unidos y posteriormente financiada por organizaciones privadas, elabora estandares de
calidad para mejorar las practicas en los laboratorio clinico. Estos documentos son
elaborados en conjunto con las partes involucradas: usuarios, fabricantes, universidades,
institutos y entes reguladores de diferentes partes del mundo, creando documentos

estandar qué se aplican a todos los paises pertenecientes a las américas.

2.6.1 Método de difusion en disco o método de Kirby-Bauer

El método de difusion en disco es un método cualitativo, que sirve para el tamizaje de
sensibilidad o resistencia de cepas en estudio. Consiste en inocular en un agar Mueller
Hinton (MH) a los microorganismos problema y posteriormente depositar en la superficie
de una placa con sensidiscos impregnados con diferentes antibioticos. Tan pronto los
sensidisco impregnado con los antibidticos se pone en contacto con la superficie del agar
hiimedo, absorbe agua y el antibidtico se difunde por el agar, formando un gradiente de
concentracion. Pasadas de 18 a 24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer
rodeados por una zona de inhibicion de crecimiento bacteriano (Figura 3). La
interpretacion de los halos de inhibicion se realizard de acuerdo a los umbrales

establecidos en el manual del CLSI vigente’”7®.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se valora e interpreta la resistencia de un
microorganismo frente a un antibiotico; sin embargo es a través de métodos fenotipicos y
genéticos que se determina los diferentes mecanismos de resistencia presente”. Aun asi,
el método de difusion en disco no es la técnica de referencia para detectar los
mecanismos de resistencia debido a diferentes variables como el tipo de microorganismo
a analizar, la calidad de los agares, la calidad de los sensidiscos, la calidad de los indculos
entre otros, por lo cual solo se debe usar como un método cualitativo orientado al
tratamiento. En caso de ser necesario determinar los mecanismos de resistencia se debe

usar la técnica de microdilucion en caldo la cual presenta buenos resultados™.

Figura 3: Prueba de difusion en disco, los halos de inhibicion (espacios transparentes en el
medio) indican la capacidad del antibidtico para inhibir el crecimiento bacteriano.
Tomada de:®'

2.6.2 Test de sinergia de doble disco

El test de difusion de doble disco (D-test), consiste en colocar en un agar mueller hinton

previamente inoculado con una concentracion del indculo de 0.5 en la escala de

mcfarland, un disco de un inhibidor y un antibidtico sustrato. Dentro de los inhibidores se
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encuentran el acido clavuldnico, EDTA y el 4cido borénico. El EDTA se utiliza para la
deteccion de metalobetalactamasas clase B, el acido clavuldnico para la deteccion de

BLEE y el acido bordnico para la deteccion de serincarbapenemasas clase A.

Para este test se ubican los discos a una distancia de 10-15 mm, se incuba a 37°C por 18 a
24 horas. Transcurrido ese tiempo se evalua la sinergia entre los antibidticos y los
inhibidores (Figura 4). Este test tiene una sensibilidad aproximadamente del 80%. No
todas las carbapenemasas presentan inhibidores (carbapenemasas tipo OXA), asi mismo,
los resultados son dependientes del grado de hidrdlisis de la enzima, de la potencia y la
calidad de los discos, de los inhibidores y la distancia a la cual se colocan estos discos

respecto el uno al otro.

Figura 4: Prueba de sinergia doble disco. (A)prueba positiva presuntiva para carbapenemasas
tipo A. (B) prueba positiva para metalobetalactamasas. (C) prueba positiva para betalactamasas
de espectro extendido. IPM imipenem, CAZ ceftazidima, APB acido Boronico, CRO ceftriaxona,
CTX cefotaxima, AMC acido clavulanico, EDTA 4cido etilendiaminotetraacético, y MEM
meropenem.Tomada de:™

2.6.3 Test modificado de inactivacion de carbapenémicos

Esta prueba consiste en la degradacion del meropenem debido a la degradacion o

hidrélisis causada por el microorganismo problema debido a la produccion de

carbapenemasa. la técnica consiste en poner un disco de meropenem en una suspension
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del microorganismo problema, luego sacamos el disco de la suspension y lo enfrentamos
con una cepa susceptible a los carbapenémicos®*’. En caso de que la carbapenemasa no
esté presente, el meropenem no sera hidrolizado y podra inhibir el crecimiento de la cepa,
pero en caso de que la carbapenemasa esté presente, el meropenem serd hidrolizado y
habra inhibicion del crecimiento de la cepa E.coli ATCC 25922(Figura 5). Este método
demostr6 una sensibilidad mayor al 97% y una especificidad del 100% para la deteccion
de KPC, NDM, VIM, IMP, IMI, SPM, y carbapenemasas tipo OXA en P. aeruginosa
pero en el caso de Acinetobacter spp., mostro poca especificidad y baja reproducibilidad,

por lo cual no se recomienda para A. baumannii.

E i

Figura 5: Resultados de la prueba modificada de inactivacion de carbapenémicos. (A) prueba
positiva para carbapenémicos. La cepa control sensible (E.coli ATCC 25922) se muestra como
resistente por la hidrdlisis del carbapenémico en el disco (B) Prueba negativo para
carbapenémicos. La cepa control sensible (E.coli ATCC 25922) se muestra sensible al
carbapenémico por ausencia de su hidrélisis. Tomado y modificado de:*

2.6.4 Carba NP
La prueba de Carba NP es una prueba basada en el viraje del color del medio utilizado, a
su vez es una prueba de deteccion rapida aproximada de 2 h para la deteccion de

carbapenemasas en BG. Esta basado en la hidrélisis de imipenem a causa de la ruptura de

los anillos betalactamicos del antibiotico, lo que es detectado por un cambio de pH, esat
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tecnica usa el rojo de fenol que al acidificarce vira a amarillo (Figura 6). La lectura de la
prueba se hace observando el cambio de color con relacion al control negativo. Cuando el
medio vira a rojo la prueba es negativa, pero cuando el medio vira a amarillo la prueba es

positivapara la produccion de carbapenemasas®.

Figura 6: Posibles resultados de la prueba Carba NP, (A) prueba negativa, esto debido a que el
microorganismo no hidrolizan el antibidtico por lo cual el medio no viro de color, (B) Prueba
positivo, en este se observa un cambio de color rojo a amarillo en uno de los viales debido a la
hidrolisis del antibiotico Tomado y modificado de:™

2.6.5 Microdilucion en caldo

El test de microdilucion en caldo es una técnica cuantitativa que permite identificar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la presencia de resistencia de los
microorganismos estudiados frente a diferentes antibidticos. Para ello se elaboran
diferentes diluciones del antibiotico (Figura 7). La CMI es la concentracion mas baja de
un antimicrobiano, que logra inhibir el crecimiento visible de un microorganismo. Esta es
la técnica mas recomendada por la CLSI ya qué permite determinar de forma especifica
la concentracion minima del antibidtico que se necesita para inhibir el crecimiento del

microorganismo y de esa manera determinar si es resistente, intermedio o susceptible.
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Figura 7: Prueba de CMI con la técnica de microdilucion. (A) Staphylococcus aureus CMI 1.5.
(B) Staphylococcus aureus meticilino resistente CMI 1.5. (C) Escherichia coli CMI 0.38. (D)
Pseudomonas aeruginosa CMI 0.75. y (E) Acinetobacter baumannii CMI 0.45. Tomada y
modificada de:*

2.6.6 Técnica molecular GeneXpert Carba

Este prueba de biologia molecular permite identificar los genes de resistencia blaypc,
blayy, blagxa.as blape. v blaypy presentes en las muestras analizadas, este método esta
constituido por un cartucho desechable en cuyo interior se encuentran todos los

1°¢ (Figura 8). Con esta

componentes para el desarrollo de la PCR en tiempo rea
metodologia se obtienen resultados aproximadamente en 48 minutos lo cual la convierte

en una técnica rapida para la deteccion de mecanismos de resistencia, asi mismo la

metodologia que permite utilizar muestras directas o muestras de cultivos.

Figura 8: Técnica molecular de GeneXpert Carba. (1) solucion buffer y muestra, (2) cassette del
test GeneXpert Carba (3) equipo de biologia molecular GeneXpert Carba (4) panel de resultados
de la prueba mostrando positividad mediante fluorescencia, lo cual indica la amplificacion del
gen que confiere la resistencia Tomada de™
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2.6.7 Reaccion en cadena dela polimerasa en tiempo real o qPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccién enzimadtica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente®*2. En el caso de la gPCR
esta técnica utiliza unos reporteros fluorescentes en cada ciclo lo cual permite cuantificar
la presencia de una secuencia especifica sin necesidad de utilizar geles de agarosa para
saber si la reaccion fue exitosa®™**. Actualmente, la PCR en tiempo real es uno de los
métodos mas sensibles para detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Ain en muestras
muy pequefas, presenta una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia. Esta técnica
consiste en extraer el material genético de la muestra de interés utilizando un kit
comercial, después se agregaran los cofactores esenciales de las polimerasas, las
polimerasas, los primers, las moléculas fluorescentes, las dNTPs y un buffer para la
reaccion, posteriormente a esto se pondra en un termociclador especial que a medida qué
van pasando los ciclos se va a poder leer las lecturas de la fluorescencia generada y

analisis de la muestra® (figura 9).
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Figura 9: Técnica de qPCR. (1) muestra, (2) reactivos necesarios para el desarrollo de la PCR (3)
Termociclador para PCR en tiempo real (4) panel de resultados de la prueba, en la que se muestra
la unidades relativas de fluorescencia frente a los ciclos desarrollados por el termociclador.
Tomado de™®’
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3. Disefio metodologico

3.1 Tipo de investigacion

Cualitativa. Se hace una revision de documentos actualizados y relacionados con los
diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana de los principales BGNNF
causantes de infecciones nosocomiales. como palabras clave se utilizaron las palabras
clave: Mecanismos de resistencia, Infeccion nosocomial, BGN, P. aeruginosa, y A.

baumannii (ver figura 10).

3.2 Nivel o alcance de la investigacion
Descriptiva porque esta monografia busca describir los mecanismos de resistencia de los

principales BGNNF causantes de enfermedades nosocomiales.

3.3 Poblacion objeto de muestra

Para el desarrollo de este trabajo se consultaron 520 articulos relacionados con el tema de
los cuales seleccionamos 80 articulos qué cumplian con los criterios de inclusion y
exclusion; 10 articulos fueron relacionados con estudios experimentales, 65 articulos

fueron relacionados con revisiones bibliograficas y 5 trabajos de grado.

3.4 Muestra de analisis

Literatura acerca de los mecanismos de resistencia de los BGNNF causantes de

enfermedades nosocomiales. Los criterios de inclusion fueron: Estudios de resistencia
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bacteriana de BGNNF en Colombia y el mundo durante los afios 2015-2022. Asi mismo
las publicaciones relacionadas con infecciones nosocomiales asociadas a los BGNNF. Y
los criterios de exclusion fueron todos los documentos no relacionados con los temas de

interés o que fueran de afios anteriores al 2015.

Publmed . - , .
7.6 Disefio metodologico

&) Springer
T pring Palabras clave

Mecanismos de resistencia, Infeccién nosocomial,
Bacilos Gram negativos, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

520 articulos relacionados |
al tema N

N Criterios de inclusion
\ Estudios de resistencia bacteriana de bacilos Gram
d negativos no fermentadores, en Colombia y el mundo:
afio 2015-2022.
Publicaciones relacionadas con infecciones
80 resultados nosocomiales asociadas a los BGNNF.

15 de mecanismos de resistencia natural de
Acinetobacter baumannii

20 de mecanismos de resistencia natural de
> Pseudomonas aeruginosa

35 de mecanismos de resistencia adquiridos

10 de infecciones nosocomiales causadas por bacilos
Gram negativos no fermentadores.

10 articulos experimentales
65 articulos de revision —
5 tesis de grado

.

Figura 10: Disefio metodologico
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4. Resultados

Fuentes de investigacion y seleccion de estudios

Se filtrd y selecciond la literatura encontrada en las paginas web de cinco diferentes bases
de datos: Mendeley, Mediclatina, Informe académico, Sciencedirect y Scopus, asi como
también el motor de busqueda de google académico que contenian informacion de
infecciones nosocomiales, mecanismos de resistencia de P. aeruginosa y mecanismos de

resistencia de A. baumannii desde el 2015 hasta el 2021.

Después de la seleccion, se organizo la literatura consultada en temas de interés como
mecanismos de resistencia natural y adquirido de 4. baumanii, mecanismos de resistencia
natural de P. aeruginosa, infecciones nosocomiales y métodos de diagnostico de los
mecanismos de resistencia segin el manual de la CLSI. Se revisaron 80 textos de los
cuales; 15 fueron clasificados en mecanismos de resistencia natural de 4. baumanii,
seguido de 20 de mecanismos de resistencia natural de P. aeruginosa, 35 de mecanismos

de resistencia adquiridos y 10 de infecciones nosocomiales causadas por BGNNF.

Resultados de la busqueda bibliografica

En la literatura consultada, se encontr6é que los principales BGN asociados a infecciones

intrahospitalarias (infecciones del tracto urinario, tracto respiratorio, de heridas

quirtrgicas y sepsis) en Estados Unidos para el ano 2018 son: Klebsiella sp,

Enterobacter sp, P. aeruginosa y A. baumannii (figura 11).
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Porcentaje de bacilos Gram negativos multirresistentes
asociados a infecciones nosocomiales

Klebsiella sp

Acinetobacter
7 Enterobacter sp

Pseudomonas

Figura 11: Porcentaje de bacilos Gram negativos multirresistentes asociados a las infecciones
nosocomiales. Elaborado con datos del:*

En colombia, durante el periodo de septiembre de 2012 a marzo de 2013 se reportaron 57
aislamientos de P. aeruginosa, dos fueron presentaron sensibles a los carbapenémicos vy,
43 tenian resistencia a los carbapenémicos; de estos aislados 33 presentaron
carbapenemasas de tipo VIM, 9 de tipo KPC y 1 presentd co-produccion de KPC+VIM.
Asi mismo, en ese mismo afio se describe un aumento en la resistencia a los
carbapenémicos de este microorganismo en la unidad de cuidados intensivos alcanzando
un promedio de 32.4%. De igual forma, se observa aumento de la resistencia a los
carbapenémicos en A. baumannii aislados de unidades de cuidados intensivos,

alcanzando un promedio del 53.8%.

Durante el periodo de 2012 al 2016 se reportaron en Colombia, 1669 casos de infecciones
causadas por P. aeruginosa y por A. baumannii multirresistente, de esos casos, 1462
fueron por P. aeruginosa'y 207 por A. baumannii, siendo las carbapenemasas su principal

mecanismo de resistencia®. En el caso de P aeruginosa, las carbapenemasas mas
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prevalentes son VIM y en segundo lugar KPC, y las co-producciones mas comunes son
de tipo KPC + VIM y las KPC +GES. En el caso de 4. baumannii las carbapenemasas
mas prevalentes son OXA23 y 51 y en segundo lugar NDM, las co-producciones mas

comunes son de tipo NDM +OXAS51 y las VIM +OXA23/51.

En el afio 2019 el INS inform6 que en Colombia, durante el periodo de 2012 al 2018 se
reportaron 2182 casos de infecciones asociadas a la atencion en salud por BGNNF, de
esos casos 1885 fueron por P. aeruginosa y 297 por A. baumannii, de los cuales 2094
presentaron resistencia a los carbapenémicos; de esos 2094 casos con resistencia a
carbapenémicos, 1667 eran a causa de carbapenemasas y 427 por otros mecanismos de
resistencia'’ Las principales carbapenemasas expresadas por estos microorganismos son:
KPC, VIM, NDM, OXA,;, GES, OXAj;,, IMP y algunas co producciones, por ejemplo en
P aeruginosa KPC+VIM, KPC+NDM, KPC+GES, NDM+ VIM, GES+VIM y en 4.

baumannii KPC+NDM, NDM+OXA 5, NDM+OXA,; y VIM+ OXA,; (figura 12)

Porcentaje de carbapanemasas expresadas por Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa en Colombia durante el 2012 al 2018

B A baumannii [l P. aeruginosa

KPC = 23,0%
VM 504%
NDM
oxa-23
GES
OXA-51
IMP

CO-poduccion

0,0% 20,0% 40,0% 60,0%

Figura 12: Porcentaje de carbapenemasas expresadas en P. aeruginosa y A. baumannii en
Colombia durante 2012-2018. Elaborada con datos del *.
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Como se observa en la figura 12, P aeruginosa, presenta mayor produccion de
carbapenemasas tipo serin (KPC) y metalobetalactamasas (VIM), en comparacion con lo
expresado en A. baumannii, que segun el estudio realizado en Colombia, expresa con

mayor frecuencia OXA-23 (11.7%) y NDM (2,8%).

Los mecanismos de resistencia presentados por P aeruginosa y A. baumannii son
diversos. A continuacidn, en la tabla 1 se resumen estos mecanismos y, se detalla a qué

antibioticos les confiere resistencia cada uno de estos.

Complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
Mecanismos de resistencia intrinseca
Mecanismo Accion Resistencia frente a
Betalactamasas tipo ADC Hidroliza el anillo Penicilinas, cefalosporinas,
betalactamico monobactamicos y
carbapenémicos.
Betalactamasas tipo OXA | Hidroliza el anillo Penicilinas, cefalosporinas y
betalactdmico carbapenémicos
Pérdida de porinas Limita el acceso del Aminoglucosidos,
antibiotico a los sitios | betalactamicos,
diana intracelulares fluoroquinolonas y tetraciclinas
Bombas de eflujo Limita la accion del Cefalosporinas,
antibiotico al carbapenemicos,
eliminarlo sin permitir | aminoglucdsidos y
llegar a la diana fluoroquinolonas
Mecanismos de resistencia adquiridos
Betalactamasas de espectro | Hidroliza el anillo Penicilinas, monobactamas y
extendido (BLEE) betalactamico cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion
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Metalocarbapenemasas
clase B

Hidroliza el anillo
betalactamico

Todos los antibiodticos que
tengan en su estructura un anillo
betalactamico a excepcion de
los monobactamicos
principalmente el aztreonam

Serincarbapenemasas clase
A

Hidroliza el anillo
betalactamico

Todos los antibiodticos que
tengan en su estructura un anillo
betalactamico y también las
primeras cuatro generaciones de
cefalosporinas.

Serincarbapenemasas clase
D

Hidroliza el anillo
betalactamico

Todos los antibiodticos que
tengan en su estructura un anillo
betalactamico.

Enzimas modificadoras de

Modificar los grupos

Aminoglucosidos

aminoglucosidos amino e hidroxilo de

los aminoglucésidos

Pseudomonas aeruginosa

Mecanismos de resistencia intrinseca

Mecanismo Accién Resistencia frente a
Betalactamasas Hidroliza el anillo Todos los antibiodticos que
cromosémicas tipo betalactamico tengan en su estructura un anillo
ADC betalactamico y también las

primeras dos generaciones de
cefalosporinas.

Bombeas de eflujo

Evita la llegada de los
antibioticos a los sitios
diana mediante la captura
y expulsion

Ceftazidime, carbapenémicos,
aminoglucdésidos y
fluoroquinolonas

Pérdida de las porinas

Limita el acceso a los
antibioticos al sitio diana
intracelular

Carbapenémicos y quinolonas

Mecanismos de resistencia adquiridos
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Enzimas modificadoras | Acetilan y fosforilan las Aminoglucosidos

de aminoglucosidos moléculas de los

EMA aminoglucosidos

bloqueando su actividad
Metilasas del ARNr16S | Modifica el sitio diana del | Aminoglucosidos
antibiotico

Betalactamasas de Hidroliza el anillo Penicilinas, monobactamas y

espectro extendido betalactdmico cefalosporinas de primera,

(BLEE) segunda y tercera generacion

Metalocarbapenemasas | Hidroliza el anillo Todos los antibidticos que

clase B betalactamico tengan en su estructura un anillo
betalactdmico a excepcion de
los monobactamicos
principalmente el aztreonam

Serincarbapenemasas Hidroliza el anillo Todos los antibiodticos que

clase A betalactdmico tengan en su estructura un anillo
betalactamico y también las
primeras cuatro generaciones de
cefalosporinas.

Serincarbapenemasas Hidroliza el anillo Todos los antibidticos que

clase D betalactamico tengan en su estructura un anillo
betalactamico.

Tabla 1: Resumen de los
aeruginosa y A. baumannii.

En relacion a los métodos

diferentes mecanismos de resistencia natural y adquirida de P,

estandarizados para la deteccion fenotipica de los mecanismos

de resistencia, de acuerdo al CLSI se utilizan como test de rutina: el método de difusion

en disco o microdilucion en caldo o en agar. El CLSI recomienda tener en cuenta pruebas

complementarias para la determinacion de algunos de los mecanismos de resistencia,

como se indica en la siguiente tabla.
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Pruebas complementarias (opcionales)
Prueba Microorganis | Descripcion de la prueba Opcional para
compleme | mo
ntaria
ESBL E. coli Microdilucién en caldo o Aislados qué muestran
K prueba de inhibicion de sensibilidad reducida a
pneumoniae | clavulanato por difusion en las cefalosporinas o
Klebsiella disco para ESBLs resultados que indican
oxytoca la presencia o ausencia
Proteus de betalactamasas de
mirabilis espectro extendido
CarbaNP Enterobacteri | Ensayo colorimétrico para Aislados qué muestran
ales detectar hidrolisis de sensibilidad reducida al
P aeruginosa | carbapenem carbapenem
Resultados qué indican
la presencia o ausencia
de ciertas
carbapenemasas
mCIM con | .Solo con difusién en disco para detectar | Aislados qué muestran
o sin eCIM | cCIM hidrolisis del carbapenem una susceptibilidad
Enterobacteri | (inactivacion) reducida a los
as El complemento de eCIM carbapenemes
P. aeruginosa | permite diferenciar entre las Resultados qué indican
.mCIM con metalobetalactamasas y las la presencia o ausencia
eCIM serinocarbapenemasas en de ciertas
Solo aislados entero basales que carbapenemasas
enterobacteria | son de mCIM
S
Prueba de | Enterobacteri | Dilucidon de agar modificado | Determinacion de la
colistina en | as CMI de la colistina
agar P aeruginosa
Elucion en | Enterobacteri | dilucion en tubo utilizando Determinacion de la
disco de as tubos de colistina como fuente | CMI de la colistina
caldo de P. aeruginosa | del agente antimicrobiano
colistina

Tabla 2: Pruebas complementarias para la determinacion de mecanismos de resistencia para

bacilos Gram negativos Tomado y modificado del:*'
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5. Discusion

La diseminacion de los BGNNF multirresistentes han incrementado a nivel hospitalario;
este aumento representa un problema para los centros de salud, asi como también para la
salud publica debido al incremento de fallas terapéuticas y aumento en la
morbi-mortalidad de los pacientes®. Basados en la bibliografia revisada se puede decir
que los principales BGNNF asociados a las infecciones nosocomiales son A. baumannii 'y
P. aeruginosa®, las cuales estin asociadas principalmente a infecciones de tracto
respiratorio, tracto urinario y en heridas quirurgicas. Por otra parte, en un estudio
descriptivo en Colombia catalogaron a A. baumannii 'y P. aeruginosa como los BGNNF
que tienen mayor facilidad de adquirir genes de resistencia y expresar betalactamasas de
tipo SHV, VEB, PER, GES, CTX, IMP, KPC, VIM, NDM, OXA,;, OXAj;,, GIM, SIM-1

y SPM'7,

Se ha observado que los microorganismos multirresistentes estan dados principalmente
por presion selectiva, donde el uso indiscriminado de los antimicrobianos disminuye las
opciones terapéuticas para algunas cepas bacterianas®®. Asi mismo, la Organizacion
Mundial de la Salud estima qué para el 2050 mueran mas personas por infecciones

bacterianas no tratables que por cancer’.

Un estudio realizado en el afio 2017 por Woerther et al® muestra que una de las causas

del incremento de microorganismos multirresistentes dentro de un pais podria deberse a

la movilidad de la poblacion por el turismo (figura 11), segin este estudio la tasa de
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infeccion de BGN productores de betalactamasas de espectro extendido aumentd un
20.70% en visitantes de zonas subtropicales®. Los factores de riesgo mas comunes que
predisponen a estas infecciones son: La diarrea del viajero que conduce a una disbiosis
intestinal que disminuye la resistencia a la colonizaciéon por bacterias exogenas
multidrogorresistentes entre otras asi como también, el pais de destino y el uso de

antibioticos.

Turismo internacional en 2015

‘!!:

Américas
4 193

millones (16%)

8e 304.000
millones $SEEUU
(24%)

Oriente Medio

- li* 53 millones (4%)
' e 54.000 millones $EEUU (4%)
Mundo

l’ Llegadas de turistas internacionales: 1.186 millones

e Ingresos por turismo internacional: 1.260.000 millones $EEUU

Fuente:
Organizacién Mundial del Turismo (OMT-UNWTO) ©

Figura 13: Mapa de la movilidad de turista internacional en el mundo, a su vez
mostrando el incremento de personas se mueven de pais en pais, facilitando el traspaso de
cepas bacterianas multirresistentes a paises donde no existian esas variantes.

Tomado de: Maillo;2017, Bacterias multirresistentes importadas
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Los paises con mayor porcentaje de microorganismos multirresistentes son los paises no

1°7 contradicen

desarrollados con sistemas de salud deficientes®; sin embargo, Alharbi et a
esta afirmacion ya que muestran qué paises como China y Estados Unidos tienen un

indice alto de cepas bacterianas multirresistentes, posiblemente debido al uso

indiscriminado de antibidticos y al gran nimero de poblacion flotante.

P aeruginosa y A. baumannii son microorganismos capaces de adquirir nuevos genes de
resistencia mediados por elementos genéticos modviles y asociadas a otros genes de
resistencia. Hussain H et al, afirman qué es importante desarrollar métodos rapidos que
facilitan el diagnoéstico y el estudio de los mecanismos de resistencia, asi mismo, debe
seguir siendo prioritaria la regulacion para la circulacion de antibidticos de venta libre ya
que esto puede ayudar a disminuir las cepas multirresistentes qué pueden ocasionar brotes

en las comunidades o los centros de salud!®*.

P aeruginosa es uno de los BGN mas comunes en la infecciones nosocomiales,
principalmente en las UCI, seguido de hospitalizacion y urgencias®. Las cepas resistentes
a los carbapenémicos estd dada por las carbapenemasas tipo metalobetalactamasas (IMP,
VIM, NDM, GIM, SPM, FIM AIM) y las serino (KPC) y sus coproducciones;
actualmente, las principales carbapenemasas detectadas en estas cepas son de tipo VIM y

en coproduccion con KPC.

En un estudio realizado en la Unién Europea en el 2018 se encontré qué los principales

antibidticos a lo qué presenta resistencia P. aeruginosa son a las fluoroquinolonas
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(20,3%), seguido de piperacilina/tazobactam (18,3%), carbapenémicos (17,4%),
ceftazidime (14,7%) y aminoglucosidos (13,2%)%. Asi mismo, un estudio en Colombia
en el afio 2021, indica que la resistencia a los carbapenémicos en P. aeruginosa es de
67.6%, seguida por fluoroquinolonas 33.3%, ceftazidime 29.1%, piperacilina/tazobactam
35.6%, y aminoglucdsidos 40%**. Segun estos resultados, se puede observar como en
Colombia los porcentajes de resistencia a carbapenémicos son superiores en comparacion
con Europa, y asi mismo, el uso de piperacilina/tazobactam es menor debido a la

resistencia ya presente en nuestro pais.

A. baumannii es uno de los principales microorganismos causantes de infecciones
nosocomiales debido, principalmente a la formacién de biopeliculas lo que le permite
resistir y alargar su tiempo de vida en las superficies inertes, adicionalmente, tienen la
facilidad de adquirir y transmitir pldsmidos de resistencia que confieren mecanismos para
la evasion de la accion de la mayoria de antibidticos utilizados para su tratamiento. La
resistencia a  carbapenémicos, estd dada por las carbapenemasas tipo
metalobetalactamasas (IMP, VIM, NDM, GIM, SIM) y las tipo serino (KPC y las OXA)
o por métodos no enzimaticos como la pérdida o cambio de la proteina de membrana
(CarO), la sobre expresion de la bomba de eflujo AdeABC o la pérdida de las proteinas

de union a la penicilina.

En Alemania en el 2018 la resistencia de A. baumannii a los carbapenémicos alcanzo el

75% en algunos hospitales; mientras que en Colombia en el 2020 se reportd que la

resistencia en promedio era igual o mayor al 50%. Segun estos resultados se puede inferir
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que la resistencia por A. baumannii a los carbapenémicos es mayor que la resistencia por
P. aeruginosa en paises europeos; sin embargo en Colombia, se observa mayor porcentaje
de resistencia en P aeruginosa por lo cual es importante seguir rastreando y
monitoreando los diferentes mecanismos de resistencia y continuar realizando estudios
epidemiologicos para determinar el comportamiento de cepas multirresistentes al interior

de cada pais.

La tasa de resistencia a antibidticos a nivel mundial se ha incrementado por el uso de
antibioticos durante la pandemia SARS - CoV-2. Lo anterior, debido a las prescripciones
empiricas de antibioticos al ingreso con sintomatologia respiratoria, al uso de antibidticos
profilacticos o al tratamiento de coinfecciones bacterianas que empeoran el pronodstico de
los pacientes y causan mayor tasa de mortalidad (aument6 de aproximadamente 10.3%)®'.
En Colombia, en los boletines epidemiologicos N° 09 y 44 del 2021 y el 09 del 2022 se
muestra qué las infecciones nosocomiales han aumentado un 124% en relacion con afios
anteriores. Asi mismo, un 72% de estas infecciones se asocian a las UCI de pacientes
COVID-19 y de estas, el siete por ciento son causadas por Pseudomonas spp y
Acinetobacter spp. En concordancia con estos datos, en hospitales de Cuba y Estados
Unidos en el 2020 se reportd que el 18% de las infecciones nosocomiales son causadas

por P. aeruginosa y A. baumannii*'.

Actualmente, las técnicas moleculares son las técnicas recomendadas para la deteccion de

cepas multirresistentes, sin embargo, no todos los paises y laboratorios tienen la

infraestructura y los recursos para llevarlas a cabo. La utilizacion de técnicas fenotipicas

50



aunque presentan una buena sensibilidad y especificidad deben ser estandarizadas y
monitoreadas segin las actualizaciones del CLSI o EUCAST. La técnica de
microdilucion en caldo, es la técnica de referencia para la mayoria de los patégenos y de
los antibidticos, a diferencia de los métodos de difusion en disco, que segln
recomendaciones del CLSI debe realizarse e interpretarse con cautela, y siguiendo los

procedimientos estandarizados y validados internacionalmente *

Por todo lo anterior, se hace indispensable el trabajo multidisciplinario donde los clinicos

y el laboratorio encaminan sus esfuerzos para determinar y ofrecer la opcién con mayor

éxito terapéutico para los pacientes.
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6. Conclusiones

1. Actualmente los BGNNF mas importantes en las infecciones nosocomiales son P.
aeruginosa y A. baumannii, los cuales cuentan con una gran capacidad para resistir a
diversos antibidticos, debido a sus mecanismos de resistencia natural y adquirida.

2. La presencia de la Isla de Resistencia en A. baumannii explica la facilidad que tiene
este microorganismo para adquirir mecanismos de resistencia a los antibioticos usados en
su tratamiento.

3. Los genes qué codifican betalactamasas cromosomicas tipo PDC le confieren a P,
aeruginosas resistencia principalmente a carbapenémicos, y junto con la adquisicioén de
nuevos mecanismos dificulta alcanzar el éxito terapéutico.

4. La resistencia de los bacilos Gram negativos no fermentadores varia de acuerdo a la
epidemiologia de cada pais. Se concluyd que la resistencia a carbapenémicos en Europa
es mas alta en 4. baumannii y en Colombia la resistencia a los carbapenémicos es mas
alta en Pseudomonas aeruginosa.

5. Tras la comparaciéon de las diferentes técnicas aprobadas por el CLSI para la
identificacion por métodos fenotipicos de mecanismos de resistencia, se observd qué los
mas usados son: el test de sinergismo con doble disco de acido clavulanico, EDTA o
acido boronico y el carba NP qué tiene gran sensibilidad para la deteccion principalmente
de carbapenemasas, sin embargo, el CLSI recomienda como método de referencia la

técnica de microdilucion en caldo.
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8. Anexos

Anexo 1: Clasificacion de las carbapenemasas segiin Ambler y el de

Bush-Jacoby-Medeiros con los diferentes inhibidores

Grup | Clase | Resistencia a Inhibido por [ Principales Caracteristicas
0 mole
Bush- | cular A. E
Jacob | Subcl clavula | D
y ase nico TA
1 C Cefalosporinas | No No | Mejor hidroélisis de cefalosporinas
que de bencilpenicilina
le C Cefalosporinas | No No | Hidrolisis incrementada hacia
ceftazidima y otros oximino-beta-
lactdmicos
2b A penicilina Si No [ Hidrolisis similar de
cefalosporinas bencilpenicilinas y de cefalosporinas
2be A cefalosporinas Si No | Hidrolisis incrementada hacia
de espectro ceftazidima y otros
extendido y oximino-beta-lactamicos
monobactamico cefotaxima,ceftazidima
]
2br A Penicilinas No No | Resistencia a acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam
2ber | A cefalosporinas No No | Hidrolisis incrementada hacia
de espectro oximino betalactimicos combinados
extendido y con resistencia a AC, sulbactam y
monobactamico tazobactam
s

62




2c carbenicilinas Si No | Hidrolisis incrementada de la
carbenicilina
2ce carbenicilinas Si No | Hidrolisis incrementada de la
carbenicilina, cefepime y cefpirome
2d cloxacilina Variabl | No [ Hidrdlisis incrementada de la
e cloxacilina o de la oxacilina
2de cefalosporinas Variabl | No | Hidrdlisis de cloxacilina o oxacilina
de espectro | e y oximino-beta-lactamicos
extendido
2df carbapenemes Variabl | No [ Hidrélisis de cloxacilina o oxacilina
e y carbapenems
2e cefalosporinas Si No [ Hidrolisis de cefalosporinas.
de espectro Inhibido por acido clavulanico pero
extendido no por aztreonam
2f carbapenemes Variabl | No | Hidrolisis incrementada de
e carbapenems,
oximino-betalactamicos,
cefamicinas
3a carbapenemes No Si | Hidrdlisis de espectro extendido
incluyendo carbapenems pero no
monobactams
3a carbapenemes No Si | Hidrolisis de espectro extendido
incluyendo carbapenems pero no
monobactams
3b carbapenemes No Si | Hidrdlisis preferente de car-

bapenems
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