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RESUMEN:

Los pacientes hospitalizados en la Unidad de Terapia Intensiva pueden ser
predisponentes a adquirir una infeccion nosocomial.

La neumonia asociada a ventilacion mecéanica (NAVM) se mantiene como
una entidad de alta mortalidad que afecta a las poblaciones sometidas a este
procedimiento. El soporte de ventilacion artificial, favorece la entrada de
microorganismos patdégenos al sistema respiratorio, ya que rompe las
barreras fisicas fisiologicas del cuerpo.

Los microorganismos de mayor incidencia son Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, y Candida sp. Siendo la mayor parte de cepas de
Pseudomonas aeruginosa multirresistentes.

A pesar de que se han diseflado estrategias para iniciar un tratamiento
oportuno y apropiado, mejorando el pronéstico de mortalidad de los enfermos,
no es menos cierto que la mortalidad atribuible es aun elevada con una terapia
adecuada. Por esto, el desarrollo y ejecuciébn de medidas de prevencién
adecuadas parece ser uno de los esfuerzos méas acertados para la disminucion
de la morbi-mortalidad asociada a este cuadro.

Esto junto a los cambios epidemioldgicos en los microorganismos implicados y
la elevada resistencia a los antimicrobianos obliga a plantear medidas
preventivas eficaces, a hacer un uso racional de los antibioticos y a utilizar
los medios sanitarios disponibles con rigor cientifico.

Palabras clave: neumonia, nosocomial, microorganismos, patdgenos,
ventilacion mecanica, antibiéticos.



ABSTRAC:

Patients hospitalized in the ICU can be predisposing to acquire a nosocomial
infection.

The mechanical ventilation associated pneumonia (VAP) remains a high
mortality entity affecting populations subjected to this procedure. Support for
artificial ventilation, facilitates the entry of pathogenic microorganisms
respiratory system as it breaks physical barriers physiological body.

Higher incidence microorganisms are Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans and Candida sp. Since most multidrug resistant Pseudomonas
aeruginosa strains.

Although strategies are designed to initiate a timely and appropriate treatment,
improving the prognosis of mortality of patients, the fact remains that the
attributable mortality is high even with appropriate therapy.

Therefore, the development and implementation of appropriate preventive
measures seems to be one of the most successful efforts to decrease morbidity
and mortality associated with this condition.

This, together with the epidemiological changes in the microorganisms involved
and the high antimicrobial resistance forces to raise effective preventive
measures, to make rational use of antibiotics and use health resources
available to scientific rigor.

Keywords: pneumonia, nosocomial, microorganisms, pathogens, mechanical
ventilation, antibiotics.
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1 MARCO TEORICO

1.1 LA NEUMONIA

La neumonia se define como la inflamacién del parénquima pulmonar, con
compromiso variable de alveolos, intersticio y via aérea pequefa, que puede
afectar desde un segmento hasta un pulmon completo, se caracteriza por un
infiltrado exudativo celular.t

Figura 1.- Apariencia de los alvéolos de los pulmones normales y cuando hay presencia de
neumonia®.

La neumonia puede estar causada por diferentes agentes infecciosos (virales,
bacterianos, fangicos, rickettsias, pardsitos), por distintos procesos
inflamatorios (LES, sarcoidosis, histiocitosis), asi como por sustancias toxicas
(agentes guimicos, polvos, mohos, hidrocarburos, sustancias lipoides, gases,
contenido gastrico o alimenticio) que se aspiran o que se inhalan.?

En los ultimos afios, y debido a la utilizacion de antibiéticos, la mortalidad por
neumonia ha descendido®, aunque todavia en el mundo, cada afio mueren
alrededor de 4 millones de nifios menores de 5 afios por infecciones
respiratorias agudas; y en mas del 90 % de los casos, la causa principal de
muerte es la neumonia.?



Las neumonias se presentan a cualquier edad, aunque son mas frecuentes en
nifios y ancianos. Estan especialmente predispuestas las personas que viven
con bajo nivel socioeconémico y en condiciones de hacinamiento.3

1.1.1 NEUMONIA POR VENTILACION MECANICA

Existe la neumonia nosocomial la cual se define como aquella neumonia que
se desarrolla después de 48 horas de que un paciente ha sido intubado por via
endotraqueal y sometido a ventilacion mecanica (VM) y que no estaba presente
en el momento del ingreso, ni el periodo de intubacién, o que es diagnosticada
en las 72 horas siguientes a la extubacion y retirada de la ventilacién
mecanica.*

La neumonia asociada a ventilador (NAV), es una entidad clinica con elevada
prevalencia en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). De las infecciones
nosocomiales es la que tiene mayor mortalidad; su incidencia aumenta de
manera exponencial con cada dia de ventilacion mecanica (VM). Entre otros
factores de riesgo ademas de la VM estan la alcalinidad géastrica, mal manejo
de material de inhalo terapia, uso indiscriminado de antibidticos, y la
multiplicidad de procedimientos invasivos.*

Existen dos grandes grupos de neumonia asociada a ventilacion mecanica:

1. NAV de inicio temprano, la cual se instala en los primeros 4 dias de
intubacién, causada por la flora normal orofaringea y con una mortalidad
asociada baja. Generalmente son infecciones por cocos grampositivos o
Haemophilus influenzae. Se asocian a buen prondstico.

2. NAV de inicio tardio, la cual aparece en enfermos que previamente han
recibido tratamiento antibiotico, lo que facilita la colonizacion vy
sobreinfeccion por gérmenes como Pseudomonas aeruginosa y otros
bacilos gramnegativos no fermentadores, enterobacterias
multirresistentes, Staphylococcus aureus meticillino resistentes (MRSA)
y las levaduras las cuales aparecen después de los 5 dias de ventilacion
y se asocia a mortalidad elevada por ser cepas multirresistentes.

Para sospechar de una NAV se deben considerar multiples factores
importantes como: curso de fiebre o leucocitosis, secreciones purulentas y
opacidad en la radiologia de torax.



La mortalidad adicional que provoca la NAVM, o mortalidad atribuible ha sido
estudiada observdndose un amplio rango que va desde 30 a 70% segun
diferentes estudios.>®. Dichos reportes han demostrado que en los
sobrevivientes se prolonga significativamente la estadia hospitalaria (4 a 13
dias), aumenta el uso de antimicrobianos y se produce un incremento de los
costos.®’ El papel de enfermeria es fundamental en el cuidado de estos
pacientes. Existen una serie de medidas preventivas basicas de obligado
cumplimiento las cuales son: 8

a) Formacion y entrenamiento apropiado en la manipulacién de la via aérea.

b) Higiene estricta de las manos antes de manipular la via aérea.

c) Higiene bucal utilizando clorhexidina (0,12%- 0,2%).

d) Control y mantenimiento de la presién del neumotaponamiento
(>20 cm H20).

e) Evitar, siempre que sea posible, la posicion de decubito supino a 0°.

f) Favorecer los procedimientos que permitan disminuir de forma segura la
intubacioén y/o su duracion.

g) Evitar los cambios programados de las tabuladoras, humidificadores y
tubos traqueales.®

Asi mismo, existen otra serie de medidas preventivas que son especificas y
altamente recomendadas, es decir, no son de obligado cumplimiento:

a) Aspiracion contintia de secreciones subgldticas.

b) Descontaminacion selectiva del tubo digestivo (completa u orofaringea).

c) Antibioticos sistémicos (dos dias) durante la intubacién en pacientes con
disminucion del nivel de consciencia.®

La neumonia asociada a la ventilacion mecéanica se considera desde hace mas
de 20 afios como un tema de actualidad debido a su frecuencia, gravedad y por
sus implicaciones terapéuticas, por lo que se hace imprescindible el
conocimiento de su etiopatogenia, el perfeccionamiento de las técnicas
diagnésticas, la microbiologia y la valoracion de la eficacia terapéutica de los
nuevos antimicrobianos.®

Las secreciones tragueales purulentas casi siempre estan presentes en
pacientes ventilados, pero pueden originarse tanto en el tracto respiratorio
superior como inferior; en estos pacientes la porcion de la traquea superior
entre el extremo distal del tubo endotragueal y las cuerdas vocales actia como
reservorio de secreciones originadas en orofaringe, senos paranasales y
estbmago; minimas manipulaciones de este tubo hacen que las secreciones se
introduzcan en la traquea, como consecuencia de esto, el cultivo de las



mismas, si bien posee una sensibilidad aceptable, presenta una especificidad
muy baja ( 30%) .1°

Esto se debe a la colonizacion orofaringea con flora hospitalaria gram negativa
que se produce tempranamente en los pacientes internados. A esto hay que
sumarle el hecho de que no existe un verdadero estandar de oro y de que es
muy dificil comparar distintos trabajos publicados puesto que varian
considerablemente en su disefio (distintas poblaciones analizadas, diferentes
estandares de oro, etc.)!¢

Todo lo anteriormente mencionado explica porque los criterios clinicos y
radioldgicos utilizados para definir neumonia en este grupo particular son poco
precisos, constituyendo el lavado broncoalveolar y/o el cepillo protegido
broncoscopicos , sembrados en forma cuantitativa, las muestras de eleccion
para ser analizadas junto con un score clinico/radiolégico (CPIS) y de esta
forma realizar un uso racional de antibidticos, evitando sobretratamientos,
acortando la duracién de la terapia empirica, minimizando la emergencia de
cepas resistentes y disminuyendo la morbi-mortalidad asociada . 1°

Si bien el CPIS presenta algunos problemas para su aplicacion en la practica
diaria y no es 100% sensible ni 100% especifico, es una manera de obijetivizar
los criterios clinicos y radiolégicos. Fartoukh y cols demostraron que la
incorporacion del gram del lavado bronco alveolar (BAL) incrementaba la
precision en el diagnéstico de neumonia.°

1.2 ANTECEDENTES Y EVOLUCION HISTORICA DE LA VENTILACION
ARTIFICIAL MECANICA.

La idea que el ser humano respirara a través de algo que no fuera su sistema
respiratorio fue descrito por vez primera por el cientifico Galeno en un modelo
animal , pero en 1530 el médico suizo Theofrastus Bombast von Hohenheim,
mejor conocido como Paracelso, coloco un tubo en la boca de un paciente y le
insuflé aire con un fuelle pero, fue Andreas Vesalius, anatomista belga quien
publica lo que pudiera considerarse el inicio de la ventilacién artificial mecanica
en 1543, al conectar la traquea de un perro a un sistema de fuelles.!

En 1763, Smillie logré colocar un tubo de metal flexible en la traquea a través
de la boca de un paciente y utilizé su propio aliento para aplicar la presion

4



positiva necesaria para producir los movimientos respiratorios. En 1827, Leroy
realiza este mismo procedimiento y el incremento de este proceder llevo a la
muerte de algunos pacientes por la presencia de neumotérax. 2

La traqueotomia no seria desarrollada hasta el siglo XIX, en respuesta a la
obstruccion de la via aérea producida precisamente por la difteria y fue
Napoledn Bonaparte, quien ofrecié una recompensa en metélico a quien
descubriera una forma efectiva de combatir esta enfermedad que habia matado
a su sobrino. 13

En 1775, John Hunter, un cirujano inglés investigador sobre trasplantes
desarroll6 para sus modelos animales, un sistema ventilatorio de doble via que
permitia la entrada de aire fresco por una de ellas y la salida del aire exhalado
por otra. En 1782, este sistema fue adaptado para su uso en pacientes
humanos.!3

Cuatro afios después, otro inglés, Charles Kite, le realiz6 dos mejoras
importantes: coloco a los fuelles un sistema de valvulas de paso y los construyo
de un volumen de aire aproximado de 500 ml, muy cercano al valor normal del
volumen corriente respiratorio, que es la cantidad de aire que entra y sale del
pulmdn con cada respiracion. 13

El siguiente paso tecnolégico importante lo dio Hans Courtois, quien en 1790
sustituy6 los fuelles por un sistema de pistén-cilindro. 14

Estos avances en la ventilaciébn a presion positiva trajo consigo una serie de
complicaciones asociadas como fueron: el inadecuado manejo de las
secreciones y la infeccion.

John Dalziel fabricé el primer ventilador a presiéon negativa, que consistia en un
tanque hermético donde el paciente dejaba s6lo la cabeza y el cuello en el
exterior, la presion negativa dentro del tanque era obtenida por medio de un
fuelle accionado desde afuera por un pistén y una véalvula unidireccional y Von
Hauke, en Austria fue el primero en disefiar un respirador con presion negativa
tipo “coraza”. El respirador probablemente mas usado en el mundo, en su
forma original y con sus variaciones, fue disefiado por Drinker, McKann y Shaw
en Boston en 1927; este aparato conocido como “pulmdén de acero” o
“‘pulmotor” fue usado esencialmente para el tratamiento de pacientes con
poliomielitis.*



La superioridad de la ventilacion a presion positiva quedd definitivamente
confirmada durante la epidemia de polio de Copenhague, Dinamarca, en 1952,
la cual llevé a un elevado numero de pacientes a depender de la asistencia
respiratoria mediante técnicas de presion negativa (pulmones de acero) y con
las técnicas de respiracion con presién positiva intermitente.!?

En 1952, Ibsen crea las unidades de cuidados respiratorios y en esa misma
fecha Lassen la ventilacion asistida con presion positiva intermitente
obteniendo una supervivencia mas elevada que la ventilacion con presion
negativa.'?

Con esta técnica los resultados fueron altamente reveladores: los primeros
pacientes tratados con pulmon de acero, la mayoria sin traqueostomia, tuvieron
una mortalidad en la fase aguda, del 87%,'° los pacientes que fueron tratados
mediante las técnicas de Ibsen y Lassen, con pacientes traqueostomizados y
respiracion controlada manual, registraron una mortalidad del 25%.4 Dicha
mortalidad estuvo relacionada con complicaciones tardias*®

El desarrollo en los ventiladores mecénicos de presion positiva con la aparicion

de nuevas modalidades o variantes en la forma de aplicar la ventilacion, llevé a
dividirlos en tres categorias: los que se controlan teniendo en cuenta el
volumen de gas que dan al paciente, los que se regulan de acuerdo a una
presién de gas maxima que el sistema debe aplicar a la via aérea y los que
combinan ambas técnicas. En cada etapa ha ido cambiando el rol del
intensivista y del propio paciente buscando la garantia de una adecuada
ventilacién.®

En la etapa inicial, solo se buscaba asegurar que los pulmones fueran
ventilados sin tener en cuenta la seguridad del proceder. En un segundo
tiempo, el intensivista programaba los parametros del ventilador y adaptaba el
proceso a las necesidades del paciente, posteriormente una vez que el
ventilador fue capaz de adaptarse automaticamente a las necesidades
fisiolégicas del paciente, se modifico de nuevo el rol del intensivista, pues
disminuy6 su papel de prefijar parAmetros aunque continto con el analisis de
lograr los objetivos de la ventilacién. 1°

La adaptacion automatica fue inicialmente limitada a los cambios mecéanicos
del pulmén, pero se le adiciond la posibilidad de adaptar la ventilacion
mecanica a la espontanea, permitiendo que esta ultima pudiera producirse adn
en el curso del ciclo ventilatorio mecénico, de manera que se subordinara la
ventilaciébn mecanica a la espontanea facilitando de esa forma el destete.®



En Cuba, las unidades de terapia intensiva surgen en el afio 1972, adjuntas al
hospital Calixto Garcia. Con la epidemia del dengue en 1981, se desarrollan las
unidades de terapia intensiva pediatricas y con ello la ventilacion mecéanica.

1.3 VENTILACION MECANICA.

La ventilacibn mecanica es un tratamiento de soporte vital, el cual consta de
una maquina que ayuda a respirar a las personas cuando no son capaces de
hacerlo por si mismas. El ventilador mecanico también se denomina ventilador,
respirador o maquina de respirar. La mayoria de los pacientes que necesitan el
apoyo de un ventilador debido a una enfermedad grave estan ingresados en
una unidad de cuidados intensivos (UCI).16

1.3.1 Principales funciones de los ventiladores mecanicos.

e Llevar oxigeno a los pulmones y el organismo.

e Ayudar a los pulmones a eliminar el diéxido de carbono.

e Facilitar el trabajo respiratorio.

e Lograr que respire un paciente que no lo hace debido a una lesién o
traumatismo cerebral (como un coma) o una lesion de la médula espinal
alta o una gran debilidad muscular. 16

1.3.2 Funcionamiento de un ventilador.

El ventilador se conecta a la persona a través de un tubo (sonda endotraqueal
0 sonda ET) que se coloca en la boca o en la nariz y en direccién descendente
hasta la traguea. Cuando el médico coloca la sonda endotraqueal en la trdquea
del paciente, se denomina intubacién. Algunos pacientes presentan un orificio
quirurgico en su cuello y se conecta una canula (traqueostomia o canula "trac")
a través de dicho orificio. La canula trac puede permanecer tanto tiempo como
sea necesario y es mas segura que la sonda endotraqueal.'®

El ventilador insufla aire (aire mas el oxigeno segun necesidades) en el interior
de los pulmones de la persona. Puede ayudar al paciente haciendo todo el
trabajo respiratorio o simplemente colaborando con la respiracion del mismo. El
ventilador puede proporcionar niveles de oxigeno mas elevados que los
proporcionados por una mascarilla de oxigeno u otros dispositivos.16



El ventilador puede proporcionar una presion (presion PEEP) que ayuda a
mantener los pulmones abiertos de modo que los sacos aéreos no se colapsen.
La sonda traqueal facilita la eliminacion del moco si el paciente tiene una tos
débil .16

Toda persona conectada a un ventilador en una unidad UCI estard conectada
también a un monitor que mide frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
presion arterial y saturacion de oxigeno ("sats"). Otras pruebas que pueden
realizarse son radiografias de térax y extraccion de sangre para determinar
oxigeno y diéxido de carbono ("gases sanguineos”). Miembros del equipo
meédico (médicos, enfermeras, fisioterapeutas respiratorios) van a utilizar esta
informacion para evaluar el estado del paciente y realizar ajustes en caso
necesario.'®

Un ventilador puede salvar la vida, pero su uso también tiene riesgos. Tampoco
soluciona la enfermedad o lesién primaria; simplemente ayuda a mantener vivo
al paciente hasta que otros tratamientos resulten eficaces. Los médicos
siempre intentan ayudar a los pacientes a separarse del ventilador tan pronto
como sea posible. El "destete" se refiere al proceso de liberar al paciente del
ventilador. Algunos pacientes pueden estar conectados al ventilador durante
s6lo unas pocas horas o dias mientras que otros pueden necesitar el ventilador
durante mas tiempo. Algunos pacientes nunca mejoran lo suficiente como para
desconectarse del ventilador totalmente.®

1.3.3 Principales riesgos de la ventilacion mecéanica.

Los problemas que pueden aparecer debido al uso de un ventilador son:
Infecciones.

La sonda endotraqueal o trac permite que los gérmenes (bacterias) penetren
mas facilmente en los pulmones. Esto puede provocar una infeccion tipo
neumonia. La neumonia puede ser un serio problema y puede significar que
una persona tenga que permanecer conectada a la maquina por mas tiempo.
La neumonia puede lesionar los pulmones. Las personas muy enfermas
pueden ser mas propensas a la infeccién y pueden tratarse a menudo con
antibioticos.®



Colapso pulmonar (neumotaérax).

A veces, una parte del pulmén que esta débil puede llegar a estar demasiado
llena de aire y empezarlo a perder. La fuga permite que el aire entre en el
espacio situado entre el pulmén y la pared toracica. El aire en este espacio
ocupa un sitio de modo que el pulmén empieza a colapsarse. Si se produce
esta fuga de aire, hay que eliminarlo de dicho espacio. Los médicos pueden
colocar un tipo diferente de sonda (sonda toracica) en el térax entre las costillas
para drenar el aire sobrante.

La sonda permite que el pulmoén se vuelva a expandir y selle la fuga. La sonda

toracica suele permanecer algin tiempo para asegurar que la fuga se ha
detenido y se ha eliminado todo el aire sobrante. Raramente un colapso
pulmonar puede causar la muerte.®

Lesién pulmonar:

La presion de introducir aire dentro de los pulmones con un ventilador puede
lesionar los pulmones. Los médicos intentan mantener este riesgo al minimo
utilizando la presion mas baja necesaria. Niveles muy elevados de oxigeno
también pueden ser nocivos para el pulmén. Los médicos sélo administran el
oxigeno necesario para asegurarse de que el organismo recibe lo suficiente
para mantener los érganos vitales.

En ocasiones es dificil reducir el riesgo cuando los pulmones estan lesionados.
Esta lesion puede a veces curar si la persona es capaz de recuperarse de la
enfermedad grave.*®

Efectos secundarios de las medicaciones.

A veces los medicamentos sedantes pueden acumularse y el paciente puede
permanecer en un suefio profundo durante horas o dias incluso después de
haber suprimido el medicamento. Los médicos y las enfermeras tratan de
ajustar la correcta cantidad de medicacion para cada paciente.

Los pacientes reaccionan de distinto modo a cada medicacion. Si es necesaria
la paralisis muscular, a veces los musculos estan débiles durante un tiempo
después de haberla suprimido. Esto mejorara con el tiempo.*6



1.4 EPIDEMIOLOGIA DE LA NEUMONIA ASOCIADA A LA VENTILACION
MECANICA

La Neumonia Nosocomial ocupa el segundo puesto dentro de las infecciones
nosocomiales, asi lo refleja el informe EPINE (2010), pero en las Unidades de
Cuidados Intensivos, la Neumonia Asociada a Ventilacion representa el 80% de
todas las Neumonias Nosocomiales.

BACTERIEMILA SECUNDARIA
OTRO FOCO
276 (16,35%)

BACTERIEMIA
SECUNDARIA

INF. CATETER

170 (10,07%) ——
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——

BACTERIEMIA
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Figura 2: Estudio Nacional de Vigilancia de Infeccion Nosocomial en Servicios de Medicina Intensiva. Informe 2012

La Neumonia Asociada a Ventilacion ocupa el primer puesto dentro de las
Infecciones Nosocomiales de la Unidad de Cuidados Intensivos, alcanzando el
33.53% de las Infecciones Nosocomiales segun los datos recogidos por el
informe Estudio Nacional de Vigilancia de Infeccion Nosocomial en Servicios
de Medicina Intensiva (2012).16

1.5 ETIOLOGIA DE LA NEUMONIA.

La etiologia varia acorde a cada hospital, a la poblacion estudiada, antibiéticos
previos, enfermedad de base, al periodo de tiempo analizado y al momento de
establecerse la infeccion.1°

Dentro de los agentes etiologicos mas frecuentes se encuentran los bacilos
gram negativos, aproximadamente un 70% con respecto al total, principalmente
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
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Enterobacter spp, Serratia marcescens, con un orden de frecuencia que
depende de cada hospital. Staphylococcus aureus es otro importante
microorganismo que se aisla entre el 10-30% de los casos.*°

En la neumonia temprana (< 5-7 dias de intubacién) pueden encontrarse
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
enterobacterias salvajes pero también microorganismos nosocomiales
multirresistentes si el paciente tuvo internaciones previas a la derivacion a
terapia intensiva o recibié tratamiento antibiético previo. 1°

Luego de los 7 dias de internacibn predominan largamente los
microorganismos multirresistentes. En pacientes con tratamiento antibiético
previo, principalmente cefalosporinas de 3° generacion, carbapenems vy
fluorquinolonas, predominan microorganismos como Staphylococcus aureus
meticilino resistentes y cepas multiresistentes de Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia y enterobacterias.°

Las bacterias anaerdbicas, micobacterias y hongos, en tanto, se recuperan en
un porcentaje muy bajo en pacientes con neumonia asociada a respirador. Los
anaerobios deberian considerarse solo en pacientes con antecedentes de
macroaspiracion y/o empiema pleural.l® Se han documentado también
infecciones epidémicas por Legionella spp, virus sincicial respiratorio vy
parainfluenza A; los dos ultimos pueden causar hasta un 20% de los casos en
unidades pediatricas.

En pacientes inmunocomprometidos hospitalizados deben considerarse una
serie de microorganismos adicionales como Nocardia spp, Mycobacterium spp,
Pneumocystis  jiroveci, Toxoplasma gondii, Streptococcus viridans,
Rhodococcus equi, citomegalovirus, Herpes simple, etc.1?

La etiologia micotica (Candida y Aspergillus) es poco frecuente aunque debe
contemplarse en pacientes neutropénicos y transplantados. En general el
diagnéstico quedara limitado a la demostracion de invasion de tejido en la
biopsia de pulmén; el resto de la muestras carece de especificidad. La
discusiéon central es como alcanzar un equilibrio en el balance entre evitar
retraso en el inicio de la terapia antibiética de aquéllos pacientes que realmente
la requieren y en reducir el uso innecesario de antibiéticos. La falla en alcanzar
el primer objetivo se traduce en una mayor mortalidad, en tanto que fallas en el
segundo objetivo tiene como consecuencias un incremento considerable de
costos asi como de seleccion de cepas multiresistentes con el consiguiente
incremento de la morbi-mortalidad.*°
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1.5.1 Stenotrophomonas maltophilia

Este microorganismo ha de considerarse como un patdgeno de creciente
importancia, especialmente en pacientes con factores de riesgo asociados,
como inmunodepresion, enfermedades subyacentes, neoplasias o fibrosis
quistica.®

1.5.1.1 Generalidades.

Stenotrophomonas maltophilia, previamente Pseudomonas maltophiliay
Xanthomonas maltophilia, es un bacilo gram negativo no fermentador , pues se
encuentra en el suelo, el agua, los vegetales y los animales, y cuya incidencia
de aparicién nosocomial se esta viendo incrementada.

En el medio hospitalario se aisla en el agua procedente de respiraderos, grifos

y sumideros, en desinfectantes, jabones, descontaminantes preoperatorios,
tubos con EDTA, reservorios de humidificadores de oxigenoterapia, catéteres
de succion traqueal y bombas auxiliares cardiopulmonares, y en ocasiones en
las manos del personal sanitario.

La via de entrada de Stenotrophomonas maltophilia frecuentemente se
desconoce; se cree que la hospitalizacion prolongada y la antibioticoterapia de
amplio espectro podrian seleccionar este microorganismo en las vias
respiratorias o0 el tracto gastrointestinal de los pacientes o en fuentes
ambientales, lo cual explicaria su alta diversidad genémica.*?

Cultivado de cualquier localizacion en pacientes hospitalizados, se encuentra
principalmente como microorganismo contaminante sin acompafarse de
clinica. Puede estar implicado en numerosos procesos infecciosos, pero los
mas frecuentes son los de vias respiratorias.

Los pacientes con infeccion por este microorganismo presentan factores de
riesgo intrinseco, como la inmunodepresion de diferente naturaleza y
enfermedades previas subyacentes: enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), cardiovasculares, hepatobiliar, trasplante, dialisis, VIH, diabetes
mellitus, drogadiccion, tabaquismo, alcoholismo.2°

Un factor especialmente asociado a la adquisicion de Stenotrophomonas
maltophilia es la presencia de neoplasias, destacando entre ellas las leucemias
agudas y el carcinoma de mama.
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La adquisicion de este microorganismo se asocia principalmente al ambito
hospitalario, pero sin embargo existen pocos estudios que demuestren su
transmision nosocomial.

Como factores de riesgo extrinsecos se encuentran la presencia de catéteres
vasculares, ventilacion asistida 0 traqueotomia, técnicas diagnosticas
invasoras, hospitalizacion prolongada y estancia en unidad de cuidados
intensivos, quimioterapia citotoxica, corticosteroides y muy especialmente la
exposicién previa a antibioticoterapia de amplio espectro.?!

Otro grupo afectado por este microorganismo son los pacientes con fibrosis
quistica, una poblacién sometida a antibioticoterapia de amplio espectro, con
varios regimenes anuales de antibioticos y con hospitalizaciones frecuentes, y
de forma afiadida las infecciones pulmonares previas y la enfermedad crénica
respiratoria.?!

Pseudomonas aeruginosa ha sido histéricamente el patdgeno gramnegativo no
fermentador mayoritariamente aislado en las infecciones nosocomiales, aunque
los datos confirman el incremento en la aparicion de microorganismos
como Stenotrophomonas maltophilia y Acinetobacter baumannii, con cifras de
incidencia del 14% vy el 7,6%, respectivamente, del total de aislamientos, y con
incrementos considerables desde principios de la década.??

La mortalidad asociada a Stenotrophomonas maltophilia oscila entre el 14% y
el 69%, aunque es dificil atribuirla en todos los casos a la infeccion causada por
el patégeno perse, ya que las enfermedades de base de los pacientes
contribuyen claramente a esta elevada tasa.?®

1.5.1.2 Caracteristicas microscopicas

Bacilo gram negativo pequefio, fino, con flagelos polares multitrico y puede
distinguirse con facilidad de otras pseudomodales en virtud de ser lisina
positivo y DNAsa positivo y oxidasa negativo.?*

Stenotrophomonas maltophilia es sensible a colistina y polimixina B. Esta
propiedad puede utilizarse para distinguir entre Stenotrophomonas maltophilia
de Burkholderia cepacia, que también es lisina positivo pero resistente a
colistina y polimixina B y DNAsa negativo.?*

Stenotrophomonas maltophilia ataca energéticamente la OF maltosa pero
suele ser negativo o sélo débilmente positivo en OF glucosa en 24 horas 2
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Figura 3.- Stenotrophomonas maltophilia en tincion gram?®

1.5.1.3 Fisiologia.

Bacteria aerobia, de metabolismo oxidativo, poco exigente, que se desarrolla
en forma rapida en los medios de cultivo corrientes utilizados de rutina. Las
colonias son rugosas de 3 a 5 mm de diametro, color amarillo en MacConkey vy
café verdoso en agar sangre, generalmente no hemolitica y de olor
caracteristico a amoniaco.?®

Figura 4.- Colonias amarillas de Stenotrophomonas maltophilia en agar Mac-
conckey. 2
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Figura 5.- Colonias cafés de Stenotrophomonas maltophilia en agar sangre.?

1.5.1.4 Identificacion bacteriana:

El diagnédstico de laboratorio se determina en base a la tincion Gram, colonia
descrita anteriormente, olor caracteristico, movilidad, prueba de oxidasa
negativa y ADNasa positiva. Esta Ultima prueba, que se considera clave, debe
incubarse hasta 72 horas para evitar los falsos negativos.?®

Otras pruebas adicionales incluyen la oxidacion de la glucosa y maltosa en
medio OF, decarboxilacion de la lisina, licuefaccion de la gelatina y produccion
de H2S, evidenciada con papel de acetato de plomo. También se obtiene un
buen diagndstico con las galerias comerciales para bacilos gram negativos no
fermentadores.?®

Los estudios de tipificacion de Stenotrophomonas maltophilia son de necesaria
aplicacion para la identificacion de fuentes ambientales o endbgenas y la
transmision de cepas entre pacientes, permitiendo distinguir la adquisicion de
nuevas cepas Yy la aparicion de variantes mas resistentes posteriores al
tratamiento antibiético.

Las técnicas fenotipicas utilizadas en los estudios epidemiologicos, perfil
bioquimico y sensibilidad a los antimicrobianos han resultado ser pocos
efectivos dados el metabolismo relativamente inerte y la homogeneidad en el
patron de resistencia presentado por Stenotrophomonas maltophilia. La
deteccién mediante aglutinacion de los antigenos somaticos no aporta mayores
ventajas dada la alta frecuencia de aparicion de tres serotipos de los 31 que se

han definido.?®
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Cuadro. Caracteristicas de Stenotropomonas maltophiliaz®

PRUEBA S.maltophilia
Oxidasa -
Motilidad +
Crecimiento en agar MacConkey +
Glucosa OF A o débil
Maltosa OF A
Lactosa OF V(86)
Manitol OF -
Reduccion de NOs V(42)
NOs a gas -
Arginina -
Lisina +
Hidrdlisis de esculina +
ONPG +(93)
DNasa +
Polimixina B S
Pigmento Gris, amarillo leve, lavanda

Datos de las referencias.

+:90% o mas de cepas positivas; -:90% o mas de cepas negativas; V:11-89% de cepas positivas; A: reaccién acida;
débil; acida débil; S: sensible; R: resistente; ND: no disponible; OF: oxidacién-fermentacion. Los nimeros entre
paréntesis son porcentaies de cepas aue dan reacciones positivas.

Otra técnica, la espectrofotometria de pirdlisis de masas, presenta mayor
variabilidad entre las diferentes cepas que los métodos anteriores, y ha sido
utilizada en la investigacion de brotes nosocomiales?®, pero su alto coste y
complejidad de realizacion la descartan para la investigacion epidemioldgica.

Las técnicas genotipicas de PCR constituyen un método complementario o
alternativo, y aunque presentan menor reproducibilidad y discriminacion, su
rapidez y simplicidad de realizacion y su bajo coste suponen una gran ventaja.
Las diferentes variedades, AP PCR (Arbitrarily-Primed PCR), RAPD
(Randomly-Amplified Polymorphic DNA PCR), ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus PCR), han sido utilizadas con éxito con objetivos
epidemioldgicos y taxonOmicos en aislamientos clinicos y ambientales. El
tamanfo, el contenido en G+C y el nimero de cebadores empleados, asi como
las condiciones de amplificacion, permiten que el rendimiento de estas
técnicas, especialmente de la RAPD PCR, se aproxime a una excelente
identificacion.?’
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1.5.1.5 Mecanismos de resistencia

El fenotipo de resistencia mdultiple de Stenotrophomonas maltophilia es un
proceso multifactorial en el cual participan una permeabilidad disminuida que
impide la entrada del antibiético, la falta de un sistema de transporte para ese
antibiotico, en combinacion con la produccion de enzimas hidroliticas o
inactivantes, y sistemas de bombeo activo del antibiotico hacia el exterior de la
bacteria. Analicemos de forma detallada estos mecanismos de resistencia.?’

1.5.1.6 Alteraciones en la membrana externa:

Durante mucho tiempo se asigné a la baja permeabilidad de Stenotrophomonas
maltophilia la causalidad de su fenotipo multirresistente, pero en la actualidad
esta multirresistencia se justifica, ademas de por cambios en la composicion de
la membrana externa, por una mayor expresion de las proteinas de membrana
externa implicadas en los mecanismos de expulsion activa. Posiblemente en
poco tiempo podamos afiadir el conocimiento de las mutaciones en los genes
de regulacion de estos sistemas de flujo. La resistencia a los aminoglucosidos
en Stenotrophomonas maltophilia se atribuye principalmente a una baja
permeabilidad, aunque las variaciones en la sensibilidad segun la temperatura
de incubacioén (30 °C y 37 °C) es evidente.?® De este modo, la variabilidad en la
sensibilidad a los distintos aminoglucésidos podria ser consecuencia de
diferencias en la penetracion en la célula.

1.5.1.6.1 Sistemas de expulsion activa

Se ha evidenciado la actuacién de sistemas de bombas de expulsién activa
como un factor que contribuiria de forma importante al fenotipo de resistencia
multiple, sea intrinseca o adquirida, en Stenotrophomonas maltophilia.?®

Estos sistemas de flujo se componen de tres proteinas localizadas en la
membrana interna, en el espacio periplasmico, y en la membrana externa de
microorganismos gram negativos, formando un canal capaz de eliminar hacia el
exterior de la bacteria un gran nimero de sustancias mediante un mecanismo
dependiente de protones.

Estos sistemas activos destoxificantes, que se denominan SmeM
(Stenotrophomonas multidrug efflux), presentarian un comportamiento analogo
a los descritos en Pseudomonas aeruginosa; en este ultimo aumenta su
expresién como consecuencia de mutaciones en los genes reguladores.?®
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1.5.1.6.2 Produccion de betalactamasas

El fenotipo de multirresistencia a betalactamicos, fundamentalmente de
caracter intrinseco, se debe principalmente a la produccion heterogénea de dos
tipos de betalactamasas inducibles, L1 y L2.3° Puesto que la expresion de
betalactamasas es intrinseca e inducible, se penso6 que, anadlogamente a lo que
sucedia con otras especies bacterianas, la codificacion de L1 y L2 era de tipo
cromosomico. Un estudio reciente demuestra que la codificaciéon de estas
enzimas se localiza en un fragmento de tipo plasmidico de gran tamafio que
puede considerarse como parte de un cromosoma fragmentado.3!

La L1 es una metaloenzima de amplio espectro, de tercera clase, dependiente
de Zn?*, capaz de hidrolizar a todos los betalactamicos, incluidas penicilina,
cefalosporinas y carbapenemas, excepto monobactamas. Es sensible a la
accion de agentes quelantes como el EDTA, pero no a la de los inhibidores de
betalactamasas. Presenta un contenido en G+C del 68,4% y tiene una masa
molecular aproximada de 29 kD, con un pl de 6,5.3!

La L2 es una cefalosporinasa que contiene serina en su centro activo, con una
resistencia de alto grado a penicilinas y cefalosporinas, no hidrolizando apenas
(0,004% respecto a la cefaloridina) a las carbapenemas, sensible a la accion de
los inhibidores de betalactamasas, especialmente a la del &cido clavulanico y el
BRL42715 (10 uM), y resistente a la accion del EDTA (100 puM).

1.5.1.7 Tratamiento.

En general, Stenotrophomonas maltophilia demuestra una escasa sensibilidad
a los aminoglicosidos y betalactamicos, aunque las asociaciones de estos
altimos con inhibidores de betalactamasas aumentan su actividad. Las
asociaciones con acido clavulanico son las mas activas in vitro, en especial
ticarcilina-acido clavulanico, que ademas de potente es sinérgica a
concentraciones terapéuticas de ambos agentes.3?
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Son muchas las asociaciones con inhibidores de betalactamasas que se han
ensayado frente a Stenotrophomonas maltophilia®?, pero ninguna ha
demostrado una actividad similar a la de ticarcilina-acido clavulanico.
Cefepima-acido clavulanico recientemente ha demostrado ser una asociacion
sinérgica frente a un mayor numero de aislamientos que ticarcilina-acido
clavulanico, con un porcentaje de cepas resistentes inferior al de esta ya
clasica asociacién.3?

Al igual que en el caso de ticarcilina-acido clavulanico, el incremento de la
actividad ha de pasar por la menor capacidad de hidrélisis de la betalactamasa
L1 sobre agentes como la ticarcilina o la cefepima.®> De todos modos, es
necesario llevar a cabo estudios farmacodinamicos que demuestren con mayor
certeza su aplicacion terapéutica.

Los macroélidos, a pesar de presentar una reducida actividad, no deben
descartarse debido a su papel en la inhibicion de la formacion de biopelicula
en Stenotrophomonas maltophilia.33

Las nuevas fluoroquinolonas, con una actividad incrementada sobre sus
predecesoras ciprofloxacino y norfloxacino, mantienen las expectativas de
utilizacion de este grupo de antimicrobianos en el tratamiento de las infecciones
por Stenotrophomonas maltophilia. Howe y cols.®3, en una revision de la
literatura (113 casos), revelaron que la eficacia clinica del cotrimoxazol (79%,
34/43 pacientes) fue comparable a la de las quinolonas (92%, 12/13 pacientes).
La mayoria de los pacientes recibieron ciprofloxacino, y teniendo en cuenta
estos hechos sugieren que las nuevas quinolonas, especialmente levofloxacino
y moxifloxacino, podrian tener en el futuro una importancia determinante.

En algunos estudios ha quedado confirmada la potente actividad de estos
agentes, mientras que en otros aparecen recrecimientos al utilizar
monoterapia.®® El cotrimoxazol es, por norma general, la asociaciéon que
presenta mayor actividad in vitro frente a Stenotrophomonas maltophilia, pero
siempre demostrada mediante las pruebas clasicas, sin que existan evidencias
gue lo confirmen por otros métodos.

19



1.5.2 Escherichia coli

1.5.2.1 Generalidades.

El género Escherichia comprende cinco especies: Escherichia blattae,
Escherichia coli, Escherichia fergusonnii, Escherichia hermannii y Escherichia
vulneris. La especie representativa es Escherichia coli. (Ver figura)De las cinco
especies solamente Escherichia coli tiene significacion clinica. No obstante,
Escherichia hermannii y Escherichia vulneris se han aislado raramente de
infecciones extraintestinales (especialmente de heridas).3*

Figura 6.- Escherichia coli, Jorge Blanco y cols, 2006

Escherichia coli fue descubierta en 1885 por Theodor Escherich, quien lo
denominé inicialmente Bacterium coli. En 1947, Kauffmann propone una forma
de diferenciar las cepas de Escherichia coli en base a la determinacién de los
antigenos superficiales O (somaticos), K (capsulares) y H (flagelares).3
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Figura 7.- Eschericia coli en donde se representa los principales antigenos de superficie (O, K, H'y F) y algunos
factores de vierulencia basado en el original de Johnson (Clin. Microbiol. Rev, 1991, 4:80-138)
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Escherichia coli es probablemente el organismo mejor conocido del mundo, ya
que se ha utilizado como modelo para estudiar todo tipo de aspectos de
genética y fisiologia. Su genoma entero se conoce desde hace algunos afios®
y su biologia general est4 bien estudiada, como demuestran claramente las
diferentes ediciones del trabajo clasico coordinado por Neidhardt.3¢ También ha
sido utilizada como organismo modelo en estudios de evolucidon experimental y
genética de poblaciones para entender la accion de las diferentes fuerzas
evolutivas a corto y largo plazo®’.

1.5.2.2 Genoma:

Escherichia coli contiene 4, 639,221 pares de bases de DNA circular de doble
cadena. El 87.8% de este genoma codifica para proteinas, el 0.8% codifica
para RNAs estables y 0.7% consiste en DNA repetido que no tiene funcion
conocida®. Entre estos genes destacan las llamadas "islas de patogenicidad"
(regiones donde se encuentran los genes que confieren capacidades
patégenas a una bacteria) 4%

Sin embargo, es posible que otras cepas de Escherichia coli tengan fuertes
diferencias en su estructura gendémica, ya que se sospecha que los mapas no
siempre son colineales y hay gran variacion en el tamafio del genoma entre
cepas.

El genoma de Escherichia coli es dinamico y sus elementos
extracromosomales (plasmidos) son aun mas. Esta bacteria puede sobrevivir
sin ningan plasmido o tener un buen porcentaje de su genoma total en
plasmidos*2. El nimero y tipo de plasmidos dentro de una célula esta regulado
por dos fuerzas: el nimero de réplicas de un mismo plasmido dentro una
bacteria - fendmeno controlado en parte por el mismo plasmido- y la entrada de
nuevos plasmidos por conjugacion o trasformacion3.

La informacion contenida en estos elementos extracromosomales es variable,
ya gue en ellos se puede encontrar informacion para asimilar azUcares raros,
para producir substancias alelopaticas que matan a posibles competidores de
la misma especie- resistencias a antibidticos y a metales pesados, inmunidad
contra fagos, genes que codifican para intercambio genético y fimbrias
relacionadas con la patogenicidad y toxinas, entre otros 4.

La gran plasticidad gendmica de Escherichia coli le confiere una plasticidad
ecologica notable, ya que gracias a ella pueden adaptarse rapidamente a vivir
en diferentes ambitos y pueden de esta forma pasar de ser organismos de vida
libre a ser comensales mutualistas del colon en los animales de sangre
caliente, hasta ser un patégeno mortal en humanos y animales.*3
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1.5.2.3 Habitat.

Generalmente se considera que el habitat "normal” de Escherichia coli es el
colon de organismos de sangre caliente (aves y mamiferos) 4°, y que aunque se
pueden localizar estas bacterias en el medio externo, tradicionalmente se
consideraba que su presencia representaba contaminacion fecal, ya que se
sospechaba que no se podia reproducir en el medio exterior. Sin embargo,
resultados recientes indican que esto es falso. Existen Escherichia coli que
viven en otras partes del tracto digestivo, como las Escherichia coli patégenas
gue pueden habitar en la sangre y en el tracto urogenital.

Adicionalmente, es posible encontrar poblaciones de Escherichia coli en
vertebrados de sangre fria. Por otro lado, también se han encontrado cepas
particulares en ambientes acuaticos, especialmente los que son ricos en
compuestos organicos como en el desaglie “6. En estudios que utilizan
marcadores genéticos, como aloenzimas y ribotipos, se ha descrito que la
diversidad genética es mayor en estos cuerpos de agua y que las cepas
encontradas en el ambiente exterior no siempre son las mismas que existen en
el colon de los posibles hospederos*’. También se ha demostrado que estas
poblaciones ambientales pueden incrementar de densidad poblacional en el
tiempo, indicando que crecen y sobreviven en estos ambientes externos.
Ademas, tenemos datos que sugieren que existen cepas de Escherichia coli
gue sobreviven y se replican en el suelo.

La densidad de Escherichia coli en el intestino grueso es de uno a diez millones
de células por gramo de colon. Esto hace de Escherichia coli un componente
menor de la flora predominantemente anaerobia de esta parte del intestino,
donde la densidad bacteriana total es de unas 10!! células por gramo?.
Escherichia coli es una de las primeras especies que coloniza al mamifero
recién nacido, adquiriendo las primeras cepas del canal de parto y de las heces
de su madre*®. Las colonizaciones posteriores se deben por lo general a la
ingestion de alimentos contaminados. Usualmente hay una cepa dominante de
Escherichia coli por hospedero, sin embargo la aparicién de nuevos genotipos,
ya sea por mutaciébn o por ingestion, hace que esta dominancia sea sélo
temporal y que la dinAmica este dictada por procesos tanto aleatorios (deriva
génica) como adaptativos (seleccion periddica, como los veremos mas
adelante®?). En el intestino se estima que hay una biparticién al dia, mientras
que en medio de cultivo rico en el laboratorio se tienen 6 biparticiones al dia.>!
Muy bajo si se considera que se puede dividir cada 20 minutos. Se considera
gue en condiciones bajas de nutrientes como el agua y el lodo, el tiempo de
biparticion de Escherichia coli es aun menor que en el intestino.
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1.5.2.4 Caracteristicas bioquimicas:

Es un bacilo Gram (-) no esporulado, movil con flagelos peritricos, o inmovil
aerobio-anaerobio facultativo, capaz de crecer en agar MacConckey y en
medios simples con o sin agregado de NaCl, fermentador y oxidativo en medios
con glucosa u otros carbohidratos, catalasa positivo, oxidasa negativa, reductor
de nitratos y nitrito, produce acido y gas a partir de glucosa, la arabinosa, y
habitualmente de la lactosa y otros azucares. Produce reaccion positiva de rojo
de metilo, y negativa de de Vogues-Proskauer. Es inhibido por KCN e incapaz
de crecer en medio de citrato como unica fuente de carbono y energia, pero si
en caldo acetato. Es H2S, ureasa y fenilalanina negativo, pero en general indol
positivo y descarboxila la lisina.>?(Ver tabla)

Identificacidon bioquimica de Escherichia coli

PRUEBA BIOQUIMICA % DE POSITIVIDAD
Oxidasa 0
Produccion de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrdlisis de urea 1
Utilizacion de malonato 0
Acido de glucosa 100
Gas de glucosa 95
Fenilalamina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 360C 95
Hidrdlisis de gelatina a 220C 0
KCN crecimiento en 3
Fermentacion de lactosa 95
Fermentacion de la sacarosa 50
Fermentacion de D-manitol 98
Fermentacion de D-sorbitol 94
Fermentacion de mucato 95
Fermentacion de dulcitol 60
Fermentacion de salicina 40
Fermentacion de adonitol 5
Ferementacion de inositol 1
Fermentacion de L-arabinosa 99
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Ferementacion de la rafinosa 50
Fermentacion de L- ramnosa 80
Fermentaciéon de maltosa 95
Fermentacion de D-xilosa 95
Fermentacion de trealosa 98
Fermentacion de celobiosa 2
Fermentacion a-metil-D 0
glucosido

Fermentacion de eritritol 0
Hidrdlisis de la esculina 35
Fermentacion de melobiosa 75
Fermentacion de D-arabitol 5
Fermentaciéon de D- manosa 98
Fermentacion de glicerol 75
Nitrato a Nitrito 100
Tartrato de Jordan 95
Utilizacion de acetato 90
Lipasa(aceite de maiz) 0
DNasa a 250C 0
ONPG 95

Tabla 1. Rodriguez- Angeles g.

1.5.2.5 PATOGENIA

La Escherichia coli es capaz de vivir en el medio ambiente, tanto en el suelo
como en el agua y muchas veces pueden colonizar el intestino humano sin
producir enfermedad. La colonizacion de la cavidad oral es poco frecuente en
los individuos con inmunidad normal, pero aumenta en cualquier enfermedad
que altere en forma significativa las condiciones generales de un paciente por
lo que este fendmeno es especialmente notorio en los enfermos hospitalizados,
en los que puede llegar a presentarse en el 80%.53

La colonizacién por Escherichia coli se observa también en pacientes con
enfermedades graves que viven en su casa 0 en centros geriatricos, como
también en alcohdlicos y diabéticos. Estas observaciones demuestran que la
mayor colonizacibn por estos gérmenes no se debe so6lo a fallas
intrahospitalarias en el control de la transmision de infecciones, sino que tiene
estrecha relacién con las condiciones intrinsecas del paciente.>?
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La Escherichia coli tienen fimbrias o pilisque le permiten unirse
especificamente a receptores de la mucosa respiratoria. Estos receptores no
estan accesibles en condiciones normales, pero si cuando existen alteraciones
bioguimicas o estructurales de la mucosa que los ponen al descubierto,
permitiendo asi la colonizacion.>3

Una de las caracteristicas de la Escherichia coli es su capacidad para producir
endotoxinas, que son lipopolisacaridos que forman parte de la pared celular de
las bacterias y que son capaces de producir multiples efectos biologicos
cuando se inyectan experimentalmente en animales. Entre éstos cabe
mencionar la produccién de fiebre, activaciéon del complemento, activacion del
factor de Hageman, vasodilataciéon, aumento de la permeabilidad vascular,
shock, etcétera.>®

1.5.2.6 Cuadro clinico:

En general el cuadro clinico de una neumonia por Escherichia coli es de
extrema gravedad con rapida progresién del compromiso sistémico, por lo que
muchos de estos enfermos se encuentran en shock en el momento del
diagnostico.

Debido a la producciéon de endotoxinas y al shock, es posible que se observe
un edema pulmonar no cardiogénico por trastorno de la permeabilidad
alveolocapilar (sindrome de distrés respiratorio agudo) que compromete aun
mas la funcién pulmonar, con insuficiencia respiratoria aguda grave.%3

No todas las neumonias por Escherichia coli tienen curso clinico grave, ya que
en algunos casos de neumonia, el cuadro clinico es subagudo, con
compromiso progresivo del estado general, tos productiva, expectoraciéon
purulenta o hemoptoica, lo que sumado al aspecto radiogréfico, puede simular
una tuberculosis pulmonar.53

Los hallazgos del examen fisico son inespecificos y variables, dependiendo de
la gravedad y la magnitud de la condensacion pulmonar y el compromiso
pleural. Las alteraciones del hemograma son también inconstantes, ya que se
puede observar desde leucocitosis marcada a recuentos normales o
leucopenia, que es un indice de gravedad.>?

La radiografia de térax puede mostrar diferentes alteraciones, tales como una
condensacion homogénea no segmentaria, similar a la que se observa en una
neumonia neumococica, un patron de bronconeumonia, como el de una
infeccion estafilocécica, o un patron de nodulos multiples, por diseminacion
hematdgena similar al observado en los abscesos piohémicos estafilocdcicos.>?
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En casos muy graves se suele observar una condensacion que compromete
totalmente ambos pulmones, probablemente debido a edema pulmonar de
permeabilidad agregado a la inflamacion por la infeccion.

La mayoria de las infecciones por Escherichia coli que sobreviven el tiempo
suficiente, tienden a producir excavacion, con formacion de abscesos
pulmonares. El compromiso pleural se observa en aproximadamente la mitad
de los casos y puede evolucionar hacia la produccién de pus o empiema.>3

Escherichia coli crece con facilidad, por lo que es facilmente identificables en
cultivo.

No obstante, la interpretacion de un examen microbioldgico de expectoracion
con abundantes bacilos gramnegativos debe ser cautelosa, ya que si la
muestra no ha sido procesada rapidamente el gran nimero de gérmenes
puede corresponder a la multiplicacién in vitro del microorganismo en la
muestra de expectoracion, o si el paciente ha recibido antibidticos puede
tratarse de colonizacion por eliminacion de la flora normal sin que los
gramnegativos tengan un rol patogénico.%3

1.5.2.7 Tratamiento:

Idealmente, el tratamiento de las neumonias por Escherichia coli debe
efectuarse conociendo su susceptibilidad, ya que suele ser resistente a
multiples antibiéticos. Debido a diferencias locales en el uso de antibioticos, la
resistencia de las cepas es variable en distintas instituciones, por lo que el
disefio de tratamientos empiricos deberia, también idealmente, efectuarse
sobre la base de los resultados de exdmenes microbiolégicos de cada centro.

Considerando la extrema gravedad de estas neumonias, las drogas deben
utilizarse por via endovenosa y en dosis elevadas. El tratamiento debe
prolongarse por lo menos por dos semanas, ya que lapsos menores se asocian
a recaidas y algunas veces es recomendable el uso de combinaciones de
antibiéticos que actuan sinérgicamente.>?
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1.5.3 Klebsiella pneumoniae

1.5.3.1 Generalidades:

El género Klebsiella recibi6 ese nombre en honor a Edwin Klebs, un
microbi6logo aleman de fines del siglo XIX. El bacilo conocido ahora como
Klebsiella también fue descrito por Carl Friedlander y durante muchos afios “el
bacilo de Friedlander” fue conocido como causa de una neumonia grave a
menudo fatal.?®

Figura 8.- Caracteristica microscopicas de Klebsiella pneumoniae®®

1.5.3.2 Caracteristicas

Son bacterias gram negativas , la asimilacion y la fermentacién de la lactosa se
puede observar en el Agar MacConkey donde las colonias son de color rosado
y en el medio Kliger o TSI donde son Acido/Acido, es decir fermentador de la
lactosa mas produccién de gas; y en la fermentacién acet6nica o prueba de
Voges Proskauer son positivos.
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Por ultimo, sus condiciones éptimas de cultivo son en agar nutritivo a 37 °C, pH
de 7.0, presion osmotica de 1 atm.?®

Esta bacteria tiene una capsula de naturaleza polisacéarida, lo que determina la
formacion de colonias mucoides.

Figura 9.- Caracteristicas de la morfologia colonial de Klebsiella pneumoniae®®

Antigénicamente presenta cinco antigenos O y 77 capsulares. Los sueros tipo
especificos son importantes para investigar las infecciones intrahospitalarias;
existen 19 antisueros con este fin.

1.5.3.3 Factores de virulencia:

Los principales factores de virulencia asociados a Klebsiella pneumoniae son
los polisacéaridos capsulares, las fimbrias o adhesinas, los sideréforos y el
lipopolisacéarido (Williams y Tomas, 1990).5*

Todos ellos tienen una gran importancia y la patogenicidad de la bacteria es
resultado de la accién conjunta de varios de estos factores, que permitiran a la
bacteria entrar y multiplicarse en el interior del hospedador, resistir su sistema
inmune (o simplemente no estimularlo) y producirle un dafio.>*
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1.5.3.3.1 Polisacaridos capsulares (CPSs)

Una de las caracteristicas principales de Klebsiella es que, generalmente, es
capsulada. Esta capsula es wuna estructura superficial formada por
exopolisacaridos complejos que han permitido clasificar a Klebsiella en 77
serotipos, ampliamente utilizados en investigaciones epidemiolégicas, segun el
antigeno capsular (K) que presentan.®®

El material capsular forma envolturas gruesas que recubren la superficie
bacteriana, protegiendola de la opsonofagocitosis y de la actividad bactericida
del suero. Desde el punto de vista de la opsonofagocitosis, el CPS provee a la
bacteria de una barrera fisica antifagocitica que impide la interaccién entre las
opsoninas del complemento y los receptores del complemento de las células
fagociticas.>®

En cuanto a la actividad bactericida del suero, el CPS actua enmascarando las
moléculas de la superficie bacteriana sobre las cuales se deposita el
componente C3 de la cascada del complemento®’. En ambos casos, la
presencia de cadena lateral O en el lipopolisacarido de la bacteria también
juega un papel importante, de forma que la resistencia al complemento
depende, en gran medida, de ambos componentes.

Se han realizado diversos estudios que han permitido asociar una mayor
virulencia de Klebsiella con ciertos tipos de antigeno capsular, como es el caso
de los antigenos K1 y K2. En este sentido, la mayoria de los analisis
concuerdan en que el antigeno K2 se encuentra entre los antigenos capsulares
mas comunmente hallados en pacientes con infecciones del tracto urinario,
neumonia y bacteremia.>®

1.5.3.3.2 Pilis (Fimbrias)

La habilidad de la bacteria para adherirse y colonizar las superficies mucosas
del organismo hospedador es una etapa critica en el desarrollo de la infeccion.
Las propiedades adhesivas en Klebsiella, y en la mayoria de las
Enterobacteriaceae, son generalmente mediadas por diversos tipos de pilis
(también conocidos como fimbrias), que son proyecciones filamentosas no
flagelares que se hallan sobre la superficie bacteriana y que estan compuestos
por subunidades proteicas globulares (pilinas).

Estas estructuras filamentosas se extienden desde la superficie bacteriana y
permiten la unién a las células eucariotas a través de receptores especificos.5%8
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De los diversos tipos de pilis descritos en las enterobacterias, Klebsiella
pneumoniae produce principalmente:

* Pilis tipo 1: Permite la union a trisacaridos de manosa de las glicoproteinas del
hospedador. Son de especial relevancia para la virulencia de la bacteria,
puesto que permiten la union de ésta al mucus o a células epiteliales del tracto
urogenital, respiratorio e intestinal. A nivel renal, estos pilis permiten la union de
la bacteria al tubulo proximal. Tras la colonizacion de la membrana mucosa, y
una vez atravesada esta, los pilis de tipo 1 dejan de ser Utiles para la bacteria,
puesto que activan su fagocitosis por parte de los leucocitos. Normalmente, las
bacterias superan esta forma de defensa del hospedador mediante un proceso
de variacion de fase, a través del cual inactivan la expresion de los pilis de tipo
1_55

* Pilis tipo 3: Fueron originalmente descritos como organulos de adhesion de
especies de Klebsiella que habitaban en raices de plantas, aunque
posteriormente se demostré que permitian la union a varios tipos celulares
humanos. Las cepas de Klebsiella pneumoniae que expresan pilis de tipo 3
tienen capacidad para adherirse a células endoteliales, al epitelio del tracto
respiratorio y a células uroepiteliales. En los rifiones estos pilis median la
adhesién bacteriana a las membranas basales tubulares, a las capsulas de
Bowman y a los vasos renales. La funcidén exacta de este tipo de fimbrias en el
proceso de patogénesis es todavia desconocida, aunque han sido relacionadas
con la formacion de ‘biofilms’ in vitro®® y con la unién al colageno de tipo IV y
tipo Vv .60

Ademas de las fimbrias mencionadas, se han descrito en Klebsiella
pneumoniae otras adhesinas, algunas de ellas codificadas en plasmidos R
(plasmidos que permiten la transferencia horizontal entre bacterias de
resistencias a antibioticos).

Asimismo, Klebsiella pneumoniae presenta en su superficie diversas
macromoléculas que pueden contribuir considerablemente a la adhesién. Entre
ellas destacaremos el polisacarido capsular, que participa en las Ultimas etapas
de la colonizacion facilitando la formacion de ‘biofilms’ sobre la superficie de las
mucosas, y el antigeno O del lipopolisacarido, que confiere unas caracteristicas
fisico-quimicas especificas a la superficie celular con lo que juega un
importante papel en todas sus interacciones.5!
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1.5.3.3.3 Sideroforos

El crecimiento de las bacterias en los tejidos del hospedador no sélo esta
limitado por los mecanismos de defensa de éste, sino también por la capacidad
de la bacteria para adquirir nutrientes esenciales para su crecimiento como el
hierro. La cantidad de hierro libre disponible para la bacteria en el interior del
hospedador es extremadamente baja para el crecimiento normal de la bacteria,
dado que este elemento se encuentra unido intracelularmente a diversas
proteinas, como la hemoglobina, la ferritina, la hemosiderina y la mioglobina, y
extracelularmente a proteinas de union de hierro de alta afinidad, como la
lactoferrina y la transferrina.5®

Muchas bacterias tratan de asegurar su suministro de hierro en el hospedador
secretando quelantes de hierro de alta afinidad y bajo peso molecular,
denominados sideréforos, que son capaces de obtener hierro unido a las
proteinas del hospedador. Diversos estudios han permitido acumular una gran
cantidad de evidencias que indican que la capacidad de las bacterias para
capturar hierro in vivo contribuye de forma importante a su virulencia.>®

En condiciones limitantes de hierro, las enterobacterias sintetizan sideroforos
que pertenecen a dos grupos quimicos diferentes, los de tipo fenolato y los de
tipo hidroxiamato. En el género Klebsiella se ha demostrado la produccién de
enterobactina (de tipo fenolato), comdn a la mayoria de las cepas, y con mucha
menor frecuencia de aerobactina (de tipo hidroxiamato). El papel que juega la
sintesis enterobactina en la virulencia de Klebsiella es bastante incierto,
mientras que la contribucion de la aerobactina ha sido claramente demostrada.
Ademas, existen cepas de Klebsiella pneumoniae que no sintetizan
aerobactina, pero que son capaces de utilizarla como fuente de hierro, dado
gue expresan el receptor de este sideroforo. Segun parece, la alta afinidad de
la enterobactina permite a la bacteria obtener el hierro unido a la transferrina,
mientras que la fuente de hierro de la aerobactina son las células del
hospedador.>®

Asi, la bacteria que sintetiza enterobactina, obtiene con la produccion de
aerobactina acceso a dos fuentes de hierro, lo cual facilita su crecimiento en el
organismo hospedador y aumenta su virulencia.?

En Klebsiella pneumoniae existen, ademas, otras proteinas de membrana
externa reguladas por la presencia de hierro libre en el medio, cuya funcion es
aun desconocida y que pueden funcionar como receptoras de sideréforos no
sintetizados por la misma bacteria.
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1.5.3.3.4 Lipopolisacaridos (LPS)

El lipopolisacarido (LPS) es una molécula glucolipidica anclada en la cara
externa de la membrana externa de la mayoria de las bacterias Gram negativas
que consiste en una porcién polisacaridica unida covalentemente al lipido A. La
parte polisacaridica consta de dos regiones, el nucleo del lipopolisacéarido y la
cadena lateral O 6 antigeno O.

En Klebsiella pneumoniae se han descrito once estructuras diferentes en su
antigeno O que pueden ser diferenciadas por métodos inmunolégicos, aunque
algunas similitudes estructurales producen reactividad cruzada de forma que el
namero actual de serotipos diferentes es de nueve: 01, 02, O2ac, 03, 04, 05,
07, 08 y O12. El serotipo O1 es el antigeno O mas comunmente hallado en los
aislados clinicos de Klebsiella.®?

Su contribucion a la virulencia se debe, por un lado, a la actividad endotéxica
producida por la parte lipidica, el lipido A, que provoca la activacion de los
macréfagos, induce la respuesta inflamatoria y tiene un efecto pirégeno. Por
otro lado, la presencia de las cadenas polisacaridicas del antigeno O facilitan el
proceso inicial de adhesion y confieren resistencia a la bacteria contra la
actividad bactericida del suero no inmune. Este Gltimo aspecto del antigeno O
es quizas el mas importante.?

Las cadenas laterales O del LPS que no quedan cubiertas y protegidas por el
polisacarido capsular son expuestas al medio exterior y en ellas se deposita el
componente C3b del complemento, pero, dado que éste se une principalmente
a las cadenas laterales O mas largas, queda demasiado alejado de la
membrana bacteriana, con lo que no se produce la formacién del complejo de
ataque a la membrana impidiendo, en ultima instancia, la formacién del poro
gue provoca la muerte de la bacteria. Asi pues, las cadenas de antigeno O,
representan una barrera fisica que impide la correcta actuacion de la cascada
de reacciones de las proteinas del complemento.%®

El lipopolisacarido es indispensable para la supervivencia de las bacterias
Gram negativas, puesto que juega un papel fundamental en el mantenimiento y
la organizacion de la membrana externa de estas bacterias. La membrana
externa de las bacterias Gram negativas es una bicapa lipidica asimétrica, la
cara interna de la cual estd formada por los fosfolipidos que se hallan
normalmente en las membranas bacterianas.%*
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La cara externa, sin embargo, esta constituida principalmente por LPS,
orientado de forma que el componente hidréfobo de éste forma la parte exterior
de la bicapa lipidica y queda oculto por los componentes polisacaridicos de la
molécula.

Esta situacion hace que el LPS esté en contacto directo con el medio, de
manera que constituye el antigeno superficial mas importante de las bacterias
Gram negativas y es uno de los principales blancos tanto de bacteriéfagos
como de los sistemas de defensa del organismo hospedador.

A pesar de esto juega un importante papel en la virulencia bacteriana ya que
puede conferir resistencia a la actividad bactericida del complemento y prevenir
la activacion de las defensas celulares.

Por otro lado, el LPS liberado durante la divisibn o muerte bacteriana puede
interaccionar con diversos receptores expresados por células diana del LPS,
como granulocitos, linfocitos y, en particular, monocitos y macrofagos. En
respuesta al LPS, estas células secretan mediadores endégenos con diversas
actividades que, en dultima instancia, provocan los efectos tipicos de las
endotoxinas y que pueden dar lugar a un shock irreversible conocido como
shock séptico o endotoxemia. EI componente esencial que conduce a la
generacion de estos efectos es la parte lipidica del LPS, el lipido A, y es por
este motivo por el cual el LPS es también conocido como endotoxina.>*

La Klebsiella pneumoniae, dentro de este género bacteriano, esta implicada
principalmente en infecciones nosocomiales. Es el agente causal de
infecciones del tracto urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos
blandos, e infecciones de herida quirdrgica. Son especialmente susceptibles los
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, neonatos, Yy
pacientes con EPOC, diabetes mellitus o alcohdlicos. A dia de hoy también
existe una fuerte teoria que la relaciona con la Espondilitis Anquilosante.>

Causa alrededor del 1% de las neumonias bacterianas y puede causar
condensacion hemorragica extensa del pulmén. Ademas, en ocasiones
provoca infeccion del aparato urinario y bacteriemia a partir de lesiones focales
en pacientes debilitados que puede terminar con la vida del paciente. Algunas
de las complicaciones mas frecuentes son el absceso pulmonar y el empiema.
También suele encontrarse en las infecciones de la toracotomia para
realizaciéon de by pass o revascularizacién coronaria. >*
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1.5.3.4 Diagnastico:

En cuanto a las neumonias, mediante la técnica de Gram se observan gran
cantidad de bacilos gram negativos y leucocitos polimorfonuclares. Pueden
realizarse las pruebas de hinchazon de capsula de (Quellum) o bien una
preparacion con tinta china. La primera de éstas es muy especifica y ambas
son muy Utiles en el diagnéstico >4

1.5.3.5 Tratamiento:

En infecciones intrahospitalarias generalmente debe realizarse un antibiograma
54

1.5.4 Candida albicans

1.5.4.1 Generalidades:

El Geénero Candida comprende mas de 150 especies, cuya principal
caracteristica es la ausencia de forma sexual, con excepcion de algunas
especies. Son clasificadas como levaduras, las cuales corresponden a hongos
con un modo de desarrollo predominantemente unicelular®®.

Solamente una docena de las especies pertenecientes al Género Candida
poseen la facultad de adaptarse a una temperatura de 37°C. y pueden ser
ocasionalmente patdgenas para el hombre, estas son entre otras: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida kefyr (pseudotropicalis), Candida krusei,
Candida guillermondi, Candida parakrusei, Candida zeylanvides, Candida
stellatoidea y Candida brumptii 7.

Estudios taxonomicos tratan de diferenciar las diversas especies del Género
Candida de acuerdo a sus propiedades. Candida paratropicalis no ha sido
considerada distinta a Candida tropicalis®8.

En el caso de Candida clausseniiy Candida stellatoidea la similitud de
su morfologia y fisiologia sobrepasan las diferencias que puedan haber entre
estas especies®®

Diversos estudios sobre Candida albicans y Candida stellatoidea no consideran
estas dos especies como distintas’®.

Se ha demostrado por meétodos  electroforéticos que Candida
albicans y Candida stellatoidea difieren en el numero y patron de
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cromosomas’?, pero también se han observado diferencias entre cepas
de Candida albicans en cuanto a este aspecto se refiere’.

Candida albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a
4 micras, con paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han
identificado formas filamentosas de longitud variable, con extremos redondos
de 3 a 5 micras de diametro y seudohifas, que son células alargadas de
levadura que permanecen unidas entre si %" 73.74,

Figura 10.- Caracteristicas microscopicas de Candida albicans™

Las levaduras o blastosporas son microorganismos eucarioticos, las cuales se
reproducen asexualmente por un proceso especifico de division celular
conocido como gemacion. Este proceso de divisién implica la producciéon de
nuevo material celular proveniente de la superficie de la blastospora. Cuando el
brote o yema ha crecido y se encuentra en su tamafio Optimo, se suscita la
division celular y se forma un tabique o septo entre las dos células’.

La forma filamentosa del hongo (hifa), es una estructura microscopica tubular,
la cual contiene mudltiples unidades celulares divididas por septos y puede
surgir a partir de blastosporas o de hifas existentes; ésta crece continuamente
por extensioén apical. 7

La apariencia microscopica de todas las especies de Candida es similar; todas
las levaduras son Gram positivas, pero en algunas ocasiones la forma de las
blastosporas puede variar de ovoide a elongada o esférica.
Microscopicamente, Candida albicans presenta dimorfismo, el cual es una
transformacién de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a
hifas’.
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1.5.4.2 Composicién quimica:

La composicion quimica de Candida albicans esta representada por 20-40%
de proteinas y 30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcioén de lipidos
es variable. La fraccion lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo,
condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono’®.

La pared celular de Candida albicans esta compuesta principalmente por los
polisacaridos Manan, Glucan y Quitina.

Aunqgue la sintesis de los componentes de la pared celular esta dinamicamente
influenciada por las condiciones de crecimiento y por los estadios metabdlicos,
en la literatura existen bastantes datos acerca de la composicion quimica de
dicha pared.

El polisacarido manan representa aproximadamente entre 15,2% y 22,9% del
peso seco y poco mas de 40% de los polisacéaridos de la pared celular del
hongo.

El D-Glucan 3-1-3 y el D-Glucan 3-1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso
seco de la pared celular’®. Otros componentes han sido reportados, tales como
proteinas’®77.78.79.80 en cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1%
y 7% y Quitina entre 0,6% y 9% del peso de la pared celular’6:81,

Las proporciones de los componentes que constituyen la pared celular de las
levaduras y de los tubos germinales es relativamente similar, aunque la
cantidad de Glucan Alcali-soluble y Alcali-insoluble y de Quitina de Candida
albicans varia de acuerdo con la forma de crecimiento’®82 Estudios
ultraestructurales de la pared celular de Candida albicans han demostrado una
compleja microarquitectura.

La pared tiene un espesor variable y esta compuesta por varias capas, las
cuales se han puesto de manifiesto por diferencias en la densidad electronica.

El nimero de capas y su morfologia varian; esta variacion esta relacionada con
varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de
crecimiento (como levadura o como tubo germinal), la capa seleccionada para
su estudio, el medio de cultivo empleado para el crecimiento celular y los
procedimientos de fijacion.

La mayoria de los investigadores han descrito cinco capas dentro de la pared
celular, las cuales son (de adentro hacia afuera): Manoproteinas, [3-Glucan-

Quitina, R-Glucan, Manoproteinas y una capa de fibrillas76.83.84
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Figura 11.- Diagrama esquematico de la pared celular de C. Albicans Tomado
de Calderone y Braun 1991

La membrana citoplasmatica es una estructura que reviste gran importancia, ya
que los antimicéticos actian a nivel de la misma, ademas de contener las
enzimas responsables de la sintesis de la pared celular. Esta presenta una
doble capa compuesta por lipidos y posee invaginaciones, que se observan
como surcos de 200 a 300 nanémetros de longitud, por 35 a 40 nanémetros de
espesor®>8, Ademas de los lipidos, la membrana citoplasmatica esta
compuesta por grandes cantidades de proteinas y carbohidratos en menor
proporcion®’.88

En el citoplasma, al igual que otras células eucaridticas, Candida
albicans presenta: ribosomas, mitocondrias con doble capa, granulos de
glucdgeno y vacuolas que, contienen en algunas ocasiones cuerpos lipidicos y
granulos de polifosfato. El nucleo es tipico de una célula eucaridtica, con
membrana nuclear limitante, uno o varios nucleolos, ADN y ARN y varios
cromosomas®?,
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1.5.4.3 Metabolismo:

El metabolismo de Candida albicans se ha relacionado de una forma directa o
indirecta con la patogenicidad, la morfologia o con los efectos de los
antimicéticos. ElI metabolismo de los carbohidratos juega un papel importante
en la morfogénesis, en tanto que el metabolismo de aminoéacidos vy lipidos tiene
poca importancia para el crecimiento de este microorganismo®°.

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona,
dextrosa, maltosa o sacarosa. Las colonias muy pequefias aparecen en un
lapso de 24 a 36 horas en Agar Sabouraud y miden de 1,5 a 2 m.m. de
didmetro después de 5 a 7 dias. Las colonias son tipicamente blancas por
completo, pero adquieren un color crema o0 requemado al continuar
envejeciendo. Para aislarlas de las muestras clinicas que siempre llevan
bacterias se agregan antimicrobianos como el Cloranfenicol al medio simple®:

En Agar Sabouraud o en otros medios de cultivo similares, las colonias que
crecen son lisas, suaves, humedas y de color y aspecto cremoso. Estas
colonias tienen un tamafio que oscila entre 1,5 y 2 m.m. de diametro, con
aspecto de levadura, de consistencia blanda y rapidamente proyectan
filamentos hasta la profundidad del agar. Después de 4-5 dias se percibe un
olor caracteristico de levadura’°L.

Otros medios de cultivo en los cuales puede crecer Candida albicans son:
Pagano- Levin, en el cual las colonias se observan de color crema, Albicans 1D
(Biomerieux), donde las colonias se observan de color azul vy
CHROMagar® Candida (CHROMagar), observandose las colonias de esta
especie de color verde®?.

Las colonias de Candida crecen "in vitro" en condiciones de aerobiosis en
medios de cultivo a pH con rango entre 2,5y 7,5 y temperatura que oscila entre
20°Cy 38°C

La habilidad de las levaduras de crecer a 37°C es una caracteristica importante
a ser considerada en su identificacion a partir de muestras clinicas. Las
levaduras mas virulentas crecen rapidamente a temperaturas que oscilan entre
25°C y 37°C, mientras que las poco virulentas dejan de crecer a 37°C"".

Los microorganismos del Género Candida son oportunistas que se encuentran
como comensales en cavidad bucal, intestino, vagina, secrecion bronquial y
piel del hombre y de ciertos animales. En la cavidad bucal la colonizacion es
significativamente distinta de sitio a sitio”4°%-
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1.5.4.4 Anatomia patolégicay patogenia:

Candida albicans presenta una serie de factores de virulencia que facilitan la
colonizacion y la infeccion del hospedador. Entre ellos cabe mencionar el
dimorfismo o capacidad del hongo para desarrollar un crecimiento
levaduriforme y filamentoso, el cual favorece la evasion de los mecanismos
defensivos del hospedador.®3

También existen otros tipos de factores de virulencia, tales como:

1) Adhesinas: que permiten la union de la célula fangica a los receptores
del hospedador o0 a materiales plasticos utilizados en medicina, como las
prétesis y los catéteres.

2) Proteinasas y fosfolipasas: Las cuales corresponden a enzimas que
favorecen la diseminacion por los tejidos del hospedador.

3) Tigmotropismo: que permite encontrar discontinuidades entre las células
y penetrar en los tejidos.

4) Produccion de toxinas y sustancias inmunosupresoras.®3

Adherencia Enzimas extracelulares
Dimorfismo Proteasas
Interferencia con: Lipasas
Fagocitosis Toxinas
Defensas inmunes Nitrosaminas
Complemento Metabolitos acidos
Sinergismo con bacterias y otras

levaduras

Tabla 2. Principales factores de virulencia de Candida albicans.*®

Cabe senalar que la pared celular de Candida albicans es esencial para su
patogenicidad desde el momento en que esta, es requerida para su
crecimiento. Ademas la pared celular le proporciona rigidez y proteccion a esta
especie. La adherencia de este hongo es superior a la de otras especies de
Candida y es aumentada por la existencia de una lesién epitelial por los
carbohidratos y por la disminucién de la flora bacteriana saprofita.®?

Estos factores de virulencia estan controlados por diferentes genes que se
expresan en un numero determinado y momento concreto y que determinan el
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fenotipo y virulencia de cada aislamiento, entre los genes asociados a la
virulencia se encuentra el gen de la hexosaminidasa (HEX1), también se
encuentran genes de proteinas asparticas (SAP1,.SAP2,SAP3,SAP4) y un gen
que confiere capacidad de producir tubos germinales y aumentar la adhesion.®?

1.5.5 Staphylococcus aureus

1.5.5.1 Generalidades:

Conocido comunmente como estafilococo dorado, es una bacteria anaerobia
facultativa, gram positiva, productora de coagulasa, catalasa, inmovil vy
no esporulada que se encuentra ampliamente distribuida por todo el mundo,
estimandose que una de cada tres personas se hallan colonizadas, aunque no
infectadas, por ella.%

Figura 12.- Caracteristicas morfolégicas de Staphylococcus aureus en agar
sangre.%

En la actualidad, este microorganismo se encuentra como el principal causante
de las infecciones nosocomiales. Esta situacion se ve favorecida por el hecho
de que esta especie habita tanto en las mucosas como en la piel de los seres
humanos, lo que permite que a través de las heridas quirargicas pueda
penetrar en el torrente sanguineo del paciente por medio del contacto directo o
indirecto con el personal sanitario, con un objeto contaminado o incluso con
otro paciente.%*
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Las cepas habituales de Staphylococcus aureus son resistentes a la penicilina,
dejando como los antibiéticos més eficaces para combatirlos a
los aminoglucésidos, las cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina.®> Ademas de
la administracion del tratamiento antimicrobiano correspondiente, puede ser
conveniente, en funcion del caso, la eliminacion de puertas de entradas como
catéteres venosos permanentes o drenajes quirlrgicos.

Staphylococcus aureus es un agente patogénico ubicuo que es considerado
como parte de la microbiota normal, se encuentra en la piel del individuo sano
pero en ocasiones en que las defensas de la piel caen puede causar
enfermedad.®® El principal grupo de riesgo son pacientes hospitalizados o
inmunocomprometidos.

Los seres humanos son un reservorio natural de Staphylococcus aureus. Entre
el 30 y el 50% de los adultos sanos estan colonizados, y entre el 10 y el 20%
se mantienen colonizados persistentemente.® Esta bacteria forma parte de
la microbiota normal del ser humano Yy tiene colonizacion selectiva
de narinas (20-40%, en adultos), pliegues intertriginosos,
perineo, axilas y vagina, no obstante, las personas colonizadas tienen un riesgo
mayor de sufrir infecciones.®*

Se ha visto un incremento en la incidencia de infecciones nosocomiales
por Staphylococcus aureus desde 1970.%° Durante el periodo de 1990 a
1992, Staphylococcus aureus fue una de los agentes etioldgicos de neumonia
adquirida en hospitales.%” Asi mismo se ha notado un incremento considerable,
probablemente debido a la presion antibiética, de cepas con resistencia a
diferentes farmacos antimicrobianos. Entre ellos el estafilococo resistente a
meticilina y el estafilococo resistente a vancomicina.®®

1.5.5.2 Genoma

Staphylococcus aureus tiene un cromosoma circular de aproximadamente 2800
kilo pares de bases, sin contar el material genético de profagos, plasmidos y
transposones.® Los factores de virulencia de la bacteria estan contenidos en
todos estos vehiculos. Estos genes pueden ser transferidos entre las diferentes
cepas de estafilococos, entre especies diferentes y también entre bacterias
gram positivas mediante vectores.%
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La virulencia del estafilococo se regula genéticamente. Se han identificado
varios genes reguladores, el mas estudiado es el gen agr (accesory gene
regulator). El knock- out de este gen causa una marcada disminucion en la
virulencia.%

1.5.5.3 Caracteristicas:

Staphylococcus aureus es un coco inmévil, de 0,5 a 1 ym de didmetro,®® que se
divide en tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes a
racimos de uvas. En extendidos de pus los cocos aparecen solos, en pares, en
racimos o en cadenas cortas.

Los racimos irregulares son caracteristicos de extendidos tomados de cultivos
que se desarrollan en medios sélidos, mientras que en otros cultivos son
frecuentes las formas de diplococos y en cadenas cortas.

Unas pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la
virulencia del microorganismo. Staphylococcus aureus es un
microorganismo grampositivo.

PN

-

Figura 13.- Staphylococcus aureus visto en una tincion de gram®®

42


http://es.wikipedia.org/wiki/Coco_(bacteria)
http://es.wikipedia.org/wiki/Pus
http://es.wikipedia.org/wiki/Diplococo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_gram_positiva

1.5.5.4 Metabolismo:

Staphylococcus aureus se desarrolla rapidamente en todos los medios,
fermentan lentamente en carbohidratos, como el manitol, pero no produce gas.
La actividad proteolitica varia mucho de una cepa a otra Staphylococcus
aureus produce pigmentos que varian desde un color blanco hasta un amarillo
intenso.%®

Staphylococcus aureus tiene un metabolismo anaerobio facultativo, con
excepcion de las subespecies Staphylococcus aureus
anaerobius y Staphylococcus aureus saccharolyticus que crecen de forma
anaerobia y a menudo son catalasa-negativas.®*

1.5.5.5 Patogenicidad:

Se han reportado cepas de Staphylococcus aureus que se encuentran
recubiertas por una capa de polisacaridos externos, la cual recibe el nombre
de slime o capsula mucoide, que incrementa su capacidad de adherencia, evita
que sea reconocido, asi como refuerza el efecto antifagocitico. Hasta ahora se
han identificado 11 serotipos capsulares de Staphylococcus aureus. Los
serotipos con las capsulas mas gruesas son el 1 y el 2, y forman colonias
mucoides, no obstante, no se asocian con enfermedad. Los serotipos 5y 7 son
los responsables de la mayor parte de las infecciones humanas®y
especificamente el serotipo 5 engloba a la mayoria de las cepas
de Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina 2.9

La capa polisacarida extracelular es producida por algunas cepas
de Staphylococcus aureus y les confiere la capacidad de adherirse a las células
huésped diferentes objetos protésicos, como catéteres, injertos y protesis
plasticas. Esta adherencia poco comun se debe a la capa de polisacarido
extracelular, formada por monosacaridos, péptidos y proteinas, que es
producida por la mayor parte de los estafilococos. La produccion de estos dos
materiales esta influida por factores como la composicion del medio y las
condiciones de desarrollo.%

El peptidoglucano forma aproximadamente el 50% del peso de la pared
celular en seco.%
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Esta compuesto por cadenas de 10 a 12 glucanos, entre los que destacan
el acido N-acetilmurdmicoy N-Acetilglucosamina unidos mediante enlaces f
1,4.

Estos glucanos se encuentran entrecruzados por oligopéptidos y un puente de
pentaglicina por la B-N-acetilglucosaminidasa (especifico para Staphyloccus
aureus). En el caso de Staphylococcus aureus las cadenas de glucano se
entrecruzan mediante puentes de pentaglicina unidos a L-Lisina y D-Alanina. El
peptidoglucano funciona como estabilizador osmotico y evita la lisis de la
bacteria por las diferencias en la concentracion de sal. El peptidoglucano tiene
una actividad tipo endotoxina y estimula la quimiotaxis de neutréfilos, lo que
contribuye a la formacién de abscesos. Las proteinas ligadoras de
penicilina(PBP) son enzimas que catalizan la construccion de peptidoglucano.®

Las diferencias en la estructura del peptidoglucano en cepas
de Staphylococcus aureus constituyen diferencias en su capacidad de causar
coagulacion intravascular diseminada.%®

1.5.5.5.1 Acidos teicoicos:

Existen diferentes proteinas de adhesién llamadas MSCRAMM (Componentes
de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz),
propias de los estafilococos. El acido teicoico tiene una gran afinidad como
fibronectina. Estos factores adhesivos permiten que Staphylococcus
aureus pueda unirse a fibronectina, fibrindbgeno, elastina y colageno.

El acido teicoico supone aproximadamente el 30% del peso de la pared celular
en seco. Los &cidos teicoicos son polimeros de fosfato de ribitol unidos
mediante enlaces fosfodiéster (diferentes para cada especie bacteriana). Se
unen a residuos del acido N-acetilmuramico de la capa de peptidoglucano o se
anclan lipofilicamente a la membrana citoplasmatica (acidos lipoteicoicos).
Son inmundgenos cuando se encuentran unidos al peptidoglucano y estimulan
una respuesta de tipo humoral, activan el complemento, mejoran la quimiotaxis
de los leucocitos polimorfonucleares y activan la produccion de interleucina 1.

Los acidos teicoicos actlan en la adherencia especifica de las bacterias
grampositivas a las superficies mucosas y presenta afinidad
por fibronectina.®*9°
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1.5.5.5.2 Catalasa:

La catalasa funciona para catalizar la destruccibn de peroxido de
hidrégeno en oxigeno y agua, y es de utlidad para evitar la formacion de
radicales toxicos formados por el sistema de la mieloperoxiasa en las células
fagociticas.®® La catalasa constituye un blanco para pruebas de identificacion
bioquimica.

1.5.5.5.3 Proteina A:

Las cepas de Staphylococcus aureus se caracterizan por estar recubiertas
de proteina A (42 kDa/508 aa).'%° Esta proteina se acopla a la capa de
peptidoglucano o a la membrana citoplasmatica. Tiene afinidad por la fraccion
Fc de las inmunoglobulinas IgG (subtipos 1gGi, 1gG2, 1gGa) lo que le permite
fijarlas por el extremo cristalizable (como sostener una espada por el mango y
evitar el extremo filoso), de esta manera evita ser opsonizado y fagocitado.
Esta proteina es inmundgena y se encuentra (junto con anticuerpos contra ella)
en el suero de individuos con infecciones severas por Staphylococcus
aureus.®® Se han desarrollado pruebas en busca de esta proteina en muestras
de Staphylococcus aureus, no obstante no superan en efectividad a otras
pruebas mas sencillas.%®

1.5.5.5.4 Coagulasa:

Coagulasa es un activador de protrombina® presente en la mayoria de las
cepas de Staphylococcus aureus, también conocida como factor de
agregacion y constituye una prueba muy sensible y especifica para esta
bacteria. Esta proteina representa un importante factor de virulencia. La
coagulasa puede unirse al fibrinbgeno y convertirlo en fibrina insoluble, la cual
tiende a formar depédsitos donde los estafilococos pueden agregarse
(semejando a las plaquetas) y formar grupos.®?

1.5.5.5.5 Otras estructuras:

La membrana citoplasmatica de Staphylococcus aureus no presenta nada en
especial. Las proteinas de superficie del estafilococo poseen caracteristicas en
comun, tales como®*
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e Una secuencia de sefal secretoria en el extremo amino terminal, con
aminoacidos cationicos, extendida hasta el citoplasma;

e Un extremo hidrofébico que se extiende hasta la membrana;
e Unaregién de anclaje a la pared celular en el extremo carboxilo terminal;
e Un dominio de adherencia en el extremo amino terminal.

1.5.5.5.6 Toxinas:

S. aureus produce muchas y muy variadas toxinas. Estas toxinas se dividen en
4 tipos: citotoxinas, enterotoxinas, toxinas exfoliativas y toxinas del choque
toxico.%9499

1.5.5.5.7 Citotoxinas:

Una citotoxina es una toxina citolitica que causa dafio directo a la membrana
celular de las células del hospedero, se han identificado y aislado 5
toxinas: toxina-a, toxina-B, toxina-y, toxina-0y laleucocidina de Panton-
Valentine (P-V).

1.5.5.5.8 Hemolisina-a:

La toxina alfa (hemolisina alfa) es un poli péptido de 33 kDa que se introduce
en las regiones hidrofobicas de la membrana citoplasmatica de células
como eritrocitos, hepatocitos, leucocitos, miocitos (también muasculo liso
vascular) y plaquetas; donde forma poros de 1 a 2 nm de diametro.

Estos poros causan un desequilibrio osmético importante debido a la salida
rapida de K*y la entrada de Na* y Ca** que termina en lisis celular. Se secreta
en lafase de crecimiento logaritmicoy es codificada por el cromosoma
bacteriano aunque puede ser codificada por plasmidos adquiridos.

Es especialmente neurotoxica ya que causa la degeneracion de la vaina
de mielina.%%°

1.5.5.5.9 Hemolisina-f3:

La toxina beta (hemolisina beta) es una esfingomielinasa, también conocida
como esfingomielinasa C, es una proteina presente en la mayoria de las cepas
de Staphylococcus aureus. Esta enzima tiene unamasade 35kDa vy
es termolabil (sensible al calor).
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Tiene afinidad por la esfingomielina y lisofosfatidil colina (componentes de la
membrana citoplasmatica del hospedero) y cataliza su destruccion, con lo que
trae toxicidad para distintas células como eritrocitos, fibroblastos, leucocitos y
macréfagos. 2499

1.5.5.5.10 Hemolisina-o:

La toxina delta (hemolisina delta) es un pequefio poli péptido de 3 kDa
producido por la gran mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus (y
también por Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus). Se
produce en la fase de crecimiento tardio.

Se <cree que esta toxina actia como un surfactante que actlua
como detergente en las membranas de las células blanco, afecta a todas las
células en general, pero en especial a eritrocitos. %

Toxinas gama-PV mas frecuentes

Subunidad S|Subunidad F Caracteristicas

HIgA HlgB Alta actividad hemolitica
HigC HigB Alta actividad hemolitica
HIgA LukF-PV Alta actividad hemolitica

Leucocidina de Panton-Valentine

LukS-PV Lukf-PV o i,
Es leuco toxica, pero no hemolitica

Tabla 3. Elaborado en base a: Lina, Piémont, Godail-Gamotl et al? y Murray®
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155511 Enterotoxinas:

Las enterotoxinas estafilococicas constituyen un grupo heterogéneo de
proteinas solubles en agua, presentan un peso molecular bajo que oscila entre
26 kDa y 30 kDa. Estas toxinas provienen de cepas especificas aunque una
cepa de Staphyloccocus aureus puede sintetizar multiples serotipos
toxigénicos.

Las enterotoxinas estan asociadas a intoxicaciones alimentarias, son
producidas por el 30% de Staphylococcus aureus. Las enterotoxinas
estafilococicas son termo resistentes, algunas pueden mantenerse estables
incluso al calentar los alimentos mas de 100 °C durante 30 minutos,®®y son
resistentes a la hidrolisis por enzimas gastricas y pancreaticas. Se cree que su
mecanismo de accién consiste en actuar como superantigenos, con la
subsecuente liberacion de citocinas responsables de los sintomas alimentarios.
Se conocen 7 serotipos enterotoxigénicos diferentes: A, B, C1, C2 C3, Dy E.1?

La deteccién de enterotoxinas en las cepas de Staphylococcus aureus es
sencilla y se realiza mediante pruebas con antisueros, que tienen un costo
relativamente elevado y no modifican el umbral terapéutico. Por esta razén
generalmente no se realiza y se asume que las cepas productoras de
coagulasa y termonucleasa son enterotoxigénicas, no obstante, la Food and
Drug Administration (FDA) establece que la sola presencia de grandes
cantidades de Staphylococcus aureus en los alimentos no constituye evidencia
suficiente para incriminar un alimento como causante de intoxicacion.1%?

1.5.5.5.12 Toxinas exfoliativas:

Las toxinas exfoliativas son proteasas de serina que catalizan la destruccion de
la proteina desmogleina-1, una proteina que mantiene adheridos a los
queratinocitos del estrato granuloso en la epidermis. Estan presentes en menos
del 10% de los estafilococos. Estas toxinas estan relacionadas con el sindrome
de piel escaldada por estafilococo, una enfermedad secundaria a la dermatitis
exfoliativa mediada por estas toxinas. Existen dos formas distintas de toxinas
exfoliativas en S. aureus, ETA [Exfoliative toxin A] y ETB [Exfoliative toxin B].%°

ETA es codificada por un gen cromosdémico y es termoestable, mientras que
ETB es codificada por un plasmido y es termolabil.
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1.55.5.13 Toxina-1 del sindrome de shock téxico:

La Toxina-1 del sindrome de shock toxico (TSST-1) es una toxina de 22 kDa
termoestable y resistente a protedlisis que produce el sindrome de shock
toxico al actuar como un superantigeno. Esta patologia esta asociada con la
infeccion de una herida por Staphylococcus aureus.

Esta toxina es estructuralmente parecida a las enterotoxinas B 'y C, y el gen
que la codifica esta presente en el 20% de las cepas de S. aureus.®

1.5.5.5.14 Enzimas:

Los estafilococos producen varias enzimas, proteasas, lipasas e hialuronidasas
que destruyen tejidos. Estas facilitan la diseminacion de la infeccion a los
tejidos adyacentes.

1.5.5.6 Regulacion de los factores de virulencia:

La expresion de los factores de virulencia estafilococicos esta regulada por
varios sistemas que detectan cambios en el ambiente. Estos sistemas constan
de dos componentes, una cinasa sensora y un regulador de respuesta y
funciona por medio de cascadas defosforilacion que culminan en la activacion
de transcripcion. Se han estudiado varios sistemas reguladores
en Staphylococcus aureus que incluyen a los genes agr, saeRS, srrAB, arlSR
y IytRS.%°

El gen agr es el mejor estudiado y es esencial en el control de la percepcion
de quorum de la expresion genética, controla la expresion preferente
de adhesinas de superficie (proteina A, coagulasa, proteina fijadora de
fibronectina, entre otras)® asi como la produccién de toxinas, como TSST-1.103

1.5.6 Enterococcus faecalis

1.5.6.1 Generalidades:

Enterococcus faecalis es un coco Gram positivo que puede aparecer solo, en
pares o en cadenas; éstas células pueden aparecer como coco-bacilos cuando
se realiza la tincibn de Gram en muestras provenientes de placas de Agar o
pueden aparecer ovales o en cadenas cuando se realiza la tinciébn de Gram en
muestras provenientes de caldo de tioglicolato.
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Figura 14.- Enterococcus faecalis visto en una tincién de Gram.6

Este es un microorganismo anaerobio facultativo y su crecimiento Optimo
ocurre a 35°C; sin embargo, también se ha observado crecimiento entre 10 y
45°C. Todas las cepas pueden crecer en caldos que contengan cloruro de
sodio al 6,5% y esculina hidrolizada en presencia de sales biliares al 40%
(medio de bilis-esculina). Casi todas las cepas de este microorganismo son
homofermentativas, no producen gas, no contienen enzimas citocromicas vy el
acido lactico resulta el producto final de la fermentacién de la glucosa.03:104

Por su parte, Enterococcus faecalis posee una pared celular con antigenos del
grupo D, el cual es un acido lipoteicoico glicerol intracelular asociado con la
membrana citoplasmatica. La pared celular esta constituida por una gran
cantidad de peptidoglicanos y acido teicoico. 103

Una caracteristica importante de Enterococcus faecalis es su habilidad de
crecer en medios con pH &cido y alcalino, donde este ultimo normalmente
inhibe el crecimiento y supervivencia de muchos otros microorganismos.

Junto con la propiedad de sobrevivir a medios ambientes con pH acidos o
alcalinos, Enterococcus faecalis ha demostrado también ser capaz de formar
comunidades microbianas adheridas a superficies o "biopeliculas”

Las biopeliculas pueden ser definidas como comunidades de microorganismos
adheridas a una superficie y embebidas en una matriz de polisacaridos y
proteinas formando una capa viscosa. La matriz representa generalmente el
85% del volumen de la biopelicula.t%3
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Enterococcus faecalis posee un gran niumero de factores de virulencia que le
permiten la colonizacién del hospedero y de la matriz extracelular, la
competencia con otras bacterias, resistencia en contra de los mecanismos de
defensa del hospedero, y la produccién de cambios patologicos directamente a
través de la produccién de enzimas toxicas o indirectamente a través de la
induccion de inflamacién.103.105

Entre los factores de virulencia mas importantes presentes en Enterococcus
faecalis se encuentran: la sustancia de agregacion, las adhesinas o proteinas
de superficie, las feromonas sexuales, el acido lipoteicoico, el superdxido
extracelular, la gelatinasa, la hialuronidasa y la citolisina, entre otros. Cada uno
de estos factores de virulencia desempefia un papel especifico dentro del
crecimiento, desarrollo y supervivencia de Enterococcus faecalis en medios
ambientes hostiles y con poca cantidad de nutrientes y oxigeno, por lo que a
continuacion se profundizard en cada uno de estos factores y se describiran
sus funciones especificas.

1.5.6.2 Patogenicidad:

1.5.6.2.1 Sustancia de agregacion.

La sustancia de agregacion es una adhesina bacteriana plasmido-codificada
receptiva a las feromonas que media el contacto eficiente entre el donador y la
bacteria receptora; ésta sustancia convierte la superficie de la bacteria
donadora en una superficie adherente potencial para las células receptoras,
causando agregacién o agrupacion y a su vez facilitando el intercambio de
plasmidos.103.105,106

Mientras que la sustancia de agregacion es expresada por la célula donadora,
el proceso de conjugacién bacteriana requiere que la "sustancia vinculante" sea
expresada en la superficie de la célula receptora.

En este sentido, tanto el material genético como la resistencia antibidtica
pueden ser transferidos de las cepas de Enterococcus faecalis a otras
especies.103.105

La sustancia de agregacion puede servir como determinante de virulencia a
Enterococcus faecalis en, al menos, cuatro formas:

1.- Juega un papel importante en la diseminacion de los factores de
virulencia codificados por plasmidos, como la citolisina enterocdccica y
determinadas resistencias antibioticas, entre las especies.
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2.- Esta sustancia de agregacion facilita la adherencia de Enterococcus
faecalis a las células epiteliales renales e intestinales, y a la colonizacion
de estas superficies.

3.- Protege al microorganismo contra los leucocitos polimorfonucleares y
de la lisis mediada por macrofagos. El mecanismo para esta proteccion
puede deberse a una modificacion de la maduracion fagosomal.

4.- La sustancia de agregacion y las citolisinas tienen acciones
sinérgicas, lo cual aumenta la virulencia; esto resulta en dafio tisular e
invasion tisular profunda. 103197

Ademas de su funcion adhesiva durante el proceso de conjugacion bacteriana,
ésta media la adhesién de Enterococcus faecalis a numerosas células
eucariotas como las células renales tubulares y las células epiteliales
intestinales. Igualmente, se ha comprobado que promueve directamente la
vinculacion independiente a las opsoninas de Enterococcus faecalis a los
neutréfilos humanos mediante el sistema del complemento mediado por el
receptor.

Como consecuencia de este tipo especial de unién, la relacion Enterococcus
faecalis y sustancia de agregacion ha mostrado ser resistente a la lisis por
parte de los neutréfilos humanos, a pesar de la fagocitosis y la activacién de los

1.5.6.2.2 Adhesinas o proteinas de superficie.

Enterococcus faecalis presenta en su pared celular numerosas proteinas de
superficie, cada una cumpliendo una funcién especifica. Las mas
importantes son la proteina de superficie Esp y la Ace, ambas relacionadas con
la formacion de biopeliculas y con la adherencia del microorganismo a las
proteinas de la matriz extracelular y al colageno tipo 1y IV.

La proteina de superficie Esp es una proteina superficial larga de 1,873
aminodcidos, sin ningun parecido estructural a las otras proteinas de superficie
reconocidas. 108109

Fue en 1999 cuando Shankar et al''® reportaron la identificacion de esta
proteina asociada a la pared celular de Enterococcus faecalis. Su nombre,
Esp, se deriva de sus siglas en inglés Enterococcal surface protein.
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Estos autores sugieren que la presencia de la Esp pudiera ser la responsable
del aumento de la capacidad hidrofobica y asi facilitar las interacciones de este
tipo entre moléculas.

Dos afios mas tarde, en el 2001, Toledo-Arana et al 1% realizan un estudio
donde evaluaron la accion de la proteina de superficie Esp en diferentes cepas
aisladas de Enterococcus faecalis y analizaron los efectos producidos en los
diferentes pasos de formacion de la biopelicula a niveles microscopicos y
macroscopicos. A su vez, compararon la proteina de superficie Bap, cuyo
nombre proviene de Biofilm associated protein, que se encuentra en la pared
celular de Staphylococcus aureus con la Esp de Enterococcus faecalis, en
cuanto a su influencia en la formacion de biopeliculas. Esta proteina Bap, en un
estudio previo de los mismos investigadores, demostr6 ser una pieza
fundamental en la formacion de biopeliculas por parte de este microorganismo.

Otra de las proteinas de superficie que se encuentra presente en la pared
celular de Enterococcus faecalis es la proteina de Superficie Ace; ésta es una
proteina vinculada al colageno, es una molécula adherida a la matriz
extracelular reconocida como un componente microbiano superficial, la cual
media la adherencia a las proteinas de la matriz extracelular, al colageno tipo |
y IVy a la Laminina.t!

Una investigacion importante relacionada con la funcion de esta proteina es la
realizada por Nallapareddy et al*!! quienes evaluaron la capacidad de mediar la
adhesion de la proteina de superficie Ace de Enterococcus faecalis a las
proteinas de la matriz extracelular como el colageno tipo IV y la Laminina.

Ellos utilizaron cepas de Enterococcus faecalis mutadas y evidenciaron que la
proteina de superficie Ace si interviene en la adhesion de la cepa OG1RF de
Enterococcus faecalis al colageno tipo IV y a la Laminina, asi como también al
colageno tipo I. Ademés sefialan que se pudiera pensar que esta
proteina de superficie es la responsable de la adhesion a estas tres proteinas
de la matriz extracelular, debido a la reducciéon importante en la adhesién. !

1.5.6.2.3 Feromonas sexuales:

Las feromonas sexuales son péptidos hidrofébicos pequefios codificados
cromosomalmente, a lo largo de 7 u 8 aminoacidos, los cuales promueven la
transferencia conjugativa de plasmidos de ADN entre las cepas. 105106 Se
describen como feromonas porque ellas obtienen una respuesta especifica de
unién de las células donadoras transportadoras de plasmidos.1%
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Normalmente, son secretadas simultdneamente mdultiples feromonas por una
cepa de Enterococcus faecalis. Adicionalmente a las feromonas, cada plasmido
receptor de feromonas codifica un péptido secretado que actia como inhibidor
competitivo de su feromona correspondiente. 106

Se ha sefalado que algunas feromonas y sus péptidos inhibidores poseen el
potencial de ofrecer funciones adicionales como quimiorreceptor a los
neutréfilos, causando secrecion enzimatica granular e induciendo a una
explosion respiratoria. A pesar de que Enterococcus faecalis secreta
normalmente multiples feromonas y los efectos quimiotacticos de las
feromonas aparecen en bajas concentraciones, se desconoce por qué estos
péptidos y sus inhibidores modulan significativamente la respuesta inflamatoria
in vivo. 106

1.5.6.2.4 Acido lipoteicoico:

Los acidos lipoteicoicos son un grupo de moléculas o polimeros anfipaticos
intimamente relacionados y asociados con la pared celular, que estan
constituidos por una columna central de poliglicerolfosfato unida
covalentemente a una porcion glicolipidica hidrofébica. 105106

Se ha reportado que los acidos lipoteicoicos aislados de cepas de
Enterococcus faecalis o de otras bacterias Gram positivas pueden estimular a
los leucocitos a liberar numerosos mediadores, los cuales juegan un papel
importante en varias fases de la respuesta inflamatoria. Entre ellos se incluyen
la liberacion del factor de necrosis tumoral alfa, la interleucina 1 beta, la
interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8), la prostaglandina E2 (PGE2) y la
liberacion de enzimas lisosomales. 10°

Ehrenfeld!'® sefialan que los acidos lipoteicoicos han sido considerados como
un componente de la sustancia vinculante de Enterococcus faecalis, los cuales
actuan como un receptor en la célula receptora para la sustancia de agregacion
producida por la célula donadora. Esta conclusion proviene de experimentos
donde &cidos lipoteicoicos libres aislados de Enterococcus faecalis inhiben
grupos celulares inducidos por feromonas actuando como un inhibidor
competitivo de la sustancia vinculante celular.

Por esto, los acidos lipoteicoicos son considerados moléculas que ayudan a la
virulencia de Enterococcus faecalis a través de la facilitacion de formacion
agregada y la transferencia de plasmidos.113
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1.5.6.2.5 Superdéxido extracelular:

Los aniones superoxidos son radicales de oxigeno altamente reactivos
relacionados con el dafio tisular y celular en una gran variedad de desordenes,
incluyendo las enfermedades inflamatorias. 10

Huycke!!* sefialan que Enterococcus faecalis produce superéxido extracelular
sustancial y especies derivadas del oxigeno reactivo como el H202 y radicales
hidroxilos. Ellos evaluaron el dafio producido por Enterococcus faecalis sobre
el ADN de las células eucariotas, y observaron que las cepas de
microorganismo donde hubo presencia de superoxido extracelular produjeron
mayor dafio sobre el ADN que aquellas cepas mutadas. Estos hallazgos
sugieren que la produccién de radicales libres extracelulares por parte de
Enterococcus faecalis promueve la inestabilidad cromosomal y el dafio
causado en el ADN.

1.5.6.2.6 Gelatinasa:

La gelatinasa es una metaloproteinasa extracelular que contiene zinc, presente
en Enterococcus faecalis, y fue descrita por primera vez en  1964. Puede
hidrolizar gelatina, colageno, fibrindbgeno, caseina, hemoglobina, inulina,
algunos péptidos relacionados con las feromonas sexuales y otros péptidos
bioactivos. 105106

Con relacién a esto, Hubble 1? realizaron un estudio donde evaluaron la
pérdida de adhesion de las cepas de Enterococcus faecalis a la dentina
radicular cuando eran mutadas fracciones de las proteasas serinas y la
gelatinasa. Sus resultados sefialan que se desconoce la participacion
independiente de la gelatinasa en la adhesiéon a la dentina radicular, debido a
gue en este estudio las cepas que mutaron por la accion de la gelatinasa
también mutaron por la accién de la proteasa serina. Sin embargo, los péptidos
y aminoacidos producidos tanto por la gelatinasa, como por la proteasa serina,
pudieran ser una fuente importante de nutrientes para el crecimiento
bacteriano.

1.5.6.2.7 Hialuronidasa:

La hialuronidasa es un término general usado para describir enzimas que son
capaces de descomponer el sustrato hialuronidato (acido hialurénico o
hialuronano).1®
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La hialuronidasa actia como un acido hialurénico, y es principalmente, una
enzima degradativa que esté asociada con dafio tisular como consecuencia de
su funcién.10

Otra funcion importante de esta enzima podria ser abastecer de nutrientes a los
microorganismos, debido a que los productos de degradacion de los sustratos
son los disacaridos, los cuales pueden ser transportados y metabolizados
intracelularmente por las bacterias.'*®La hialuronidasa es considerada como
facilitador de la proliferacion bacteriana, asi como de sus toxinas, a través de
los tejidos del hospedero. Ademas de su propio efecto dafino, también es
capaz de permitir los efectos deleatorios de otras toxinas bacterianas,
incrementando asi la magnitud del dafio.1%

1.5.6.2.8 Citolisina (Hemolisina):

La hemolisina, una enzima téxica codificada por plasmidos, es producida por
las cepas-hemoliticas de Enterococcus faecalis. Es capaz de destruir
eritrocitos, neutrofilos polimorfonucleares y macrofagos, y reducir el acto de la
fagocitosis. 102

Jett!'® sefialan que si las cepas de Enterococcus faecalis producen citolisinas,
el efecto beneficioso combinado de la terapia antimicrobiana y anti-inflamatoria
se veria completamente contrarrestado debido a la actividad
organotoxica de esta sustancia, la cual destruye completamente el érgano a
pesar de que los otros aspectos importantes de la infeccion estén
satisfactoriamente controlados. Estos autores demuestran que aun en un
organo con respuesta inmune limitada, la enfermedad enterococcica cuenta
con un componente inflamatorio importante, asi como con un componente
organotoxico si el organismo agresor es productor de citolisina.

1.5.7 Pseudomonas aeruginosa

1.5.7.1 Generalidades:

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonaceae, la cual esta
integrada por una gran variedad de especies que habitan en el suelo y las
aguas estancadas, algunas forman parte de la flora residente del intestino de
varias especies de animales y del hombre.1'’
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Son de vida libre, se encuentran en materiales organicos en descomposicion y
tienen un importante papel en la degradacién de dicho material. Ciertas
especies son patégenas para el hombre.

Son bacilos gramnegativos, aerobios, no esporulados, méviles; algunos poseen
microcapsulas y pigmentos solubles en agua; son bacilos no fermentadores
(BNF). Existen multiples problemas taxondémicos; por ello, la diferenciacion
entre la familia Pseudomonaceae y otras afines, asi como entre los cuatro
géneros de esta familia y entre las especies del género, distinguiendo el
Manual Bergey’s 29 perfectamente individualizados y 206 no claramente
difundidos. Esto nos da una idea de la complejidad del género.t’

Pseudomonas aeruginosa es el patbgeno mas importante dentro del género
Pseudomonas, teniendo en cuenta la cantidad y tipos de infecciones (invasivas
y toxigenas) que produce, asi como la morbilidad y mortalidad que ocasiona. A
partir de la década del 60 se ha incrementado el interés médico por esta
especie, al convertirse en uno de los principales agentes causantes de
enfermedades adquiridas en el ambito hospitalario, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos. 17

Fue identificada en 1882 por Gessard. Es un organismo ambiental, con
requerimientos nutricionales simples. Es un patdégeno oportunista que se
presenta cuando los mecanismos de defensa del hospedero estan alterados,
suprimidos o comprometidos, siendo necesaria la presencia de factores
predisponentes para que ocurra la infeccidén; entre ellos mencionamos las
enfermedades malignas, las quemaduras, las diabetes, pacientes sometidos a
la instrumentacion o manipulacién (cateterizaciones uretrales, traqueotomias,
punciones lumbares, infusiones intravenosas de medicamentos y liquidos) y
pacientes con fibrosis quistica.

En este organismo es inherente la resistencia a la mayoria de los antibiéticos,
se considera un importante patdégeno en la infeccion intrahospitalaria,
reportandose por encima del 20 % de esas infecciones.’

Los pacientes hospitalizados se infectan con este microorganismo proveniente
de fuentes exdgenas y enddgenas, pues alrededor de un 5 a un 10 % de las
personas lo portan en el tracto respiratorio y gastrointestinal, lo cual aumenta
en pacientes hospitalizados; la infeccion raramente ocurre en aquellos con
defensas normales.
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Pseudomonas aeruginosa en pacientes con enfermedades crénicas puede
mostrar una variante fenotipica mucoide, dada por la sintesis de alginato, el
cual esta determinado genéticamente y sOlo se manifiesta cuando existen
dafios o deterioro de la estructura organica donde se manifieste.

En pacientes con fibrosis quistica, el deterioro de la funcion y estructura del
pulmén dada por la infeccion cronica de dicho germen, hace que se manifieste
la variedad mucoide. Por encima del 80 al 90 % de estos pacientes desarrollan
infecciones crénicas por Pseudomonas aeruginosa.t’

1.5.7.2 Morfologia e identificacion:

Bacilos gramnegativos rectos o curvos (bastoncillos) que pueden aparecer
aislados, en pares o en cadenas, con un diametro de 0,6 a 2 um. Son aerobios,
no esporulados, moéviles. Poseen de 1 a 3 flagelos polares y muchas
proyecciones en su pared denominadas fimbrias. Algunos poseen una
microcapsula.t’
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Figura 15.- Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa vista en una
tincién de aram 117

En un cultivo Pseudomonas aeruginosa es un aerobio obligado, que crece con
facilidad en los medios de cultivos y produce, en ocasiones, un olor dulzén, o
de uvas. Se desarrolla a temperatura entre 10 y 42 °C, aunque su temperatura
optima de crecimiento es de 35 a 37 °C.
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Algunas cepas producen hemolisis. Las mismas emiten pigmentos de fenazina
en agar nutritivo, después de 24 horas de incubacién a 37 °C y posteriormente
a temperatura ambiente; los mismos pueden ser azul (piocianina), amarillo
verdoso (pioverdina), rojo (piorrubina) y negro (piomelanina). Existe,
aproximadamente, un 10 % de Pseudomonas aeruginosa que son
apigmentadas.t'’

Fiaura 16.- Morfoloaia colonial de Pseudomonas aeruainosa en acar sanare*’

Los cultivos de Pseudomonas aeruginosa pueden mostrar varios tipos de
colonias: lisas, rugosas, mucoides, redondas, alargadas, con pigmentos verde
metalico y olor dulzén, que presentan, ademas, caracteristicas bioquimicas
enzimaticas y de susceptibilidad antimicrobiana diferentes Pseudomonas.

En pacientes fibroquisticos, las cepas pueden aparecer desde el punto de vista
fenotipico con variante mucoide, como resultado de la produccion excesiva de
alginato (un exopolisacarido), lo cual indica que los cambios estructurales en la
zona aislada (pulmoén) son crénicos y con mal pronéstico.’

1.5.7.3 Caracteristicas del crecimiento.

Pseudomonas aeruginosa crece bien a temperaturas oscilantes entre 37 y 42
OC. El crecimiento a 42 °C con formacién de velo en medio liquido, ayuda a
distinguirla de otras especies. Produce &cidos de una serie de carbohidratos,
pero no de disacaridos en medio OF de Hugh-Leifson, y pigmentos en agar
nutriente, sobre todo en medio de King A y King B.
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La mayoria crece en medios minimos, sin factores organicos de crecimiento,
usando los iones amonio como Unica fuente de nitrégeno y la glucosa como
Gnica fuente de carbono y energia. Su metabolismo es estrictamente
aerobio.’

1.5.7.4 Estructura antigénica.

Poseen antigenos O, H, M. El antigeno somatico se denomina O (AgO), el
antigeno flagelar se designa con la letra H y el antigeno mucoide, con la letra
M. Tienen pili o fimbrias (tipo 1V) que se extienden desde la pared celular y
permiten la fijacién a células epiteliales del hospedero.

Los anticuerpos contra antigenos O, H y los pili permiten tipificar las cepas con
fines epidemiolégicos. El antigeno O esta dado por el LPS, el cual esta formado
por el lipido A (muy téxico, que comprende la endotoxina), un centro constituido
por polisacaridos y por las cadenas laterales largas de oligosacaridos O
(especificos de grupo) que es la parte mas externa del LPS y permite
seroagruparlas.tt’

Las cepas muestran diferencias en el AgO especifico (por pérdidas de las
unidades iterativas de la cadena larga) durante la infeccion pulmonar crénica
por dicho agente en pacientes con fibrosis quistica, expresando entonces un
LPS comun. Estudios realizados muestran que el fago libre ocurre en el esputo
de los pacientes con fibrosis quistica y este ejerce un importante papel en el
cambio de serogrupo de cepas monoaglutinables a poliaglutinables y viceversa.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa con diferencia en el AgO son
productoras de alginato, el cual es un exopolisacarido, cuya biosintesis esta
cromosOmicamente regulada y enmarcada en tres locus distintos. Dichos
genes estan presentes en cepas no mucoides y se expresan desde el punto de
vista fenotipico bajo determinadas condiciones como la deshidratacion,
cambios inflamatorios, limitantes en la temperatura, disminucion del pH y
cambios osmoticos como: disminucion en la concentracion de fosfatos,
aumento en la concentracion de NaCl, MgCl2, Ca2+, Mg2+, glicerol o
sacarosa), lo que equivale a la disminucién de las cadenas largas o especificas
del LPS, trayendo consigo que las cepas se transformen en poliaglutinables o
no tipables. La sintesis de alginato constituye un importante factor
inmunogénico y de virulencia.'’
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1.5.7.5 Toxinas y enzimas (factores de virulencia):

1.

Pili: de importancia en la adherencia.
Flagelos: permiten la motilidad y son inmunogénico.

Alginato: permite la adherencia de la bacteria a la célula epitelial,
interfiriendo en la actividad fagocitica de los neutréfilos. Induce
respuestas inmunes y cambios inflamatorios. Inhibe la quimiotaxis y
activacion del complemento. Interfiere en la opsonizacion y favorece la
agregacion de bacterias sobre las microcolonias mucoides (biofilm).

Siderdéforos: adquisicion de hierro.
Proteinas de la membrana externa: inmunogénicos.

Piocianina y otros pigmentos fenazinicos: inhiben la movilidad ciliar y la
proliferacion de linfocitos. Tienen actividad antibidtica. Realzan la
liberacion de interleuquina 1 y del factor de necrosis tumoral. Estimulan
e inhiben la generacion de superdéxido.

LPS: actividad endotdxica. Es inmunogénico; modula la funcién de los
neutroéfilos; obstaculiza la induccién de anticuerpos. Produce necrosis
focal en el sitio de colonizacion.

Elastasa (enzima proteolitica): solubiliza la elastina del pulmon;
degrada el colageno I, 1l y Ill; activa el factor XII de la coagulacion;
adhiere e inactiva lisozimas; adhiere IgG, IgA e IgA secretora. Inactiva
el complemento; inhibe la quimiotaxis de los polimorfonucleares (PMN);
reduce la fagocitosis de los PMN; adhiere elastasa a los PMN; inhibe la
proliferacion de linfocitos humanos; se adhiere a la interleuquina 2;
inhibe la accién de las células killer; se adhiere a los receptores CD4 de
los linfocitos. Inactiva el interferon gamma y el factor de necrosis
tumoral. Es inmunogénica.

Proteasa alcalina (enzima proteolitica): inhibe la proliferacion de los
linfocitos humanos; se adhiere a la IgA; inactiva el complemento; se
adhiere a la interleuquina 2; inhibe la activacion de las células killer; se
adhiere a los receptores CD4 de los linfocitos; inhibe la quimiotaxis de
los polimorfonucleares; reduce la fagocitosis de los PMN; degrada
e inhibe la activacion del interferbn gamma; inactiva el factor de
necrosis tumoral. Es inmunogénica.
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10.Proteinasa: estimula la activaciéon de mucina de las células del tracto
respiratorio. Inactiva la antitripsina 1.

11.Leucocidina: citotoxica para los PMN vy linfocitos; dafia los capilares
pulmonares.

12.Ramnolipidos (hemolisinas termoestables): inactivan o destruyen la
estructura ciliar.Realzan la liberacién de mucinas.

13.Fosfolipasa C (hemolisina termolabil): degrada la lecitina (componente
importante del sulfactante del pulman). Induce la liberacion de histamina
(importante mediador anafilactico). Es inmunogénica.

14.Lipasa: inhibe la quimiotaxis de los monocitos.

15.Exotoxina A: producto de mayor toxicidad presente en Pseudomonas
aeruginosa. Inhibe la sintesis de proteinas. Téxica para los macréfagos.
Es inmunogénica.''’

16.Slime: inhibe la fagocitosis por los PMN. Es citotéxico para los
leucocitos.

17.B-lactamasa: le confiere resistencia a los antibiéticos.

18.Creatinasa.

19.Catalasa.

20. Argininhidrolasa.

21.Nitratorreductasa.

22.Ureasa.

23.Fibrinolisina.

24.Colagenasa.

25.Toxina eritrodérmica.

26.Bacteriocinas.

27.Exotoxina S: inhibe la sintesis proteica; dicho mecanismo no esta bien

aclarado.!
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1.5.7.6 Patogenia:

La infeccion por Pseudomonas aeruginosa raramente ocurre en personas con
defensas normales. Para que la infeccion se presente deben haber factores
predisponentes, como: enfermedades malignas, hematolégicas y metabdlicas.
La infeccion adquirida en el hospital se observa en pacientes sometidos a
procedimiento instrumental o manipulacibn como en los casos de cateterismo
uretral, traqueotomias, puncién lumbar e infecciones intravenosas.

La susceptibilidad a la infeccion por Pseudomonas aeruginosa aumenta
después de tratamiento prolongado con agentes inmunodepresores,
corticosteroides, antimetabolitos, antibioticos y radiaciones. La infeccion puede
ser de origen enddgeno, pues de un 5 a un 10 % de las personas la portan en
el tracto respiratorio y digestivo, por lo que se incrementa cuando las
condiciones anteriores estan presentes. Pseudomonas aeruginosa infecta a
menudo las heridas quirargicas, Ulceras de decubito, abscesos, quemaduras,
fistulas con drenajes, infecciones del oido y pulmones de pacientes tratados
con antibioticos. Es un patdogeno de importancia en el tracto respiratorio de
pacientes con fibrosis quistica.!’

En todos estos casos es fundamental el papel de los pili o fimbrias, que le
permiten adherirse a las células epiteliales y multiplicarse posteriormente,
liberando los factores de patogenicidad antes mencionados. ElI LPS
desempefia una funcion importante en la produccion de shock, fiebre, oliguria,
leucocitosis, leucopenia, coagulacion intravascular diseminada y sindrome de
insuficiencia respiratoria en adultos.

Pseudomonas aeruginosa causa el 70 % de las otitis externas; es frecuente
observarlas en personas que practican natacién, aunque también aparecen en
personas saludables. Dicho microorganismo puede ser responsable de Ulceras
corneales previo a un trauma ocular, progresando el cuadro y dando lugar a
una panoftalmitis y ceguera. Se asocia, asimismo, con la infeccion cronica del
pulmén en pacientes con fibrosis quistica, enfermedad hereditaria
caracterizada por una disfuncién de las glandulas endocrinas, las cuales
secretan un mucus muy Viscoso que obstruye los conductos secretores y la
evacuacion de dichos organos, especialmente los bronquios e intestinos, y los
conductos pancreaticos y biliares.!

El mecanismo por el cual la Pseudomonas aeruginosa inicialmente coloniza el
tracto respiratorio de los pacientes con fibrosis quistica y luego es aspirado al
pulmén, esta dado por un tropismo especial de dicho agente, favorecido por las

infecciones virales que disminuyen la “defensa local, a los trastornos
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electroliticos, observandose en dichos pacientes que el transporte de hierro del
epitelio respiratorio es anormal, con excesiva absorcion de sodio y deficiente
regulacion de los canales de cloro por carencia de la proteina que regula la
conductividad a través de la membrana citoplasmatica. Por otra parte, las
glicoproteinas del mucus de estos pacientes tienen un alto contenido de
sulfatos y muy bajo contenido de agua; todas estas alteraciones de las
secreciones de estos pacientes hacen que las mismas sean mas viscosas e
impidan el aclaramiento mucociliar, dafidandose el epitelio respiratorio.*’

Otro factor que favorece la infeccién respiratoria es la disminucién en los
niveles de complemento.

Todo lo anterior trae consigo una pérdida en la cantidad de fibronectina en las
células de la mucosa oral, lo cual expone los receptores celulares para

Pseudomonas aeruginosa (gangliésidos GM1, azlcares y aminoacidos) y
puede mostrar variantes fenotipicas mucoides y no mucoides, estando esto
determinado por la sintesis de alginato, que permite la adherencia de la
bacteria a la célula epitelial interfiriendo en la actividad fagocitica de los
neutrdfilos, induciendo respuesta inmune y cambios inflamatorios, inhibiendo la
quimiotaxis y la activaciéon del complemento, interfiriendo en la opsonizacion,
favoreciendo la agregacion y proteccion de la bacteria sobre las microcolonias
mucoides (biofilm), esto permite a la bacteria ser mil veces mas resistente a los
aminoglucosidos y [-lactamicos. Todo ello muestra que las variantes
fenotipicas mucoides indican infeccién crénica y mal pronéstico.t’

Se plantea en la actualidad que Pseudomonas aeruginosa invade las células
epiteliales de la siguiente manera: Pseudomonas aeruginosa induce la
expresion en las células epiteliales del tracto respiratorio de CFTR (carencia de
una proteina que regula la conductividad de la membrana citoplasmatica), el
cual tiene alrededor de 720 mutaciones en pacientes con fibrosis quistica.
CFTR se traslada a la superficie celular, Pseudomonas aeruginosa se une a
CFTR y es transportada al interior de la célula epitelial favoreciendo su
multiplicacion a este nivel; el resto de los patégenos del tracto respiratorio de
estos pacientes no utilizan esta via. De esta forma Pseudomonas aeruginosa
evade los mecanismos de defensa especificos del hospedero.t’

1.5.7.7 Datos clinicos:

Pseudomonas aeruginosa produce infeccion de las heridas y quemaduras, en
las cuales origina un pus de color azul verdoso.
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Ocasiona meningitis cuando se infiltra por puncién lumbar e infeccion de vias
urinarias cuando se infiltra por catéter, instrumentos o en las soluciones de
lavado de las vias urinarias. La infeccion de vias respiratorias, en especial a
causa de respiradores contaminados, provoca heumonia nhecrosante:
reportdndose en el 24 % de pacientes hospitalizados con VIH y neumonia
bacteriana.t’

En el aparato digestivo se describe una enterocolitis seudomembranosa.
Produce, con gran frecuencia, otitis externa leve en los nadadores; puede
originar otitis externa invasora (maligna) en pacientes diabéticos. La infeccién a
nivel ocular produce Ulceras corneales y ceguera; por lo general aparece
después de la lesion traumética o de procedimientos quirargicos.

En lactantes, pacientes inmunodeprimidos y quemados, Pseudomonas
aeruginosa tiende a invadir la sangre y a originar sepsis mortal. La endocarditis
se reporta en sujetos drogadictos, sometidos a trasplantes o con valvulas
insertadas.!’

A nivel de la piel provoca necrosis hemorragica; las lesiones que ocasiona se
denominan ectima gangrenoso, caracterizado por lesiones redondas,
induradas, de color purpura, de aproximadamente 1 cm de didmetro con una
Ulcera central, rodeada de una zona de eritema. Las mismas se localizan con
mayor frecuencia a nivel de las nalgas, el perineo y las extremidades.'’

En pacientes con fibrosis quistica provoca destruccion del parénquima
pulmonar de forma progresiva, ocasionando la muerte.t’

1.5.8 Enterobacter cloacae

1.5.8.1 Generalidades:

Enterobacter cloacae es una forma de varilla, bacterias gram-negativas de la
familia Enterobacteriaceae. El tamafio de esta bacteria oscila 0,3-0,6 x 0,8-2,0
micras.!'® Enterobacter cloacae vive en el medio ambiente meséfilos con su
temperatura optima a 37 ° C y usa sus flagelos peritricoso para el movimiento.

Este organismo es oxidasa negativa, pero la catalasa positivo y es anaerobio
facultativo't®,

En otras palabras, este organismo puede producir ATP por la respiracién
aerdbica cuando el oxigeno esta presente, pero puede cambiar a la
fermentacién en ausencia de oxigeno.
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Figura 17.- Caracteristicas de la morfologia colonial de Enterobacter cloacae en agar Mac-Conkey.®

Enterobacter cloacae tienen la mayor tasa de mortalidad en comparaciéon con
otros Enterobacter .Muchas de las muestras clinicas de los Enterobacter son
dificiles de distinguir de otras infecciones bacterianas.'®

Enterobacter cloacae es un patdégeno nosocomial que pueden causar una
serie de infecciones como la bacteriemia, infecciébn del tracto respiratorio
inferior, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario,
endocarditis, infecciones intra-abdominales, artritis séptica, osteomielitis e
infecciones oftalmicas.*®

Este organismo afecta sobre todo a los grupos de edad mas vulnerables, como
los ancianos y los jovenes y puede causar una prolongada hospitalizacion en la
unidad de cuidados intensivos (UCI) .120

Son patogenos de la UCI pueden causar morbilidad y mortalidad y el manejo
de esta infeccion bacteriana se complica por la resistencia a mdultiples
antibiéticos del organismo. Estas bacterias contienen beta-lactamasa, que es
indetectable en vitro y es muy resistente a los antibiéticos tales como las
cefalosporinas de tercera generacion.t®

Este organismo se aisla principalmente en infecciones nosocomiales en la
unidad de cuidados intensivos para aquellos que se quedan en el hospital
durante periodos prolongados. La infeccion se puede contraer a traveés de la
piel, el tracto gastrointestinal, tracto urinario, o la contaminacion cruzada.

66



Los brotes también pueden remontar de nuevo a manos del personal,
endoscopios, los hemoderivados, soluciones integrales de nutricion
parenternal, albumina y equipos hospitalarios, tales como estetoscopios vy
didlisis.1?

1.5.8.2 Genoma:

El genoma de Enterobacter cloacae ha sido secuenciado
completamente . Este organismo produce beta-lactamasas codificadas
cromosOmicamente  también  llamado  cefalosporinasas. Muchos  de

los Enterobacter especies tienen resistencia a multiples antibiéticos que son
indetectables in vitro, lo que hace que sea dificil de tratar en pacientes.!?!
Algunos son resistentes a las fluoroquinolonas.'??

Secuencias parciales para la AcrR y secuencia completa de los genes AcrA y
AcrB de Enterobacter cloacae estan disponibles. EI gen AcrR actia como un
represor mientras que el gen AcrA es una proteina de fusion de membrana de
la bomba de eflujo multifarmaco. El gen AcrB es el transportador de la
membrana interna de la bomba de flujo multifarmaco.

1.5.8.3 Estructura celular y metabolismo:

Enterobacter cloacae son bacterias gram-negativas que significa que contienen
dos membranas celulares. En la membrana externa, el lipido-A desde el
lipopolisacéarido (también conocido como endotoxinas), provoca la sepsis. Este
lipido causa la liberacion de citoquinas, que puede causar las toxinas que se
ejecuten en los tejidos y el torrente sanguineo. Las bacterias contienen beta-
lactamasa, que es una enzima que es responsable de la resistencia a los
antibiéticos durante el tratamiento y no se puede detectar in vitro. Este
organismo es un fermentador de glucosa y es capaz de crecer en atmdsferas
aerdbicas y anaerobicas. Enterobacter cloacae pruebas positivas para la beta-
galactosidasa, arginina dihidrolasa, descarboxilacion de la  ornitina, la
utilizacién de citrato, la reduccién del nitrato, y la reaccién de Voges-Proskauer.

Aunque el acido se produce a partir de muchas fuentes de carbono, esta
bacteria no produce la lisina descarboxilasa, sulfuro de hidrogeno, la ureasa,
triptéfano desaminasa, e indol.*?°

Bajo condiciones anaerodbicas, Enterobacter cloacae es capaz de reducir
selenito a selenio elemental con el fin de mantener sus células.
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Con el fin de hacer ello, se requiere de menaquinona, que actia como un
transportador de electrones. Mediante la reduccion de selenito con
menaguinona, se genera una fuerza motriz de protones, lo que permite que la
célula crezca lentamente en condiciones anaerobias y mantener las células.

1.5.8.4 Ecologia:

Enterobacter cloacae se puede encontrar en la piel humana y tejidos, asi como
las frutas, las verduras y los dispositivos tales como un tanque de tratamiento
de agua caliente. Aunque este organismo es principalmente un patégeno para
la enfermedad humana, Enterobacter cloacae se han utilizado como un control
bioldgico de enfermedades de las plantas tales como la semilla de oomicetos-
descomposicion en Pythium ultimum y se utiliza para controlar las plagas de
insectos en las hojas de morera y suprimir la enfermedad.2°

1.5.8.5 Patologia:

Enterobacter cloacae son patdgenos nosocomiales que pueden ser adquiridos
a través de la piel, el tracto gastrointestinal, el tracto urinario o de origen
externo debido a la naturaleza ubicua. Este organismo es un patdgeno
oportunista, lo que significa que las dianas de enfermedades comprometidos
los pacientes como los jévenes, viejos, o los que tienen una enfermedad grave,
como el virus de la inmunodeficiencia humana.’?® Las infecciones
nosocomiales son mas frecuentes de este organismo, lo que significa que
puede ser contratado a partir del resultado de ser hospitalizados, como la
UCI. Enterobacter cloacae se han aislado de manos de personal, endoscopios,
productos de la sangre, dispositivos para la presion intra-arterial, estetoscopios,
termémetros albumim, digitales y muchos mas.*°

Ha habido incidencias de la contaminacion cruzada en la sala de
cardiovascular a través de la sonda de ecocardiografia transesofagica en la
UCI, asi como el sistema de cultivo de sangre. Con muchas posibilidades de
brotes causados por Enterobacter cloacae, es importante contar con la limpieza
del ambiente de rutina, sobre todo cuando se introducen nuevos métodos,
equipos, o personal.1?6

Enterobacter cloacae son responsables de diversas infecciones, como
bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio inferior, infecciones de piel y
tejidos blandos, infecciones del tracto urinario, endocarditis, infecciones intra-
abdominales, artritis séptica, osteomielitis e infecciones oftalmicas.
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Estas infecciones pueden causar morbilidad y mortalidad y la infeccion es
dificil de manejar debido a su resistencia a multiples antibidticos.

2 DIAGNOSTICO CLINICO Y MICROBIOLOGICO DE LA NEUMONIA

A través de los afios se han propuesto multiples criterios para el diagnéstico de
la neumonia asociada a la ventilacién .En 1987 Johanson y otros!?’ plantean
que la fiebre, leucocitosis, secreciones traqueobronquiales purulentas y la
presencia de nuevos infiltrados pulmonares en la radiografia de térax pudieran
resultar Utiles en la orientacion del diagnéstico de la entidad. Posteriormente se
demostrd que estos criterios no eran ni muy especificos ni muy sensibles, pues
no se identifica el origen infeccioso, y es dificil hacer una definiciéon para una
estrategia Optima en pacientes con solo la sospecha clinica de la
infeccion. 128129

Debido a esto, en 1992 durante el Consenso de Menphis,'3° se llegé al acuerdo
sobre el diagnéstico de esta entidad, y se dieron a conocer los criterios de
seguridad y probabilidad de neumonia asociada a ventilacion, los cuales
también resultaron dificiles de aplicar al tratarse de una entidad que necesita
diagnéstico rapido e inicio de tratamiento precoz, para evitar el desarrollo de las
complicaciones que esta entidad provoca.

En 1999, la Sociedad americana del Térax, 31132 emitié los nuevos criterios
para el diagnéstico de la neumonia asociada la ventilacién, los cuales consisten
en:

a) Criterios clinicos:

« Rayos X de torax con infiltrados nuevos o persistentes.
e Mas de 2 de los siguientes: fiebre o hipotermia, leucocitosis o
leucopenia, secreciones purulentas.

b) Pruebas diagndsticas suplementarias:

« No microbiologicas:

o Andlisis de gases arteriales;
« Hematologia completa;

« Microbioldgicos:

e Hemocultivos;
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e Aspirado endotraqueal para tincion de Gram y cultivos. EI examen
directo de las secreciones pulmonares es muy importante no soélo
porque identifica a los pacientes con neumonia asociada a ventilacion
mecanica, sino que ayuda a seleccionar el tratamiento adecuado.

Esta técnica permite obtener de forma sencilla y bien tolerada por el
paciente ceélulas y secreciones provenientes de una amplia zona del
pulmén que pueden ser examinadas inmediatamente y detectar la
presencia 0 ausencia de bacterias intra o extracelulares en el tracto
respiratorio inferior.

e Cultivo de liquido pleural (si se encuentra disponible).

Esta ultima clasificacion es la mas completa pues agrupa los criterios clinicos y
microbioldgicos, y permite de esta forma identificar el germen causal e iniciar
una terapéutica lo mas rapida y certera posible. Ademas puede ser aplicada en
nuestro medio.

También se utilizan para el diagndéstico de la neumonia asociada a ventilaciéon
mecanica, técnicas invasivas como cepillado protegido (CP), lavado
broncoalveolar (LBA), lavado broncoalveolar protegido y técnicas no
broncoscopicas a través del catéter de Metras, lavado broncoalveolar a ciegas
con catéter de Swan-Ganz, mini lavado broncoalveolar protegido y catéter
telescopado sin cepillo, las cuales estan dirigidas al diagnostico
microbiol6gico.*33134 A pesar de los numerosos estudios en este campo, la
utilidad de estas técnicas es incierta, ya que son de una baja sensibilidad y
existen numerosos aspectos que impiden establecer una distincion fiable entre
la presencia o0 ausencia de neumonia.

Para comprender la estrategia de diagndstico mas adecuada para la neumonia
asociada a ventilacion mecanica, hay que tener en cuenta que muchas
entidades imitan este proceso en pacientes gravemente enfermos. Existen
criterios clinicos que hacen sospechar la existencia de la neumonia asociada a
ventilacion mecénica, como: aparicion de secreciones traqueobronquiales
purulentas, presencia de infiltrados pulmonares nuevos o cambiantes en la
radiografia de torax, y signos de inflamacion sistémica: fiebre y leucocitosis,
guedan confusas, pues no puede identificarse de forma precisa la causa
infecciosa. De hecho la colonizacion de la via aérea por organismos patégenos
se produce en la mayoria de los pacientes sometidos a ventilacibn mecanica
prolongada, por lo que las secreciones purulentas no es un indicador fiable de
neumonia asociada a ventilacion mecanica.3®
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Existen otras entidades ya sean infecciosas 0 no, que se presentan con un
cuadro similar, porque se manifiestan con sintomas de inflamacion sistémicas e
infiltrados radiogréficos, entre las que se encuentran: tragueobronquitis,
neumonia eosinofilica aguda, infartos, hemorragias o trombosis pulmonar,
broncoaspiracién, distress respiratorio agudo o fibroproliferativo, atelectasia,
aspiracion, edema pulmonar atipico, derrame pleural y cancer. Algunas de
estas alteraciones son benignas y mejoran en menos de 48 horas y sin
secuelas, aunque no se traten especificamente. Desafortunadamente muchos
de los otros diagndsticos no son evidentes hasta que el paciente ya ha recibido
varios dias de tratamiento antibiético empirico. Un conocimiento del diagndstico
diferencial y un andlisis detenido de los datos disponibles favorecen al
diagndstico positivo y mejoran la morbilidad y mortalidad.135 136

Ademas, debemos tener en cuenta que existen otros aspectos que impiden
definir la presencia o ausencia de neumonia tales como:

1. Caracteristicas inherentes a los pacientes en ventilacion mecanica:

o Las lesiones no infecciosas coexisten frecuentemente con la heumonia
asociada a ventilacion mecanica.

o El area afectada por la neumonia puede ser dificil de identificar en la
radiografia de torax realizada en la cama.

2. Caracteristicas inherentes a la neumonia asociada a ventilacion mecanica:

e Lesiones histicas de neumonia se distribuyen irregularmente por el
pulmon.

e Lesiones neumodnicas de diferentes grados de severidad, coexisten en
un paciente e incluso en un segmento pulmonar.

« No hay un nivel de corte bacteriologico que pueda diferenciar la
presencia o ausencia histica de neumonia.

e La carga bacteriana del parénquima puede estar distribuida
desigualmente por el pulmon.

3. Caracteristicas inherentes a la técnica broncoscopica:

e Los problemas con el andlisis de los cultivos cuantitativos de las
muestras de CP y LBA, pueden conducir a resultados equivocados.

o EIl area donde se obtiene la muestra con el broncoscopio puede ser
dificil de identificar en la radiografia de torax realizada en la cama.
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3 TRATAMIENTO DE LA NEUMONIA ASOCIADA A VENTILACION
MECANICA

La mayoria de las veces los pacientes estan recibiendo tratamiento antibidtico
cuando se sospecha de neumonia asociada a ventilacibn mecénica, lo que
puede influir en el cultivo cuantitativo de las muestras broncoscopicas y de
pulmon.

A pesar de los avances en el tratamiento antimicrobiano, el manejo de los
pacientes con neumonia asociada a ventilacion mecanica es aun una tarea
dificil y compleja. La rapida identificacion del paciente infectado y una seleccion
adecuada del farmaco para iniciar el tratamiento en esta entidad, son objetivos
clinicos importantes, debido a que la seleccion del manejo adecuado produce
un mayor impacto en la mortalidad y morbilidad.*3’

Antes de analizar en detalle el tratamiento antibiético de los pacientes con
neumonia nosocomial, deben comentarse 4 puntos primordiales:

1. Los criterios convencionales para el diagndéstico de neumonia bacteriana
de los pacientes hospitalizados en unidad de cuidados intrensivos como
fiebre, leucocitos, secreciones tragueo-bronquiales purulentas y la
presencia de nuevos infitrados en la radiografia de torax, no son
ni muy sensibles ni especificos,’® porque no siempre puede
identificarse de forma precisa el origen infeccioso.

2. La supervivencia de los pacientes puede mejorar si la neumonia es
correctamente diagnosticada y tratada. Los pacientes ventilados que
desarrollan neumonia nosocomial tienen factores de riesgo de fallecer,
como: edad, enfermedad de base, microorganismos de alto riesgo,
infiltrados bilaterales en la radiografia de torax, tratamiento antibiético
inapropiado y este Ultimo est4 altamente relacionado con una evolucion
fatal.” Debido a que la elecciéon 6ptima del farmaco antimicrobiano es
mas facil en el caso de que el germen haya sido identificado, en la gran
mayoria de nuestros pacientes se inicia el tratamiento empirico al tener
en cuenta los diferentes aspectos que se tendran a consideracion
posteriormente.

3. Existen 2 factores en el paciente criticamente enfermo, que hacen dificil
la eleccion del antibiotico. En primer lugar las neumonias nosocomiales
son probablemente por patdgenos muy resistentes especialmente en
pacientes tratados previamente y en segundo lugar en los pacientes
diagnosticados como neumonia asociada a ventilacion mecanica, es
frecuente el cultivo de mudultiples organismos de las secreciones

pulmonares.*?
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4. Si bien los antibiéticos adecuados pueden mejorar la supervivencia de

estos pacientes, el uso empirico de antibiéticos de amplio espectro en
pacientes sin un diagnéstico bien claro, es potencialmente nocivo, pues
facilita la colonizacion y sobreinfeccion por organismos multirresistentes.
Por tanto el uso indiscriminado de agentes antimicrobianos en pacientes
ingresados en UCI, puede tener consecuencias inmediatas y a largo
plazo, y contribuyen a la aparicibn de patdégenos multirresistentes y
aumento del riesgo de sobreinfecciones graves.!?

Se deben considerar algunos factores importantes que pueden ayudar en la
mejor seleccion del tratamiento antibiético inicial 6ptimo,*2137 los cuales son:

Patégenos de supuesta causalidad y su patrén de susceptibilidad
antibidtica: aunque la neumonia nosocomial puede ser causada
virtualmente por cualquier microorganismo. La gran mayoria son
producidas por las bacterias. Es rara la etiologia de los hongos, virus o
protozoos en ausencia de granulocitopenia 0 Iinmunosupresion.
Independientemente que los bacilos gramnegativos representan un gran
namero de los patdégenos identificados, comienza a llamar la atencion el
papel predominante que desempefa el Staphylococcus aureus. Aunque
la prevalencia exacta de cada microorganismo infeccioso puede variar
de acuerdo con el pais, los hospitales y la sala concerniente; un
conocimiento preciso de la distribucion de los patdgenos mas
frecuentes, facilita la seleccion del tratamiento adecuado.’Las
tendencias microbiolégicas en la neumonia nosocomial estan
evolucionando hacia patdégenos mas resistentes y mas dificiles de
tratar.

Escenario clinico: enfermedades concretas pueden predisponer a los
pacientes e infectarse con organismos especificos, tal es asi que en los
pacientes politraumatizados y neuroquirdrgicos tienen un riesgo
aumentado de infeccibn por Staphylococcus aureus y en estudios
realizados se ha demostrado que enfermos que han recibido tratamiento
previo con antibidtico se infectan mas frecuentemente con el
Staphylococcus  aureus meticillin resistente.’®® Este hecho avala
firmemente que la duracién de la ventilacion y el uso previo de
antibiéticos son los 2 factores claves en la seleccibn de estos
microorganismos.Teniendo en cuenta estas caracteristicas
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epidemioldgicas debemos ser mas racionales en la seleccion de la pauta
del tratamiento inicial.”

Informacidén obtenida mediante el examen microscopico directo de las
secreciones pulmonares, pues no solo identifica los pacientes con
neumonia nosocomial, sino que también permite seleccionar el
tratamiento adecuado.37:13°

Actividad antibacteriana intrinseca de los farmacos antibacterianos: las
interacciones entre bacterias y antibiéticos son importantes para las
decisiones terapéuticas. EI modo de accién bactericida, el nivel
bactericida depende de la concentracién y el sinergismo con los
betalactamicos son ventajas claras para el uso de estos farmacos
antimicrobianos.”1!

Otras consideraciones farmacocinéticas: el tratamiento antibidtico
efectivo de la neumonia bacteriana depende del aporte adecuado de los
agentes antibacterianos en el lugar de la infeccién, por lo que debe
tenerse mucho cuidado en la dosificacion 6ptima, via de administracion y
las caracteristicas farmacologicas de cada agente utilizado. Se
considera que para que los niveles de antibidticos en los tejidos
infectados sean terapéuticos, la concentracion del farmaco libre debe ser
mayor o por lo menos igual a la concentracién inhibitoria minima in vitro
para los patdbgenos que causan la infeccion. En presencia de inflamacién
y/o lesibn mecanica el reparto de los agentes antimicrobianos en los
compartimentos histicos puede estar alterado debido a una alteracion de
la permeabilidad de las membranas. Algunos informes publicados en la
literatura médica,'®* han demostrado una relacién entre concentracion
sérica de betalactamicos u otros antibioticos, la concentracion minima
inhibitoria del organismo infectante y la proporciéon de erradicacion
bacteriana de las secreciones respiratorias en pacientes con infeccion
pulmonar.

La duracién del tratamiento antibiético recomendada por muchos autores,t
1213 queda imprecisa y recomiendan que la duraciéon sea adaptada a la
severidad de la enfermedad, al tiempo de la respuesta clinica y al
microorganismo responsable.
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Existen 3 desventajas para una duracion larga del tratamiento:

1. Afecta la ecologia bacteriana;
2. Aumenta la toxicidad antibioética;
3. Aumenta el costo.

El riesgo de ciertos efectos adversos se incrementa con la duracion de la
administracion de los antibiéticos, especialmente los aminoglucésidos. Para los
betalactamicos estos efectos estdn dados por reacciones inmunoalérgicas de
hipersensibilidad retardada, colitis pseudomembranosa y trombopatia, las
fluoroquinolonas provocan principalmente complicaciones neurologicas y
tendinosas.*?

Un tratamiento largo de un minimo de 14 a 21 dias, es preferible para
situaciones como: afectacion multilobular, malnutricién, cavitacion, neumonia
necrotizante por gramnegativos, cuando se aisl6 Pseudomonas o
Acinetobacter, la cual se justifica con el riesgo tedrico elevado de recaida. Un
tratamiento corto que dura entre 7 y 10 dias, se recomienda para neumonias
producidas por Staphylococcus aureus o Haemophilus influenzae.'!

Una pauta de duracion insuficiente puede ser fuente de fallo terapéutico o
recaida, definidos como la aparicion de los signos de neumonia y el aislamiento
del mismo patdégeno que ha adquirido o falta de resistencia.

Es posible que este fallo o recaida sea ain mayor cuando la concentracion de
bacterias en el lugar de la infeccién sea muy elevada.

Disminuir la cantidad de antibiéticos administrados a los pacientes
hospitalizados en UCI es, en efecto, un objetivo primario de todas las
estrategias orientadas a la reduccion de la aparicion y disminucion de tales
bacterias.®
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La neumonia asociada a ventilacion mecéanica (NAVM) se mantiene como una
entidad de alta mortalidad que afecta a las poblaciones sometidas a este
procedimiento.

A pesar de que se han diseflado estrategias para iniciar un tratamiento
oportuno y apropiado, mejorando el pronéstico de mortalidad de los enfermos,
no es menos cierto que la mortalidad atribuible es aun elevada con una terapia
adecuada.

Por esto, el desarrollo y ejecucion de medidas de prevencion adecuadas
parece ser uno de los esfuerzos mas acertados para la disminucién de la
morbi-mortalidad asociada a este cuadro.'#*

Los pacientes hospitalizados en la Unidad de Terapia Intensiva que tienen una
respiracion mecdanica artificial pueden ser predisponentes a adquirir una
infeccibn nosocomial, en este caso la neumonia, dicha enfermedad es
delicada, ya que compromete las funciones fisiologicas normales necesarias
para la vida, razon por la cual se necesita investigar que microorganismos son
colonizadores y patdgenos, asi como la mortalidad de dichos pacientes en
nuestro hospital.

Un hecho de gran importancia en neumonia nosocomial es la obtencion de
cultivos, frecuentemente limitada e inadecuada, lo que influye en la
identificacion del agente causal y dificulta el ajuste correcto del esquema
antibiético.

La mayoria de hospitales tiene la posibilidad de realizar métodos de cultivo no
invasivos, pero no es una constante en todos. Las muestras de esputo tienen
una pobre sensibilidad y especificidad y no aportan datos concretos. El
aspirado bronquial (BAS) es un método sencillo, rapido, de bajo costo, que
puede realizarse las 24 horas del dia con un minimo de adiestramiento en
pacientes conscientes, asi como ventilados artificialmente; la sensibilidad es de
60-100%, y la especificidad del 14—-100%. Son bastante aceptables siempre y
cuando se cumplan los criterios establecidos de muestra valida, como es la
presencia de < 10 células epiteliales por campo y> 25 leucocitos.4?

La realizacion de cultivos es basica y la interpretacion debe ser
multidisciplinaria, sin corresponder exclusivamente al microbiologo, infectologo,
neumologo o al intensivista, ya que es fundamental la correlacion clinico-
microbiolégica en cada caso.
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Existe una gran diferencia en la incidencia de nheumonia asociada a ventilacion
mecanica convencional (VMC) y la asociada a ventilacibn mecanica no invasiva
(VMNI).

La causa parece ser evidente: la colocacion y movimiento dinamico del tubo
endotraqueal altera las barreras defensivas de la mucosa traqueal originando
un proceso inflamatorio local, mayor produccion de moco y
contaminacion de las secreciones por trascolonizacion o simplemente por
colonizacion natural del tubo endotraqueal, lo que sucede en 48 a 72 horas; el
siguiente paso es la aspiracion, que sucede en forma pasiva.

En la VMNI, el uso de mascarillas parciales o totales limita el dafio directo a las
vias aéreas y disminuye sustancialmente el riesgo de neumonia, 30 vs <5%,
respectivamente,143.144.145

Esto junto a los cambios epidemioldgicos en los microorganismos implicados y
la elevada resistencia a los antimicrobianos obliga a plantear medidas
preventivas eficaces, a hacer un uso racional de los antibi6ticos y a utilizar los
medios sanitarios disponibles con rigor cientifico. Todo ello justifica su revision.

5 JUSTIFICACION:

La neumonia asociada con la ventilacion mecénica es la infeccion nosocomial
mas frecuente y una de las principales causas de muerte en las unidades de
cuidados intensivos en el mundo.*® Afecta de manera frecuente y significativa
a los pacientes atendidos en los servicios de hospitalizacion.

Este problema conlleva una morbilidad y mortalidad altas, y a un aumento en
los dias de estancia hospitalaria de 4 a 6 dias,'*° se calcula que cada incidencia
de neumonia asociada a ventilacibn mecanica genera una aumento de costos
de $20,000 a $40,000.1%0

La incidencia de la neumonia asociada con la ventilacibn mecanica, varia
segun la poblacidon que se considere, desde 5 casos por 1,000 dias de
ventilacion en pacientes criticos pediatricos hasta 16 casos por 1,000 dias de
ventilacion en pacientes quemados o traumaticos. 152
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La neumonia asociada a ventilacibn mecanica es un asunto global. En
Alemania, entre 2001 y 2005, 5.72% de los pacientes de la unidad de cuidados
intensivos desarrollaron neumonia asociada a ventilacion mecéanica.®3 Seguln
estadisticas recientes, 9.2% de los pacientes de la unidad de cuidados
intensivos en Francia desarrollan neumonia que contraen en la unidad de
cuidados intensivos.1>*

Y en el Reino Unido, la infeccion del tracto respiratorio inferior
intrahospitalarias agrega un promedio de 12 dias de estadia, con un costo
promedio adicional de $4,149 por paciente.®®

En México la neumonia asociada a la ventilacion mecanica constituye uno de
los principales problemas de morbilidad, con una incidencia entre 16 y
29% y una tasa de letalidad de 20 a 70% en general y hasta un 11% en nifios;
se asocia a pacientes que padecen alteraciones inmunolégicas y a enfermos
gue son sometidas a procedimientos invasivos, como la asistencia ventilatoria o
la terapia respiratoria.t>®

6 OJETIVO GENERAL:

Analizar la frecuencia de neumonia nosocomial de los nifios del servicio de
terapia intensiva, asociada al uso de dispositivos de soporte respiratorio,
determinando los tipos de microorganismos patégenos, y conociendo la
sensibilidad y resistencia a distintos antibiéticos, durante el periodo junio 2012
a junio 2013.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Estimar la incidencia de neumonia nosocomial asociada a ventilacion
mecanica, por grupo de edad y sexo.

e Identificar género y especie de bacterias y hongos causantes de
Neumonia Nosocomial

e Determinar la sensibilidad y resistencia a distintos antibiéticos de
bacterias causantes de neumonia nosocomial
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Asociar el cultivo microbiolégico positivo de aspirado bronquial con la
presencia de fiebre y radiografia de térax con alteraciones en los
pacientes.

7 METODOLOGIA:

TIPO DE ESTUDIO: Estudio retrospectivo, observacional, transversal,
longitudinal y descriptivo.

UNIVERSO DE TRABAJO: 141 muestras de aspirados bronquiales
procedentes de pacientes con soporte de ventilacibn mecanica, del
servicio de unidad de terapia intensiva, en el periodo de junio 2012 a
junio 2013.

CRITERIOS DE INCLUSION: Todas las muestras de aspirados
bronquiales que provengan de pacientes con soporte ventilatorio, se
encuentren en buen estado y sean suficientes para su estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION: Muestras que no sean obtenidas de vias
respiratorias bajas, asi como muestras que se encuentren contaminadas
con via aérea superior.

CRITERIOS DE ELIMINACION: Aquellas muestras de pacientes que no
contengan la informacién completa requerida.

VARIABLES DE ESTUDIO:

Definicién de variable

Medicion de variable

Edad: Periodo de vida del paciente

Neonato: nifios de 0 a 27 dias de vida

desde su nacimiento hasta el )
momento de presentar neumonia Lactantes: 28 dias a 23 meses
nosocomial.

Preescolar: 2 a 5 afios
Escolar: 6 a 11 afos

Adolescente: 12 a 18 anos
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Manifestaciones clinicas: signos vy | Registro de:

sintomas registrados en expedientes

y bitacoras. Fiebre
Radiografia de térax con alteraciones
Secreciones purulentas

Cultivos Microbioldgicos Positivos: Desarrollo de bacterias u

hongos patdégenos.

Negativos: Sin desarrollo de agentes
patégenos.

FUENTES DE INFORMACION: La informacion se obtendra a partir de
bithcoras del laboratorio de investigacion en microbiologia y
parasitologia del hospital infantii de Morelia, asi como también de
articulos cientificos.

ANALISIS DE RESULTADOS: Se llevé a cabo mediante el programa
Excel y tabla cuadricelular.

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA: Las muestras de aspirados
bronquiales al llegar al laboratorio se les realizan 4 ensayos: examen
directo en fresco, examen con KOH, tincibn Gram y cultivo en medios
habituales y selectivos.
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EXAMEN DIRECTO EN FRESCO:

Colocar una gota de aspirado
bronquial en portaobjetos.

} Colocar cubreobjetos.

Observar al microscopio en 40x la
presencia de células epiteliales,
ritrocitos, leucocitos y levaduras.

EXAMEN CON KOH:

Colocar una gota de aspirado bronquial
en portaobjetos.

Agregar una gotade KOH al 10 %y
homogenizar.

Observar al microscopio en 40x la
presencia o aunsencia de estructuras de
origen fungico.
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TECNICA:

Imagen 1. Colocacion se la muestra de Imagen 2. Aclaramiento con KOH una gota

162

aspirado bronquial en portaobijetos.

al 10% .*%

Imagen 3. Observacién al microscopio 40x.1%2

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia.
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TINCION GRAM:

Colocar una gota de aspirado
bronquial en portaobjetos y
fijar.

Afadir colorante cristal
violetay esperar 1 min.

' Enjuagar el colorante con
agua.

Colocar Alcohol-Cetona
(paso critico)

Safranina o Fucsina basicay

'Aﬁadir colorante de contraste
esperar 1min.

Enjuagar con aguay dejar

Observar al microscopio

100x e identificar bacterias

Gram-positivas y bacterias
Gram-negativas.
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TECNICA:

Imagen 4. Fijacion.1®?

Imagen 5. Aplicaciéon del colorante
primario. 62

Imagen 6. Apliacion de Mordiente. 162

Imagen 7. Decoloracidn. 162

Imagen 8. Observacién al microscopio.

162

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia
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CULTIVO:

Aspirado bronquial

Medios de Cultivo: Agar
Sangre, Agar Chocolate,
McConkey , y otros selectivos.

Realizar aislamiento

Llevar a cabo pruebas
bioquimicas correspondientes

Identificar género y especie
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TECNICA:

Imagen 9. Cultivo de muestra en medios

habituales. 12

Imagen 10. Cultivo de muestra en

medios selectivos: Sabourod. %2

Imagen 11. Pruebas bioquimicas para
identificar género y especie.'®?

Imagen 12. Realizacién de pruebas

bioquimicas.!®?

Fuente: Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia
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8 RESULTADOS

RELACION CULTIVOS ASP.BRONQUIAL DE
UNIDAD DE TERAPIA INTENSIVA
POSITIVOS/NEGATIVOS JUNIO 2012 - JUNIO2013

| Positivos = Negativos

El total de muestras procesadas de aspirados bronquiales de la Unidad de
Terapia Intensiva fueron 141, de las cuales resultaron con cultivo positivo un

74%, y negativos el 26% restante.
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TOTAL DE MUESTRAS POSITIVAS

El 74% de positividad en cultivo de aspirados bronquiales corresponde a 73
muestras; de las cuales encontramos que el 33% corresponden al sexo

femenino y el 67% al sexo masculino.
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Edad del Paciente

40

35

30

n: 141 pacientes
25

20

15
10
| _
0

Neonatos Lactante Preescolar Escolar Adolescentes

Numero de casos

Los nifios se agrupan de acuerdo a su edad en categorias, también llamadas
edades pediatricas. De las muestras que se analizaron, la mayor parte de los
pacientes estan en el grupo de lactantes, seguidos de preescolar, escolares y
adolescentes. En el grupo de neonatos no se registraron muestras.
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PACIENTES CON CULTIVO POSITIVO

25 -+

Numero de Casos

Del total de pacientes con muestras positivas, también se agrupan la mayor
parte en la edad de lactantes, seguido de preescolar y adolescentes
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Principales microorganismos aislados de
aspirados bronquiales
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La grafica representa, la incidencia de los microorganismos aislados de
aspirados bronquiales, siendo la de mayor aparicién Pseudomonas aeruginosa
con un 21.1% , seguida de Candida albicans con un 15.56% Candida spp. con
15.56% Staphylococcus aureus con 11.11%,Escherichia coli con el 11.11% |,
Enterobacter cloacae con 8.89%, Klebsiella pneumoniae con 6.67%,
Enterococcus faecalis con 5.56% y Stenotrophomonas maltophilia con un
4.45%
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Resistencia de Pseudomonas aeruginosa

12

10

AN NET GM FEP CTX CAZ CRO CIP LVX IPM MEM SXT TIM TZzP C CL

Pseudomonas aeruginosa presenta una resistencia a aminoglucésidos con un
16% para Amikacina, y 26% para Netilmicina y Gentamicina; en el grupo de las
cefalosporinas se observa un porcentaje del 53% de resistencia; a las
quinolonas; un 26%;a los carbapenems; se observé un 32% , en el caso de
trimetoprim/sulfametoxazol un 37%, Ticarcilina/Acido clavulanico un 32%,
Piperacilina/Tazobactam 16%, Colestina 37% y Cloranfenicol 16%.
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Pseudomonas aeruginosa en Aspirados
Bronquiales

Pseudomonas
aeruginosa MR
48%

Dentro de los tipos de Pseudomonas aeruginosa, encontramos que el 26% son
productoras de Betalactamasas de Espectro Extendido; lo cual les confiere
resistencia a diversos antibioticos, 48% corresponden a cepas multiresistentes,
y el otro 26% son cepas multisensibles. Lo que nos indica un total de 72% de

cepas multiresistentes.
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Sensibilidad de Escherichia coli

12

10

AN NET GM FEP CTX CAZ CRO CIP LVX IPM MEM SXT TIM TZP C CL MOX

La grafica representa la sensibilidad de Escherichia coli donde se observa que
el 80% de las cepas son sensibles a los aminoglucésidos, quinolonas,
carbapenems, trimetoprim/sulfametoxazol,  Ticarcilina/Acido  clavulanico,
Piperacilina/Tazobactam , Colestina y Cloranfenicol, sin embargo se observa
que solo el 20% son sensibles a cefalosporinas.
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Sensibilidad de Enterobacter cloacae

pas

No. de Ce
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Antibidticos

Enterobacter cloacae es sensible con un 75% a los aminoglucésidos, con un
50% a las cefalosporinas, a Ciprofloxacino presenta un 75%, Levofloxacino
50%,a Carbapenems y trimetoprim/sulfametoxazol,no presenta resitencia;
Ticarcilina/Acido  clavulanico, Colestina y Cloranfenicol 50%, vy
Piperacilina/Tazobactam 62.5 %.
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Sensibilidad de Stenotrophomonas
maltophilia

AN NET GM FEP CTX CAZ CRO CIP LVX IPM MEM SXT TIM TzP C CL

Stenotrophomonas maltophilia es un microorganismo multiresistente, aunque
el numero total de cepas que se encontrd en este estudio es bajo; son solo
sensibles a Ceftazidima con un 25% y a levofloxacino, con un 75%,
presentando resistencia a aminoglucésidos, a las demas cefalosporinas y a los
carbapenems.
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Relacion Cultivo +/ Rx +

n=30 pacientes

Del universo de 141 pacientes. Tomamos una muestra de 30; hicimos una
relacion entre el hecho de presentar un cultivo positivo y al mismo tiempo una
radiografia de torax con alteraciones. Encontramos que soélo el 50% de los
pacientes con cultivo positivo, presentaron también una radiografia.

Relacion Cultivo +/ Fiebre +

De la misma manera comparamos con la presencia de fiebre y observamos
que el 70% de pacientes con cultivo positivo, presentan al mismo tiempo fiebre.
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9 RESULTADOS ESTADISTICOS: TABLA CUADRICELULAR

RELACION CULTIVO/RADIOGRAFIA

ESTANDAR DE ORO

Radiografia. POSITIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVA 15 (a) 2 (b) 17
NEGATIVA 12 (c) 1 (d) 13
TOTAL 27 3 30
Sensibilidad = —2— = 55.55%
(a+c)
. _da  _
Especificidad = oD 33.33%
Exactitud = —“%_ = 53.33%
a+b+c+d
RELACION CULTIVO/ FIEBRE
ESTANDAR DE ORO
FIEBRE CULTIVO NEGATIVO TOTAL
POSITIVO POSITIVO
1(b) 22
21 (a)
NEGATIVO 6(c) 2(d) 8
TOTAL 27 3 30

Sensibilidad = —2— = 77.77%

(a+c)

d
(b+d)

Especificidad = = 16.66%

a+d
a+b+c+d

Exactitud = = 76.66%

98




10 DISCUSION:

En este estudio se tomo como universo 141 muestras de aspirados
bronquiales, provenientes del Servicio de Unidad de Terapia Intensiva, las
cuales representan el periodo de un afo; de junio 2012 a junio 2013.

Del total de muestras analizadas resulté un 74% de positividad para cultivo
microbioldgico y el 26% restante son muestras negativas, datos similares a los
resultados de Somogyi y colaboradores'®’, ya que ellos reportan un total de
68.9% de cultivos microbiolégicos positivos y un 31.4% de cultivos negativos.
El porcentaje de positividad es alto, razdén por la cual es recomendable realizar
la toma de muestras de aspirados bronquiales a los pacientes con ventilacion
mecanica y enviarlas al laboratorio de Microbiologia, por lo menos una vez por
semana.

En cuanto al género, el estudio demostré que en el sexo masculino representa
el 67% de los casos, por lo que nos indica que la mayor parte de las muestras
de aspirado bronquial con cultivo positivo se encuentran en este género,
mientras que Contreras y colaboradores en Chile!®® reportan un porcentaje de
51% de los casos pero en sexo femenino. La edad pediatrica con mayor
incidencia tanto en el total de muestras analizadas y el nUmero de muestras
con cultivo microbiolégico positivo es en el area de lactantes.

Se identific6 que de las muestras analizadas la principal bacteria aislada fue
Pseudomonas aeruginosa con un gran porcentaje de cepas multiresistentes,
seguida de Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis y
Stenotrophomonas maltophilia, o cual es muy similar a lo descrito en un
estudio realizado por la Sociedad Espafiola intensival#® donde ellos reportan de
igual manera a Pseudomonas aeruginosa como el principal microorganismos
aislado en aspirados bronquiales, seguido por las enterobacterias y
Stenotropomonas maltophilia. Datos que de igual manera concuerdan con el
estudio realizado por Huizar y colaboradores'™ donde también se reporta a
Pseudomonas aeruginosa en primer lugar, seguido de las enterobacterias,
Staphylococcus aureus y Stenotrophomonas maltophilia.

Candida albicans se considera como colonizante, sin embargo su permanencia
a largo plazo puede dar lugar a una infeccion de tipo sistémico.
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Un dato muy importante es que se aisl6 a Stenotrophomonas maltophilia,
multiresistente lo que nos indica que esta bacteria era considerada como
ambiental, se esta convirtiendo en un patdégeno emergente que amerita su
vigilancia constante, ya que se ha observado su presencia en brotes
intrahospitalarios.

Otros estudios relacionados realizados por Menéndez y colaboradores en
Cubal®!, demuestras también el aislamiento de Stenotrophomonas maltophilia
resistente a los antibidticos.

Tomando como  estandar de oro el cultivo positivo realizamos una
comparacién, con el hecho de presentar fiebre y radiografia de térax con
alteraciones.

Con esto demostramos que solo el 50% de cultivos positivos presentan al
mismo tiempo radiografia de térax con alteraciones. Esta relacion posee una
sensibilidad de 55.5% y una especificidad de 33.3%.

En cuanto a la relacion de cultivo positivo y presencia de fiebre encontramos

que el 70% de los pacientes presentan estas dos condiciones al mismo tiempo,
tiene una sensibilidad del 77.7% y una especificidad del 16.6 %.
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11 CONCLUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos, el soporte de ventilacion artificial,
favorece la entrada de microorganismos patdgenos al sistema respiratorio, ya
que rompe las barreras fisicas fisiologicas del cuerpo. El 74% de muestras
analizadas resultaron positivas, lo que indica la importancia de monitorear al
paciente mediante cultivo de aspirado bronquial sobre todo ante la presencia
de fiebre y radiografias de torax con alteraciones. Los microorganismos de
mayor incidencia son Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, y Candida
sp. Siendo la mayor parte de cepas de Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes, razon por la cual la terapia empirica antibacteriana debe de ir
dirigida hacia este patégeno.

En diversos estudios epidemiologicos se ha demostrado que la permanencia en
una unidad de cuidados intensivos es el factor de riesgo mas importante de
padecer colonizacion por Candida albicans y posteriormente infeccion
diseminada, por lo que deben destacarse las medidas preventivas que
disminuyan la morbilidad y mortalidad que causa este patdgeno.

Como ya se menciond Candida albicans esta posicionada en 2do lugar de
incidencia, y aunque es considerada como microorganismo colonizador, no se
le puede ignorar, ya que su presencia a largo plazo puede causar una infeccion
sistémica.

Debido al resultado de la baja sensi-especificidad de cultivo positivo con
radiografia-fiebre se demuestra que el diagnostico no puede basarse solo en
el hecho de gque se presenten estas caracteristicas ni se debe tomar como un
patrén de oro el cultivo de aspirado bronquial, se deben evaluar de manera
conjunta los ensayos y analisis que se realicen en el laboratorio microbiologico,
laboratorio clinico como leucocitosis u otros parametros de infeccion sistémica
como el hemocultivo y urocultivo en todos los pacientes con ventilacién
mecdénica artificial y la observacion en curso del médico.
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