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Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que ha tomado gran
importancia a nivel hospitalario debido a su incremento en la resistencia a
distintos agentes antimicrobianos. Debido a esta situacion las opciones a un
tratamiento efectivo se han visto limitadas y el manejo de los pacientes con
infecciones por P. aeruginosa se ha vuelto una tarea dificil de controlar. La
presente investigacion pretendi6 establecer el panorama de las infecciones por
P. aeruginosa en el pais, especificamente en pacientes del Hospital México. A
partir de 198 muestras clinicas de pacientes del Hospital México obtenidas
desde noviembre del 2004 hasta octubre del 2005, se realiz6 una base de
datos con informacién referente al paciente y al patron de resistencia a algunos
agentes antimicrobianos. Con las cepas obtenidas de P. aeruginosa se efectu6
un RADP para posteriormente comparar el patrén molecular de las cepas en el
programa GelCompar 11, para asi establecer los porcentajes de correlacion
entre los distintos aislamientos. Se logré determinar los porcentajes de
aislamientos segun sexo, tipo de muestra, servicio y resistencia a los agentes
antimicrobianos utilizados en el estudio. También se establecié la distribucion
de los aislamientos segun el tipo de muestra, sexo y perfil de resistencia a
antibiéticos para obtener posibles asociaciones positivas 0 negativas segun la
caracteristica analizada. Finalmente, mediante andlisis fenotipico se
establecieron los distintos clones presentes en los servicios del Hospital México
y se agruparon en 9 grupos primarios y 20 grupos secundarios al compartir
entre si un 80% de similitud genética. A pesar del aumento en la resistencia a
los carbapenems, en este estudio se puede observar que la resistencia a la
piperacilina/tazobactam sigue siendo baja. El patron de resistencia a los
antibiéticos entre los diferentes clones no es siempre el mismo, lo que sugiere
la posible adquisicion de genes o bien debido a la presion por el uso
indiscriminado de antibiéticos. Se logr6 definir para algunos grupos primarios y
secundarios una asociacion a un servicio hospitalario en particular, y en
aquellos servicios donde la variabilidad de clones es baja se puede atribuir a un
predominio de ciertos clones. Por Ultimo, se definid la importancia del manejo
de los pacientes internados en el servicio de terapia intensiva, donde la
variabilidad de genes y la importante cantidad de grupos de clones asociados
hace pensar en los posibles factores de riesgo que intervienen en el

establecimiento de este tipo de infecciones.



1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion general del género Pseudomonas

En el género Pseudomonas se incluyen las bacterias no fermentadoras,
conocidas también como bacterias oxidadoras o sacaroliticas, que pueden
degradar de forma oxidativa los carbohidratos. Los bacilos y cocobacilos Gram
negativos no fermentadores son ubicuos, se pueden encontrar en suelo, agua,
plantas, vegetacion en proceso de descomposicion, en alimentos; en hospitales
son aislados a partir de nebulizadores, fluidos de dialisis, catéteres y otros
instrumentos (Mahon y Manuselis, 2000).

Las bacterias no fermentadoras representan un 15% del total de
aislamientos de bacilos Gram negativos recuperados en el laboratorio de
microbiologia clinica. Clinicamente, existen diferencias en las infecciones
causadas por cada especie. Sin embargo, algunas manifestaciones de la
enfermedad y factores de riesgo presentes son comunes. Algunas de las
manifestaciones de enfermedad asociadas a los organismos no fermentadores
son septicemia, meningitis, osteomielitis e infecciones de heridas usualmente
debidas a traumas o cirugia. Los factores de riesgo que facilitan el desarrollo
de una infeccién por estos microorganismos son inmunosupresion (tales como
la Diabetes Mellitus, el cancer, el uso de esteroides, los transplantes), trauma
(disparos de bala, heridas por arma blanca, puncién, cirugia, quemaduras),
implantacion de cuerpos extrafios (como catéteres urinarios 0 sanguineos,
protesis de valvulas y articulaciones, implantes comeales o lentes de contacto)
y fluidos de infusién como dializados e irrigaciones salinas (Mahon y Manuselis,
2000).

Algunas caracteristicas del género Pseudomonas son (Murray et al.,
2003; Mahon y Manuselis, 2000; Baltch, 1994 y Todar, 2004):

o Bacilos o cocobacilos Gram negativos, rectos o ligeramente curvos,

aerobicos no formadores de esporas. Miden 1.5 — 5 pym de longitud y 0.5

— 1 ym de ancho y poseen un estricto metabolismo respiratorio con

oxigeno como el aceptor final de electrones. Algunos aislamientos



pueden crecer bajo condiciones anaerobicas utilizando nitrato y arginina
como Ultimos aceptores de electrones.

o Moviles por uno o mas flagelos polares.

e No forman esporas.

+ No realizan fotosintesis ni logran fijar en nitrégeno.

e Oxidasa y catalasa positivos (con la excepcion de P. luteola y P.
oryzihabitans).

e Comunmente crecen en Agar MacConkey generando colonias incoloras
debido a que son no fermentadoras de lactosa.

e La mayoria de las especies degradan glucosa de manera oxidativa
(oxidadores de carbohidratos) y convierten el nitrato a nitrito o nitrébgeno
gaseoso.

o Ciertas especies exhiben morfologias o pigmentacion distintivas.

e Son nutricionalmente versatiles y segin la especie, son capaces de
utilizar una gran variedad de fuentes de carbono desde carbohidratos
simples o compuestos, alcoholes y hasta aminoacidos.

o Capaces de crecer en biopeliculas, lo que les proporciona proteccion
fisica, quimica y biolégica contra agentes antimicrobianos.

e Algunas especies pueden multiplicarse a 4°C, pero la mayoria son
mesodfilas, con una temperatura de crecimiento 6ptima de 30 hasta 37°C.

1.2 Habitats naturales de Pseudomonas aeruginosa

El género Pseudomonas tiene una distribucién cosmopolita con una
predileccién por ambientes humedos. Se pueden encontrar en agua, pantanos,
héabitat de costas marinas, asi como en tejidos animales o sobre plantas,
incluyendo frutas y vegetales. Logra formar biopeliculas en superficies
himedas sobre rocas y tierra. Algunas especies de Pseudomonas son bien
reconocidas como fitopatobgenas y muchas especies fueron descritas
inicialmente bajo este contexto (Murray ef al., 2003 y Stover ef al., 2000).

Debido a su habilidad de sobrevivir en ambientes acuaticos, estos
organismos, particularmente P. aeruginosa, se han convertido en una
problematica en el ambiente hospitalario. P. aeruginosa se ha encontrado en



una variedad de soluciones acuosas incluyendo desinfectantes, cremas,
jabones, fluidos de irrigacion, gotas para los ojos, fluidos de didlisis y en equipo
hospitalario. También es frecuentemente encontrada en aireadores y
lavamanos, en bafios de bebés y de hidroterapia, en jacuzzis y en duchas y en
equipos de terapia respiratoria. De igual manera este microorganismo se ha
logrado aislar a partir frutas y vegetales podridos. Por lo tanto, individuos con
inmunosupresion severa no deben consumir estos alimentos debido a la
subsiguiente colonizacién gastrointestinal por P. aeruginosa que podria llevar a
una bacteremia (Murray et al., 2003).

Ademas de las fuentes nosocomiales, P. aeruginosa puede ser
encontrada en piscinas, bafios de vapor, soiuciones para lentes de contacto,
cosméticos, uias artificiales, drogas intravenosas ilicitas y en las suelas
internas de zapatos deportivos. Todos estos sitios han sido identificados como
fuente de infeccién (Murray et al., 2003).

P. aeruginosa ha sido encontrada infrecuentemente como parte de la
flora indigena de individuos sanos. En estas personas, el tracto gastrointestinal
- es el sitio donde mas frecuentemente se ha logrado aislar a esta bacteria, pero
otros sitios himedos del cuerpo pueden ser igualmente colonizados, como por
ejemplo la garganta, la mucosa nasal y superficies humedas de la piel como la
axila y la ingle (Murray et al., 2003).

Las tasas de colonizacion aumentan en pacientes hospitalizados,
particularmente en aquellos que han sido hospitalizados por periodos extensos
y/o han recibido terapia antimicrobiana de amplio espectro o quimioterapia. La
colonizacion de estos sitios en estos pacientes es similar a la que ocurre en
pacientes sanos, sin embargo, en los primeros también se incluyen las
infecciones del tracto respiratorio inferior, especialmente en pacientes
intubados (Murray et al., 2003).

1.3 Importancia clinica de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es el patbgeno humano mas importante en el género
Pseudomonas con respecto al nimero y tipos de infecciones ocasionadas y a
la morbilidad y mortalidad asociada (Mumray ef al., 2003). La emergencia de P.



aeruginosa como un patégeno oportunista en el siglo pasado puede ser una
consecuencia de su resistencia a antibiéticos y desinfectantes que eliminan
otras bacterias ambientales (Stover et al., 2000). Es parte inusual de la flora
normal, ya que unicamente del 4% al 12% de los humanos la poseen como
parte de su flora normal fecal. Puede, sin embargo, representar un 5% al 15%
de las infecciones nosocomiales (Mahon y Manuselis, 2000).

P. aeruginosa afecta a una gran variedad de pacientes cuyas defensas
contra una infeccién estan comprometidas por un trauma o por una enfermedad
de fondo (Balich, 1994). El espectro de enfermedades causadas por P.
aeruginosa se extienden desde infecciones superficiales de la piel como
quemaduras, hasta sepsis fulminante (Murray ef al., 2003).

Ademas, es capaz de producir una variedad de factores que explican su
patogenicidad, tales como endotoxina, proteasas, hemolisina, mucosidad,
lecitinasa, elastasa, coagulasa, ADNasa y exotoxina (Mahon y Manuselis,
2000).

1.3.A- Infecciones superficiales
Probablemente la infeccion superficial mas asociada con este organismo

es la foliculitis y el rash necrotizante de la piel, este ultimo referido como el
“Sindrome del jacuzzi o del bafio caliente®, que se desarrolla en usuarios de
estas actividades recreacionales. Ambos tipos de infecciones pueden ser
adquiridas en piscinas, toboganes de agua, jacuzzis, y bafios de vapor, o por
uso de esponjas contaminadas (Murray ef al., 2003)

Las infecciones superficiales del canal auricular ocasionadas por P.
aeruginosa frecuentemente se desarrollan en individuos involucrados en
deportes acuaticos, como en nadadores de competencia y clavadistas. Esta
condicion es llamada “oido de nadador’, y en esta infeccion, observada
principalmente en diabéticos y adultos mayores, P. aeruginosa puede invadir
los tejidos profundos, dafiando los nervios craneales y causando osteomielitis
del hueso temporal y basilar del craneo. Se podria evolucionar a una
meningitis. El tratamiento exitoso de esta infeccién requiere de cirugia y terapia
antimicrobiana (Murray et al., 2003 y Stover et al., 2000).



La infeccion ocular por P. aeruginosa usuaimente se continia con un
trauma menor de la comea. Estas infecciones son frecuentemente asociadas al
uso de lentes de contacto. Soluciones para lentes de contacto contaminadas y
el uso de agua del tubo durante el cuidado de los lentes han sido implicados
como fuentes de infecciones. Infecciones oculares por P. aeruginosa pueden
causar ulceras comeales, que pueden progresar a una perdida de la funcion
ocular si no es tratada a tiempo (Murray et al., 2003).

1.3.B- Infecciones en pacientes con quemaduras
Las heridas por quemaduras representan un sitio susceptible para la

colonizacién por microorganismos oportunistas. A pesar de que las técnicas
actuales para el cuidado de las heridas por quemaduras han reducido la
incidencia de infecciones en pacientes quemados, la alta tasa de sepsis
posterior a estas infecciones por heridas son responsables de tasas de
mortalidad significativas (Pirnay et al.,, 2003, Murray et al, 2003). La situacién
para los pacientes con infecciones por P. aeruginosa es particularmente
problematicas ya que este microorganismo presenta una resistencia inherente
a muchas clases de antibidticos y es capaz de adquirir resistencia a los
antibi6ticos que son efectivos en esta clase de infecciones (Pirnay ef al., 2003).

La colonizacion por P. aeruginosa puede originarse desde fuentes
endogenas tales como el tracto intestinal, o desde fuentes exégenas como
equipo contaminado o de pacientes colonizados por P. aeruginosa. La
importancia de conocer las rutas de colonizaciéon es crucial para el desarrolio
de medidas preventivas contra la infeccioén. Sin embargo, en distintos estudios
se ha demostrado que los objetos inanimados del ambiente hospitalario no son
una fuente importante de P. aeruginosa para este tipo de pacientes. Se
sospecha que el origen comun de las cepas aisladas en 'os pacientes
quemados provenga del agua que se suministra en el hospital y de la
contaminacion cruzada con pacientes colonizados por P. aeruginosa (Pirnay et
al., 2003).



1.3.C- Infecciones localizadas
P. aeruginosa es una causa de neumonia adquirida en la comunidad

(NAC) en un pequefio nimero de pacientes. Estos individuos tienden a ser de
edad media, frecuentemente con una historia de fumado, y han sido expuestos
a agua aerolizada de fuentes como jacuzzis o humidificadores. Debido a que
esta es una causa inusual de NAC, los pacientes rara vez reciben la apropiada
terapia empirica antimicrobiana y la mortalidad es alta (33%). Debido a que un
92% de estos pacientes reportados en la literatura son bacterémicos, es
probable que la enfermedad mas severa sea la bacteremia, y que la mortalidad
de NAC causada por P. aeruginosa sea realmente menor (Murray et al., 2003).

En la endocarditis bacteriana producida por agentes Gram-negativos, P.
aeruginosa puede ser participe al provocar infecciones en valvulas y en la
endovasculatura del corazén, asi como en venas mayores. Las condiciones
mas comunes que predisponen a una endocarditis por P. aeruginosa son el uso
de protesis de valvulas, vias intravasculares, el padecimiento de cancer,
leucemia o un estado de neutropenia prolongado y la quimioterapia. La
endocarditis ocasionada por la infeccion de las valvulas nativas del corazon,
ocurre principalmente por el abuso de drogas intravenosas (Baltch, 1994).

P. aeruginosa es capaz de desarrollar un cuadro de osteomielitis en el
hueso caicaneo de nifios. Una herida punzante, usualmente ocasionada por
una uia penetrando un zapato deportivo, puede desencadenar, después de un
mes, una infeccion. La parte intema de la suela es la fuente infecciosa de P.
aeruginosa (Murray et al., 2003).

1.3.D- Infecciones sistémicas
La bacteremia y el choque séptico ocasionados por P. aeruginosa

continua siendo un problema mayoritario en pacientes hospitalizados llevando
a enfermedades malignas, enfermedad cardiopulmonar, fallo renal, o diabetes
(Murray et al., 2003). Esta bacteria es propensa a invadir las paredes
vasculares de las venas, lo que facilita la dispersion en el organismo
colonizado. P. aeruginosa es responsable de 6.2% de todas las bacteremias y
hasta un 75% de las bacteremias nosocomiales. Un mal pronéstico de una



bacteremia causada por P. aeruginosa incluye factores como granulocitopenia
con choque séptico, terapia de antibiéticos inapropiada y la presencia de
metastasis séptica (Mahon y Manuselis, 2000).

En pacientes con cancer, es responsable del 5 a 31% de aislamientos en
casos de bacteremia. La mortalidad a causa de una bacteremia por P.
aeruginosa en esta poblacion de pacientes varia, desde tan bajo como un 5%
hasta tan alto como un 50% en pacientes con bacteremia polimicrobiana. La
bacteremia por P. aeruginosa en abusadores de drogas intravenosas es
usualmente asociada con endocarditis bacterial, como resultado de una
inyeccion con drogas contaminadas. El reemplazo de la valvula afectada es
usualmente necesario. Estos individuos pueden también desarrollar
osteomielitis en diferentes huesos (Murray et al, 2003). También ocasiona
bacteremia asociada con empiema gangrenoso de la piel. En raras ocasiones,
P. aeruginosa es capaz de originar enfermedades del sistema nervioso central,
incluyendo meningitis (Mahon y Manuselis, 2000).

1.3.E- Infecciones nosocomiales
P. aeruginosa es una de las principales causas de infecciones

nosocomiales, ocupando la segunda posicién entre los patégenos Gram-
negativos reportados por el Sistema Nacional de Supervision de Infecciones
Nosocomiales de Estados Unidos (Carmeli et al., 1999). El cuadro 1 revela las
posibles fuentes de infeccion en los hospitales.

P. aeruginosa es la principal causa de infeccion nosocomial del tracto
respiratorio. Los dos factores de riesgo necesarios para la instauracion de una
neumonia ocasionada por este microorganismo son el uso de ventilacion
mecanica en la Unidad de Cuidados Intensivos y la neutropenia secundaria a la
quimioterapia en pacientes con padecimientos neoplasico. Pacientes que
reciben asistencia ventilatoria tienen 20 veces mas riesgo de desarrollar una
neumonia nosocomial, siendo P. aeruginosa el agente etiolégico mas
frecuentemente identificado. En esta poblacion de pacientes, la mortalidad
varia entre un 40 a un 50% (Murray et al., 2003 y Baltch, 1994).



Cuadro 1. Fuentes sospechosas de infeccion o colonizacién por P. aeruginosa

(Baltch, 1994)

Fluidos
Desinfectantes Clorexidina, cetrimide, yodo
Medicamentos Antibiéticos, soluciones
oftalmicas/éticas, enjuague bucal
Soluciones Fluidos de dialisis, solucion salina,
agua
Productos sanguineos Sangre
Equipo médico
Respiratorio Nebulizadores, humidificadores,

Del tracto urinario
Quirurgico

Cardiaco
Oftamolégico
Neonatal

Alimentos y equipo para su
procesamiento

analizadores de oxigeno, venturi,
intubacion respiratoria
Resectoscopio, litoscopio,
Navajillas, endoscopio, equipo de
succion y de sutura

Electrodos de ECC, marcapasos
Lentes de contacto

Férmulas

Misceldneos

Mezcladores de alimentos, vegetales,
frutas

Lavamanos, agua, grifos,
trapeadores, cosméticos, colchones,
jabon, bafieras

P. aeruginosa también ocasiona infecciones nosocomiales del tracto

urinario, infecciones por heridas, y peritonitis en pacientes con didlisis

peritoneal cronica ambulatoria (Murray et al., 2003).



1.3.F- Infecciones en paclentes con fibrosis quistica
También es la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes

con fibrosis quistica, donde el epitelio respiratorio anormal permite la
colonizacién a largo plazo de P. aeruginosa en los pulmones (Stover et al.,
2000).

Un fenotipo inusual tipo “mucoide® de P. aeruginosa infecta
crénicamente a un aproximado de 70 a 80% de los adolescentes y aduitos con
fibrosis quistica. Una vez infectados, los pacientes con fibrosis quistica
raramente o nunca eliminan a este organismo. La sobreproduccién de alginato,
es responsable de la apariencia tipica himeda y “mucoide” de las colonias del
fenotipo mucoide. Los eventos que explican el proceso de establecimiento del
fenotipo mucoide en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica no
estan bien comprendidos. Se cree que la emergencia del fenotipo es causado
por una mutacion al azar en el gen que controla la sintesis de alginato (Murray
et al., 2003).

El crecimiento mucoide de P. aeruginosa ocurre a manera de
“microcolonias”, que consisten en racimos de organismos rodeados de grandes
cantidades de alginato y es importante en el desarrollo de una infeccién crénica
en las vias respiratorias de pacientes con fibrosis quistica. Esta forma de
crecimiento se cree que inhibe la fagocitosis, aumenta la resistencia a
antibioticos, e induce una respuesta inmune de importancia en los pulmones de
los pacientes con fibrosis quistica mediante la accion de elastasa derivada de
los neutrdfilos. Altas concentraciones de elastasa dafian los pulmones y tiene
un efecto deletéreo en la funcion pulmonar durante afios o décadas,
eventualmente resultando en muerte (Murray et al., 2003).

P. aeruginosa mucoide ocasionalmente se ha visto causando infecciones
pulmonares en individuos con otras enfermedades crénicas de los pulmones, o
en infecciones del tracto urinario secundarias a catéteres (Murray et al., 2003).

1.4 El genoma bacteriano de Pseudomonas aeruginosa

La mayoria de los genes bacterianos son acarreados en el cromosoma
bacteriano, una dnica molécula circular de ADN. Muchas bacterias también
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poseen genes adicionales en plasmidos que pueden variar de tamafio, desde
algunos pares de kilobases hasta 100 kbp (Mascaretti, 2003).

La secuencia del genoma de Pseudomonas aeruginosa es de interés
debido a las evidencias que provee en relacion con el papel que juega esta
bacteria como patégeno y porque ofrece nueva informacién en relacion con el
tamafio de su genoma, la complejidad genética y la versatilidad ecolégica de
esta bacteria (Stover ef al., 2000).

Con 6.3 millones de pares de bases (Mbp), el genoma de P. aeruginosa
es macadamente mas grande que la mayoria de los genomas bacterianos
secuenciados hasta el momento. De hecho, con 5570 marcos de lectura
abiertos (ORFs) descritos, la complejidad genética de P. aeruginosa es
comparable con el eucariota simple Saccharomyces cerevisiae, cuyo genoma
codifica por 6200 proteinas. En contraste, P. aeruginosa solo posee el 30-40%
del numero de genes establecidos en los metazoos simples como
Caernohabiditis elegans y Drosophila melanogaster (Stover et al., 2000).

Se ha logrado asignar una funcién al 54.2% de todos los ORFs definidos
para P. aeruginosa. De estos ORFs con funcién conocida, 372 codifican para
genes de enzimas biosintéticas de lipopolisacaridos, factores de virulencias
tales como exoenzimas y los sistemas que las secretan y proteinas
involucradas en movilidad y adhesion (Stover et al., 2000).

1.5 Mecanismos de resistencia a antibiéticos

La resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos es una medida
cuantitativa de la eficacia de un agente antibacteriano contra una bacteria
especifica. Los métodos existentes para la determinacion in vitro de la actividad
antibacteriana estan basados en el incremento de la concentracion de un
agente antimicrobiano contra un aislamiento bacteriano para descubrir a cuél
concentracion el crecimiento bacteriano es inhibido. Esto es conocido como la
concentracion minima inhibitoria de la droga (Mascaretti, 2003).

La resistencia bacteriana a drogas es uno de los problemas mas
importantes en la actualidad en tormo a la quimioterapia antibacteriana. La
resistencia bacteriana a un agente antimicrobiano es mejor descrito y definido
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cuando lo comparamos con su opuesto, la susceptibilidad bacteriana. La
resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos es una condicion en
donde no hay susceptibilidad o la susceptibilidad esta disminuida a un agente
antibacteriano, que normalmente causa inhibicién del crecimiento bacteriano o
muerte celular (Mascaretti, 2003).

La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida. En la resistencia
adquirida la poblacion bacteriana es inicialmente susceptible a los agentes
antimicrobianos, pero la bacteria sufre cambios, sea por adquisicion de
plasmidos y transposones o por mutacion del cromosoma y las cepas
resultantes son menos susceptibles o del todo no susceptibles a estas drogas
antibacterianas (Mascaretti, 2003).

1.5.A- Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa
Las infecciones por Pseudomonas aeruginosa son particularmente

dificiles de tratar debido a su resistencia intrinseca a los antibiéticos. Se podria
imaginar, que en el curso evolutivo para adquirir diversidad funcional para
competir con otros microorganismos en una variedad de ambientes, desarrollo
mecanismos para resistir compuestos antimicrobianos naturales. Los sistemas
de flujo pueden contribuir a esta resistencia intrinseca (Stover et al., 2000).

Los efectos antimicrobianos también podrian ser mitigados mediante la
modulacion de la expresion de drogas blanco, sistemas de transporte,
modificadores enzimaticos y reacciones compensatorias. De hecho, la
inusualmente amplia capacidad regulatoria en P. aeruginosa puede proveer
una mayor adaptacion de resistencia a drogas mediante regulacién de genes,
que en comparacion con otras bacterias que poseen genomas mas pequefos
(Stover et al., 2000).

Ademas, debido a su capacidad para metabolizar una amplia variedad
de susfratos organicos, también es posible que P. aeruginosa posea un gran
potencial para la modificacion enzimatica y ostente de mecanismos de
resistencia degradadores de drogas. Por lo tanto, su diversidad metabélica,
habilidad de transporte y adaptabilidad regulatoria que permiten que P.
aeruginosa compita y triunfe sobre ofros microofganismos, probablemte
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contribuyen a su alta resistencia intrinseca a los antibiéticos (Stover et al.,
2000).

Existe un numero limitado de agentes antimicrobianos con actividad
conocida contra P. aeruginosa, incluyendo penicilinas y cefalosporinas
antipseudomonas, carbapenems y fluoroquinolonas, particularmente
ciprofloxacina. Los aminoglicésidos son frecuentemente utilizados como parte
complementaria al tratamiento contra infecciones severas por P. aeruginosa,
pero no son recomendados como monoterapia. Para cada uno de estos
agentes ha sido descrita la aparicion de resistencia durante la terapia y ha sido
reconocida como causa del fallo al tratamiento (Carmeli et al., 1999)

La resistencia a antibiéticos es un problema clinico en aumento y es
reconocido como una amenaza a la salud publica. P. aeruginosa muestra una
particular tendencia a desarrollar resistencia, lo cual limita las futuras
elecciones de tratamiento y es asociado con elevaciones en las tasas de
mortalidad y morbilidad (Carmeli ef al., 1999)

El problema de la resistencia a antibiéticos en P. aeruginosa esta en
-aumento (Aloush, 2006). Se ha demostrado que la aparicion de resistencia
para este microorganismo ocurre en un 10.2% de los pacientes (7.4 casos por
cada 1000 pacientes por dia). Este alto nivel de resistencia a drogas es el
resultado de la emergencia de novo de resistencia en’un organismo especifico
a antimicrobianos después de su exposicion a los mismos. La acumulacién de
resistencia después de la exposicion a varios antibiticos y la resistencia
cruzada entre agentes, puede resultar en una P. aeruginosa multiresistente a
drogas (Carmeli et al., 1999; Aloush, 2006).

Tanto los mecanismos de resistencia a antibiéticos adquiridos como
intrinsecos hacen de P. aeruginosa un formidable patégenc nosocomial (Quale,
2006). Los aislamientos de P. aeruginosa adquiridos nosocomialmente tienden
a ser mas resistentes a los antimicrobianos que las cepas adquiridas en la
comunidad, frecuentemente mostrando resistencia a miltiples tipos de
antimicrobianos. El desarrollo de resistencia puede ocurrir durante la terapia
antimicrobiana y es particularmente bien documentada durante la monoterapia
(Murray et al., 2003).

Se ha demostrado claramente que el desarrollo de resistencia en P.
aeruginosa es multifactorial, con mutaciones en genes codificando porinas,
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bombas de flujo, proteinas unidoras de penicilina y B-lactamasas
cromosomales, todas contribuyendo a la resistencia a B-lactamicos,
carbapenems, aminoglicésidos y fluoroquinolonas. Ademas, cepas de P.
aeruginosa pueden contener B-lactamasas de amplio espectro, que pueden
degradar imipenem. Los genes codificadores de estas enzimas pueden ser
tanto cromosomales o localizados en plasmidos o integrones (Murray et al.,
2003).

Asi como la cantidad de cepas de P. aeruginosa resistente a muitiples
drogas incluyendo los resistentes a todos los B-lactamicos, carbapenems,
aminoglicosidos y fluoroquinolonas, se ha incrementado, la bUsqueda de
agentes antimicrobianos con mecanismos altemos de accibn se ha
intensificado. Esto ha resultado en el uso de colistina y polimixina B, antes
considerados muy toxicos como agentes terapéuticos para P. aeruginosa. El
uso sinergista de combinaciones de drogas también es considerado (Murray et
al., 2003)

1.5.B- Proteinas de membrana externa (OMP)
Las proteinas de membrana externa son de particular interés en P.

aeruginosa debido a su exposicion en la superficie celular y a su participacion
en el transporte de antibi6ticos, -en la exportacion de factores de virulencia
extracelulares y en anclaje de las estructuras que median la adhesion y la
motilidad. Cerca de 150 genes se tienen descritos como codificadores de
OMPs, un namero desproporcionadamente grande en comparacion con otros
genomas. Tres familias estan identificadas: la familia de porinas especificas
OprD, Ia familia de porinas Ton-B, que incluye las proteinas involucradas en la
captacion de hierro sideréforo y la familia OprM involucradas en secrecion y
sistemas de flujo (Stover et al., 2000).

1.5.C- Sistemas de bombas de flujo
Su funcion es bombear de solutos fuera de la célula. Los genes que

codifican para bombas de flujo estan presentes tanto en bacterias susceptibles
a antibiéticos como en bacterias resistentes a antibioticos. Algunos sistemas
pueden ser inducidos por sus sustratos por lo que una cepa aparentemente
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susceptible puede sobreproducir una bomba y convertirse en resistente. La
resistencia antimicrobiana debido a una mutacioén en una bomba de flujo puede
ocurrir por dos mecanismos: (Piddock, 2006)

- Expresién incrementada de la proteina de bomba de fiujo

- La proteina contiene una sustitucién en un aminoécido que hace a

esta proteina mas eficiente para exportar solutos.

En cualquiera de los casos, la concentracion intracelular del sustrato
antimicrobiano estd disminuida y por lo tanto el microorganismo adquiere
menos susceptibilidad a ese agente. Las bombas de flujo pueden ser
especificas para un sustrato o pueden transportar un ambito de compuestos
con estructuras variables (incluyendo antibiéticos de multiples clases), esas
bombas pueden ser asociadas a la multiresistencia a los antibidticos. La
resistencia bajo este contexto no necesariamente significa resistencia a
agentes que se utilizan para tratar infecciones por una especie en particular, o
resistencia a concentraciones alcanzables en estas drogas, por lo que la
relevancia clinica de la resistencia mediada por bombas de fiujo es
dependiente de la especie, la droga y el tipo de infeccion. Los genes
codificadores de las bombas de flujo pueden estar presentes en el cromosoma
y en elementos transmisibles como plasmidos (Piddock, 2006).

Ademas del rol que cumplen las bombas de flujo que poseen actividad
aumentada en la resistencia antibacteriana, también ha sido sugerido que el
aumento en la expresion de los genes de las bombas de flujo puede ser el
primer paso para que la bacteria adquiera resistencia total. También es
considerado que el aumento en las bombas de flujo disminuye la concentracion
intracelular del agente antimicrobiano, por lo que permite la sobrevivencia de la
bacteria por mucho mas tiempo (Piddock, 2006).

1.5.D- Clasificaciéon y organizacién de los sistemas de bombas de flujo
La genomica ha revelado muchos genes que codifican por bombas de

flujo de todos los tipos, de los cuales un grupo son los que confieren
multiresistencia a los antibiéticos. También hay evidencia que el tamafio del
genoma es reflejado en el nimero de genes que codifican para las bombas de
flujo, tales que los genomas grandes poseen un mayor nimero de genes para
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bombas. Usualmente un dnico organismo puede poseer multiples bombas de
flujo conteniendo multiresistencia a los antibidticos (Piddock, 2006).

Existen cinco familias diferentes de proteinas de bombas de flujo, de las
cuales cuatro son codificadas en el cromosoma bacteriano (Figura 1): la familia
de division nodular de resistencia (RND), la superfamilia de facilitacion mayor
(MFS) y las familias de multiresistencia staphylococcal (SMR) y la de
multidroga y extrusion de componentes toxicos (MATE). El papel que podria
desempenfar los transportadores ABC (cassettte de union al ATP) en la clinica
de MDR no esta aun establecido (Piddock, 2006).

Figura 1. Diagrama comparativo de los 5 tipos de bombas de flujo (Tomado de
Piddock, 2006)

Las bombas de flujo multiresistencia a los antibidticos en las bacterias
son capaces de contribuir a la resistencia a los antibidticos de diferentes
modos: (Piddock, 2006)

- Resistencia inherente en bacterias Gram negativas a un tipo

completo de agentes.

- Resistencia inherente en algunas bacterias Gram negativas a

agentes especificos.

- Resistencia en bacterias de relevancia clinica conferida por la

sobreexpresion de alguna bomba de flujo.
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Cuadro 2. Bombas de flujo tipo RND en Pseudomonas aeruginosa y sus

respectivos sustratos (Rice y Bonomo, 2005)

Bomba de flujo Expresion en P. Sustratos
RND aeruginosa tipo salvaje

Quinolonas, macrélidos, tetraciclinas,

MexAB-OprM + lincomcina, cloranfenicol, novobiocina, B-
lactamicos excepto imipenem, triclosan

MexCD-OprJ - Quinolonas, macrélidos, tetraciclinas,
lincomcina, cloranfenicol, novobiocina,
penicilinas excepto carbenicilina y
sulbenicilina, cepems excepto ceftazidime,
flomofex, meropenem, triclosan

MexEF-OprN - Quinolonas, cloranfenicol, trimetoprim,
tetraciclina

MexGHI-OpmD + Vanadium

MexJK-OprM - Eritromicina, tetraciclina, triclosan

MexWV-OprM - Quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
eritromicina, bromuro de etidio, acriflavina

MexXY-OprM - Aminoglicésidos, quinolonas, macrélidos,

tetraciclinas, lincomicina, cloranfenicol,
novobiocina, penicilinas excepto
carbenicilina y sulbenicilina, cepems
excepto cefsulodin y ceftazidime, fiomoxef,
meropenem
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2. JUSTIFICACION

La pasada década fue testigo de un aumento significativo en la
prevalencia de la resistencia a los agentes antibacterianos. La resistencia a
agentes antimicrobianos tiene importantes implicaciones tanto en morbilidad,
mortalidad y cuidados en los hospitales, al igual que en la comunidad
(Mascaretti, 2003).

Pseudomonas aeruginosa es la causa principal de infecciones
nosocomiales y es responsable del 10% de todas las infecciones adquiridas en
el hospital. Las infecciones causadas por P. aeruginosa son usuaimente
severas, atentan contra la vida y son dificiles de tratar debido a la
susceptibilidad limitada a los agentes antimicrobianos y a la alta frecuencia de
emergencia de resistencia a antibiéticos durante la terapia, dando como
resultado consecuencias adversas (Aloush, 2006).

Desafortunadamente, con el aumento del uso de antibiéticos de amplio
espectro, la incidencia en la multiresistencia a drogas en P. aeruginosa ha ido
también en acrecentamiento, y por lo tanto el tratamiento clinico de esta
infecciones es cada vez un mayor desafio (Jung, 2004).

En nuestro pais, este comportamiento de resistencia a mdltiples drogas
por parte de P. aeruginosa no es una excepcion. Los pacientes en los diversos
hospitales, en especial atencion del Hospital México, no estan exentos de
padecer una infeccion por una cepa multirresistente de esta bacteria, que
eventualmente podria ocasionar una infeccion mas severa y comprometer tanto
la vida del paciente, como la salud de los demas pacientes que comparten el
mismo servicio hospitalario.

Este trabajo busca esclarecer las dudas en cuanto a la variabilidad de
las cepas de P. aeruginosa obtenidas a partir de infecciones de pacientes del
Hospital México, tomando en cuenta tanto su composicion molecular, como su
patrén de resistencia a antibiéticos. |
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3. OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar mediante técnicas fenotipicas y moleculares cepas de
Pseudomonas aeruginosa obtenidas a partir de pacientes del Hospital México.

3.2 Objetivos especificos

Crear una coleccion de cepas de P. aeruginosa aisladas a partir de pacientes
del Hospital México.

Determinar el perfil de resistencia a distintos antibiéticos de las cepas de P.
aeruginosa aisladas a partir de muestras clinicas de pacientes del Hospital
México.

Establecer una base de datos incluyendo el nimero de identificacion, sexo y
grupo etareo del paciente, tipo de muestra obtenida, servicio hospitalario y
patron de resistencia a antibiéticos para las cepa de P. aeruginosa.

Correlacionar la resistencia de las cepas aisladas de P. aeruginosa a los
distintos antibiéticos con el sexo del paciente, tipo de muestra obtenida y
servicio hospitalario.

Realizar un analisis mediante la técnica de ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD) de las cepas aisladas de P. aeruginosa.

Precisar una posible relacion entre el perfil de resistencia y el patrén molecular
obtenido con el servicio hospitalario y el tipo de muestra en el que se aislo las
distintas cepas de P. aeruginosa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Elaboracién de la base de datos
A partir de 198 aislamientos de cepas de Pseudomonas aeruginosa

obtenidas en pacientes del Hospital México, desde noviembre del 2004 hasta
octubre del 2005, se confeccion6 una base de datos en el programa de
computacion “Microsoft Office Excel 2003 con la siguiente informacion: nimero
de cepa, numero de expediente, sexo y fase etarea del paciente, ubicacion del
paciente dentro del centro hospitalario (servicio consultado y cama ocupada),
tipo de muestra y fecha de recoleccion de la misma y el perfil de resistencia a
antibicticos de cada cepa utilizando la tarjeta AST-GN del equipo VITEK.

4.2 Extracciéon de ADN
Las cepas fueron almacenadas en refrigeracion a 6°C y posteriormente

se comprob6 su viabilidad mediante la observacion de turbiedad en 5 mL de
caldo tripticasa soya mas 1% de extracto de levadura. Las cepas fueron
crecidas en agar sangre para su correspondiente anélisis bioguimico y
almacenadas en refrigeracion a 6°C.

A las cepas se les realizé una extraccion de ADN segun el procedimiento
descrito por Spejer (1999): se creci6 la cepa de P. aeruginosa en agar sangre
por aproximadamente 24 horas, luego del cual se realiz6 una suspension con
una asada de la bacteria en 20 pbL. de una solucién de NaOH 50mM mas SDS
0,25%. La suspension se calenté por 15 minutos a 95°C , inmediatamente
después de este tiempo se enfri6 en hielo por 10 minutos. Se centrifug6 a
15000 rpm por un minuto a 4°C. Finalmente se tomé6 el sobrenadante para
preparar diluciones en agua destilada de 1:10 y 1:50 con un volumen final de
100 pL. Las diluciones se almacenaron en congelaciéon a -20°C.

4.3 Corrida del ADN extraido en gel de agarosa
Para comprobar que la extraccion de ADN fue exitosa, se realiz6 una

electroforesis del ADN extraido en un gel de agarosa al 0,8% con una tincion
posterior con bromuro de etidio. Se inocul6 en los pocillos 10 pL de la dilucion
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1:10 de cada cepa mas 2 uL de la solucién de corrida. Se dejo6 correr el gel por
una horaa 100 V.

4.4 PCR de los ADN extraidos
Una vez que se corrobor6 la extraccion correcta del ADN de las cepas

de P. aeruginosa, se realiz6 un PCR con cada cepa bajo las siguientes
condiciones (Speijer, 1999). Se trabajé con un volumen final de 25 pL para
cada reaccion, el cual contenia 12,5 yL. de 2X PCR Master Mix de la casa
comercial Fermentas, 1 pL del primer ERIC2 de la casa comercial Invitrogen
(AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG), 9 pL de agua para PCR y 2,5 pL del ADN
extraido en la dilucién 1:10; todo esto con el fin de obtener una concentracion
del primer de 20 yM en cada pocillo. El primer ERIC2 se eligié en este método
debido a que amplifica una regién conservada del genoma de P. aeruginosa, el
cual permite comparar con certeza las cepas en el programa GelCompar Il. Se
realiz6 una fase de pre-PCR a 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de PCR
compuestos por un minuto a 94°C, un minuto a 25°C y 2 minutos a 72°C; y
posteriormente se efectué un post-PCR a 72°C por 10 minutos. Para cada
corrida de PCR se realiz6 un control negativo con agua para PCR y un control
positivo con la cepa P. aeruginosa ATCC 27853. Los productos de PCR se
almacenaron a -20°C.

4.5 Corrida en gel de agarosa de los productos de PCR
A los productos de PCR se les efectué una corrida en gel de agarosa al

2% con bromuro de etidio: a cada pocillo del gel se le adicion6 15 pL del
producto de PCR mas 2 pL de la solucion de corrida. Ademas se realizo la
corrida con el marcador de peso molecular MassRuler de la casa comercial
Fermentas y de los controles negativo y positivo de cada tanda de PCR. Se
dejo correr por 2 horas a 150V. Finalizadas las 2 horas, a los geles se les tom6
una fotografia para su posterior analisis.

4.6 Analisis estadistico y comparativo
El analisis estadistico de la base de datos se llevd a cabo mediante un

simple calculo de porcentajes y mediante el empleo de la prueba de Fisher. El



21

patron de bandeo obtenido de los productos de ADN de cada cepa se compard
en el programa GelComparll, para asi poder establecer el porcentaje de
similitud entre las cepas de P. aeruginosa.



22

5. RESULTADOS

5.1 Analisis estadistico de la base de datos

Mediante un anélisis estadistico de la informacion generada en la base
de datos, se lograron obtener las frecuencias de los aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa segun perfil de resistencia a antibi6ticos, sexo y tipo
de muestra.

Se encontr6 que la mayoria de los aislamientos obtenidos por P.
aeruginosa provienen de pacientes masculinos (62.1%), en comparacién con la
cantidad de aislamientos conseguidos en las pacientes del sexo femenino
(37.9%) (Cuadro 3)

Cuadro 3. Porcentaje de aislamientos de P. aeruginosa segun sexo.

Sexo n %
Masculino 123 62.1
Femenino 75 37.9
Total 198 100

Para su andlisis, las muestras se clasificaron en cuatro grupos segun su
origen: secreciones (secrecion de herida, drenaje, piel, colgajo, tejido, ulcera,
uicera de pene, tibia, absceso, vaginal y ufa), orina, tracto respiratorio
(aspirado endotraqueal, endobronquial y bronquial, esputo, lavado bronquial,
secrecion endotraqueal y tubo endotraqueal) y otros (sangre, punta de catéter,
liquido abdominal y peritoneal, fosas nasales, rectal, heces, tubo corrugado,
conexion de aspiracion y catéter). La clasificacion “otros” se definié debido a
que muchas muestras no tienen aislamientos suficientes para realizar un
analisis estadistico como un elemento a parte.

Se determiné la frecuencia de aparicibn de P. aeruginosa en
aislamientos segun el tipo de muestra (Cuadro 4), dando como resultado una
frecuencia similar entre las muestras tipo orina (n = 59; 30%) y respiratorias (n
= 62; 31%). Con menor frecuencia se aislan cepas de P. aeruginosa a partir de
secreciones (n = 48; 24%) y de otras zonas anatdémicas (n = 29; 15%).
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Cuadro 4. Porcentaje de aislamientos de P. aeruginosa segun tipo de muestra.

Tipo de muestra n %
Secrecion 48 24
Orina 59 30
Respiratorio 62 31
Otros 29 15
Total 198 100

Se estableci6 la distribucién de las cepas de P. aeruginosa de acuerdo al
servicio del Hospital donde fueron aisladas (Cuadro 5). La mayoria de las
cepas se obtuvieron de Terapia intensiva (n = 46; 23.2%), piso 6 (n = 34;
17.2%), piso 5 (n = 30; 15.2%), piso 3 (n = 25; 12.6%) y piso 4 (n = 22; 11.1%).

Cuadro 5. Pocentaje de aislamientos de P. aeruginosa segun servicio.

Servicio n %
Piso 1 2 1.0
Piso2 5 25
Piso 3 25 12.6
Piso 4 22 11.1
Piso 5§ 30 15.2
Piso 6 34 17.2
Piso 7 3 1.5
Emergencias quirurgicas 13 6.6
Emergencias 3 1.5
Terapia intensiva 46 23.2
Neurocirugia 3 1.5
Consulta extema 12 6.1
Total 198 100

La distribucion de los tipos de muestra por sexo es homogénea. Sin
embargo, al realizar un analisis estadistico con la prueba exacta de Fisher, se
logré establecer una diferencia estadisticamente significativa entre hombres y
mujeres con el tipo de muestra “otros” (p = 0.059). (Cuadro 6)



24

Cuadro 6. Distribucion de los aislamientos de P. aeruginosa segun sexo y tipo

de muestra.

Secrecion Orina Respiratorio Otros Total
Sexo (n=48) (n=59) (n=62) (n=28) (n=197)

n % n % n % n % n %

Masculino 28 583 38 644 34 548 22 786 122 619
Femenino 20 417 21 356 28 452 6 214 75 381
Valor p 0.609 0.749 0.206 0.059

n: namero de aislamientos
p: prueba exacta de Fisher

Mediante un analisis del perfil de resistencia a antibitticos, se alcanz6 a
determinar cuales antibiéticos tenian menos actividad antibacteriana contra las
cepas aisladas de P. aeruginosa. (Cuadro 7) Todos los aislamientos de P.
aeruginosa mostraron la resistencia natural esperada a las penicilinas, las
cefaloporinas de primera, segunda y tercera generacion (excepto el
ceftazidime), la nitrofurantoina y el trimetoprim-sulfametoxazole (TSX). De un
53.5% a un 75.3% de las cepas aisladas de P. aeruginosa mostraron
resistencia a los demas antbibdticos. aminoglicosidos, aztreonam,
cefalosporinas de cuarta generacion, ceftazidime, fluoroquinolonas,
carbapenems Yy ticarcilina-acido clavulanico. Sin embargo, se puede observar
que en el caso de la piperacilinaftazobactam, la resistencia a este antibiético no
supera el 8% de las cepas aisladas.

Se elaboré la prueba exacta de Fisher con la informacién obtenida en las
frecuencias de resistencia a antibiéticos en relaciéon al tipo de muestra, para
establecer finaimente diferencias significativas entre ambos parametros.
(Cuadro 8) Se demostr6 que existe una asociacion positiva entre los
aislamientos de P. aeruginosa a partir de secreciones y la resistencia al
aztreonam (n = 43; 89.6%; p = 0.007), la ceftazidime (n = 37; 77.1%; p =
0.038), el imipenem (n = 34; 70.8%; p = 0.092) y la ticarcilina (n = 34; 70.8%; p
= 0.005).
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Cuadro 7. Porcentajes de aislamientos de P. aeruginosa resistentes a los

distintos tipos de agentes antimicrobianos.

Antibiético n %
Amikacina 121 61.1
Aztreonam 149 753
Cefepime 126 63.2
Cefotetan 198 100.0
Ceftazidime 127 64.1
Ciprofloxacina 135 68.2
Gatifloxacina 139 70.2
Gentamicina 143 722
Imipenem 119 60.1
Meropenem 106 53.5
Piperacilina/tazobactam 15 76
Ticarcilinaacido clavulanico 142 7.7
Tobramicina 134 67.7

Cuadro 8. Distribucion y frecuencia de los aislamientos de P. aeruginosa segun
resistencia a antibiéticos y tipo de muestra.

Antibiotico Secrecion {rm48) Orina (™59) Respiratotio (62} Otros (rm28) Total in=198)
n__ % P n % B n % p n Yo B n %
Amikacina 31 646 0613 33 559 0343 32 516 {0084 25 862 QO3 121 611
Azireonam 43 896 0007 41 695 0280 39 629 0008 25 897 0.062 148 753
Cefepime 34 708 0301 35 593 0424 33 532 (00%5) 24 828 0022 126 636
Ceftazidime 37 771 0038 33 559 0145 33 6532 [0038) 24 828 09035 127 641
Ciproficxacina 33 688 1000 39 661 0739 39 629 034 24 828 0085 135 682
Gatifioxacina 33 688 0B57 38 ©644 0308 43 694 0868 25 ©B62 0048 139 702
Gertamicna 35 729 1000 41 695 0605 40 645 014 27 931 QQO8 143 722
imipenem 34 708 0082 3 508 0.112 32 516 0118 23 793 0024 119 601
Meropenem 30 625 0184 24 407 0.0200 30 484 035 22 756 0009 106 535
Piperaciina/Tazobactam 4 83 0762 4 68 1000 5 81 1000 2 69 1000 15 76
Ticarcilina 42 875 0005 35 593 0016) 39 629 (0088) 26 897 0023 142 717
Tobramicina AU 708 0723 I 661 0B6B 37 597 0140 24 B28 0084 134 677

n: nimero de aislamientos resistentes al antibiético
p: prueba exacta de Fisher
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Para las muestras de orina, se observé una asociacién negativa con la
resistencia a meropenem (n = 24; 40.7%; p = 0.02) y a ticarcilina (n = 35;
59.3%; p = 0.016). La misma situacién ocurrié para las muestras obtenidas a
partir del tracto respiratorio, las cuales poseen una asociacion negativa con la
resistencia a la amikacina (n = 32; 51.6%; p = 0.084), aztreonam (n = 39;
62.9%; p = 0.008), cefepime (n = 33; 53.2%; p = 0.055), ceftazidime (n = 33;
53.2%; p = 0.038) y ticarcilina (n = 39; 62.9%; p = 0.088).

Las cepas de P. aeruginosa aisladas a partir de otros sitios anatomicos
mostraron una asociacién positiva con la resistencia a amikacina (n = 25;
86.2%; p = 0.003), aztreonam (n = 25; 89.7%; p = 0.062), cefepime (n = 24,
82.8%; p = 0.022), ceftazidime (n = 24, 82.8%; p = 0.035), ciprofloxacina (n =
24; 82.8%; p = 0.085), gatifioxacina (n = 25; 86.2%; p = 0.048), gentamicina (n
= 27, 93.1%; p = 0.006), imipenem (n = 23; 79.3%, p = 0.024), meropenem (n =
22; 75.6%; p = 0.009), ticarcilina (n = 26; 89.7%; p = 0.024) y tobramicina (n =
24; 82.8%; p = 0.084).

5.2 Andlisis comparativo de las cepas de P. aeruginosa

Al realizar un andlisis de relacién genética, mediante la técnica de RAPD
(Figura 2), que existe entre las distintas cepas de P. aeruginosa utilizando el
programa GelCompar II, se logra observar grupos de cepas que muestran
similitud entre si. (Figura 3) Para 11 cepas del total de aislamientos de P.
aeruginosa no se logré obtener resultados (5%), s6lo un 95% de las cepas se
consiguié analizar. De este 95%, hay 136 aislamientos de P. aeruginosa
(73.1%) que poseen un 80% o mas de semejanza, lo que determina una
relacion filogénetica entre si. El resto de las cepas mantienen entre si un
porcentaje de similitud menor al 80% (0.264%), siendo molecularmente
distintas a las demas.

Para las 186 cepas de P. aeruginosa que se lograron analizar, se
observan 91 cepas (66.9%) formando 9 grupos primarios, cada uno con cerca
de 6 a 13 cepas y 45 aislamientos (33.1%) distribuidos en 20 grupos
secundarios cada uno con aproximadamente 2 a 3 cepas.

El grupo primario I estd conformado por 12 cepas (pae-081, pae-083,
pae-080, pae-018, pae-077, pae-084, pae-076, pae-078, pae-100, pae-086 y
pae-088) de las cuales las cepas pae-081 y pae-014 pertenecen al mismo
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paciente. Este grupo particular se puede asociar con el piso 6 del
hospital. Todos estos aislamientos presentan sensibilidad a la
piperacilina/tazobactam y la mayoria presenta resistencia a los carbapenems.
Las cepas pae-081 y pae-014 difieren en que la primera es resistente al
imipenem y un patrén intermedio al meropenem, la segunda es sensible a
ambos antibiéticos.

Figura 2. PCR de las cepas obtenidas de P. aeruginosa mediante la técnica
RAPD.
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Figura 3. Porcentaje de correlacion entre las distintas cepas de P. aeruginosa, su
lugar de aislamiento segun sexo, servicio, tipo de muestra y grupo al que pertenecen.
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Doce cepas forman parte del grupo primario I (pae-056, pae-057, pae-
052, pae-053, pae-066, pae-045, pae-046, pae-061, pae-058, pae-059 pae-067
y pae-072), el cual muestra una asociacion importante al servicio presente en el
piso 5. De estas 12 cepas, pae-056 y pae-052 pertenecen al mismo paciente y

cepas pae-045 y pae-052 pertenecen a un segundo paciente. Estas ultimas dos

cepas también pertenecen al paciente con los aislamientos pae-081 y pae-014,

siendo pae-045 resistente al imipenem y un patrén indeterminado ante el

meropenem, en cambio pae-052 es resistente a estos dos agentes
antimicrobianos. La mayoria de las cepas del grupo Il (n = 11; 91.7%) son
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sensibles a la piperacilina/tazobactam, excepto la cepa pae-072. También la
mayoria (n = 7; 58,3%) muestran resistencia a los carbapenems.

El grupo primario 11l estd compuesto por 8 cepas de P. aeruginosa (pae-
006, pae-007, pae-005, pae-008, pae-011, pae-013, pae-012 y pae-016) y se
asocian con el piso 6. De éstas, las cepas pae-011 y pae-012 corresponden al
mismo paciente y mantienen el mismo perfli de resistencia a
piperacilina/tazobactam y a los carbapenems. Todas las cepas de este grupo
son sensibles a la piperacilinatazobactam, y la gran mayoria (n = 5; 62.5%)
son resistentes a los carbapenems.

Representando al grupo primario IV estan 6 cepas (pae-145, pae-146,
pae-151, pae-152, pae-118 y pae-225), las cuales pertenecen a distintos
pacientes y no se asocian a un servicio en comin. Sin embargo, comparten en
comun un perfil de sensibilidad tanto a los carbapenems como a la
piperacilinaftazobactam.

Siete cepas forman parte del grupo primario V (pae-089, pae-144, pae-
044, pae-147, pae-110, pae-141 y pae-135) y estan fuertemente relacionadas
con la unidad de terapia intensiva. Todos estos aislamientos son resistentes a
los carbapenems y sensibles a la piperacilinatazobactam, excepto la cepa pae-
135 que es resistente a la piperacilina/tazobactam.

El grupo primario VI se compone de 8 cepas (pae-107, pae-108, pae-
106, pae-109, pae-043, pae-140, pae-104 y pae-105) asociadas también a la
unidad de terapia intensiva, de las cuales las cepas pae-140 y pae-105
pertenecen al mismo paciente. Todos estos aislamientos son resistentes a los
carbapenems y sensibles a la piperacilina/tazobactam, excepto la cepa pae-
140, la cual es resistente a este ultimo antibiético mencionado. En esta
condicion difiere de la cepa pae-105 la cual si es sensible a la
piperacilinaftazobactam.

Constituyendo al grupo primario VII se tienen a 13 cepas (pae-097, pae-
098, pae-153, pae-226, pae-099, pae-131, pae-095, pae-155, pae-121, pae-
133, pae-022, pae-139 y pae-241), las cuales se podrian ligar a la unidad de
terapia intensiva. Todas presentan sensibilidad a la piperacilinaftazobactam y
resistencia a los carbapenems, excepto las ultimas tres cepas mencionadas
anteriormente que son sensibles al imipenem y meropenem. Unicamente pae-
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099 y pae-121 corresponden al mismo paciente y poseen el mismo perfil de
resistencia a la piperacilina/tazobactam y a los carbapenems.

El grupo primario VIII se encuentra representado por 12 cepas (pae-
126,pae-129,pae-124,pae-125, pae-122, pae-130, pae-091, pae-092, pae-093,
pae-090, pae-020 y pae-021). De igual manera que los ultimos 3 grupos
primarios mencionados, este grupo se asocia a la unidad de terapia intensiva.
A pesar de su similitud filogenética y epidemioloégica entre estas cepas, no
todas son sensibles a la piperacilinatazobactam (pae-125, pae-092 y pae-090)
ni todas son resistentes al meropenem (pae-129, pae-124 y pae-122). Sin
embargo todas estas cepas si son resistentes al imipenem.

Nueve cepas (pae-027, pae-030, pae-029, pae-033, pae-034, pae-031,
pae-032, pae-025 y pae-036) son las que conforman el ultimo grupo primario, el
IX, relacionado nuevamente con la unidad de terapia intensiva. Todos estos
aislamientos son sensibles a la piperacilinatazobactam, sin embargo el patron
de resistencia a los carbapenems es distinto. La cepa pae-025 es sensible
tanto al imipenem como al meropenem, las demas cepas son resistentes a
ambos antibiéticos, excepto pae-029 que tiene un patron intermedio hacia el
meropenem. Los aislamientos pae-034 y pae-036 comresponden al mismo
paciente. ,

De entre los 20 grupos secundarios que poseen entre si el 80% o mas
de semejanza filogenético se encuentra el grupo i, representado por las cepas
pae-048, pae-060 y pae-010 y asociado al servicio 3. De estos aislamientos,
pae-048 y pae-060 pertenecen al mismo paciente. Otro grupo es el iii, el cual
se compone de las cepas pae-042 y pae-136. Las cepas pae-167 y pae-168
constituyen el grupo v. Representando el grupo viii estan pae-353, pae-407 y
pae-330. Las cepas pae-170 y pae-178 forman el grupo xiv. Todos estos
aislamientos son sensibles a los carbapenems y a la piperacilina/tazobactam.

El grupo ii estd conformado por los aisiamientos pae-050, pae-062 y
pae-049 los cuales corresponden al mismo paciente y presentan un mismo
patrén de resistencia ante los antibiéticos utilizados. El mismo caso sucede con
el grupo ix (pae-002 y pae-003) donde ambas cepas poseen el mismo patron
de resistencia a la piperacilinattazobactam y a los carbapenems.

Los demas grupos: iv (pae-102 y pae-103), vi (pae-175 y pae-196), vii
(pae-119 y pae-123), x (pae-094 y pae-132), xi (pae-127, pae-128 y pae-142),
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xii (pae-119 y pae-120), xiii (pae-138 y pae-164), xiv (pae-040, pae-041 y pae-
039), xv (pae-171 y pae-174), xvi (pae-172 y pae-177), xvii (pae-202 y pae-
209), xviii (pae-200 y pae-201) y xx (pae-023 y pae-038), poseen resistencia ya
sea a los carbapenems o a la piperacilina/tazobactam y difiere el patrén de
resistencia entre cepas del mismo grupo.
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6. DISCUSION

P. aeruginosa es la causa principal de infecciones nosocomiales dando
origen a una variedad de infecciones oportunistas (Costa ef al., 2002 y Eng et
al.,, 2002). A partir de 70.067 aislamientos obtenidos de pacientes en hospitales
de 5 areas geograficas distintas y evaluados por el Programa Nacional de
Supervision de Infecciones Nosocomiales (SENTRY), se determiné que las
tasas de prevalencia a infecciones por P. aeruginosa son mayores en America
Latina y regiones del Pacifico Asiatico (11.4% del total de aislamientos en cada
region), que en Europa (9.3%), Estados Unidos (8.7%) y Canada (8.6%).
Infecciones producidas por este microorganismo son cada vez mas dificiles de
tratar debido a las opciones limitadas de agentes antimicrobianos efectivos
(Costa et al,, 2002). Con este frabajo se buscé dilucidar la resistencia a los
antibiéticos presente en cepas de P. aeruginosa aisladas a partir de pacientes
del Hospital México, para comprender un poco la situacién por la que atraviesa
Costa Rica.

Se observé que P. aeruginosa es capaz de colonizar y de desarrollar
infecciones en distintas areas anatémicas del ser humano, desde objetos
inanimados como puntas de catéteres, hasta sitios superficiales o internos
como uiias o pulmon respectivamente.

El hecho de que en la presente investigacion P. aeruginosa haya tenido
un porcentaje mayor de infeccion en hombres que en mujeres, puede deberse
al simple azar de la toma de muestra y no debido a factores determinantes en
el sexo masculino. También se pudo estimar que la cantidad de muestras
obtenidas a partir de secreciones, orina y sistema respiratorio no es muy
diferente, concluyéndose que estos son posiblemente los sitios de mayor
infeccion o colonizacién producidos por P. aeruginosa.

Se logr6 obtener una diferencia significativa entre las infecciones segun
sexo y el tipo de muestra “otros”. Sin embargo, a pesar de los resultados
obtenidos, esta informacién no puede ser correctamente interpretada ya que la
cantidad de muestras para cada una de las infecciones que conforman esta
clasificacion es muy poca como para obtener un valor de importancia
estadistica.
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Se comprob6é mediante este estudio la ya conocida resistencia intrinseca
de P. aeruginosa a distintos antibiéticos, tales como las penicilinas,
cefalosporinas de | y Il generacioén, las cefalosporinas orales de 1l generacion,
el trimetoprim y la nitrofurantoina. Sin embargo, es interesante recalcar el
aumento en la resistencia por parte de distintas cepas de P. aeruginosa a
agentes antimicrobianos que comunmente se utilizan como la base del
tratamiento ante una infeccién por este microorganismo, especialmente a los
carbapenems.

Los B-lactamicos de espectro ampliado, tales como los carbapenems,
son drogas utilizadas para la terapia contra infecciones causadas por P.
aeruginosa. Sin embargo, el aumento en el uso de carbapenems en el
tratamiento de estas infecciones ha resultado en el desarrollo de P. aeruginosa
resistentes a los carbapenems (Eng et al, 2000) Actualmente se ha
demostrado esta disminucion en la susceptibilidad a carbapenems en
aislamientos a partir de pacientes hospitalizados en América Latina (desde un
83.0% a un 64.4 % entre los affos 1997 y 2001) (Mendes et al., 2004).

A pesar de esta situacién, la mayoria de las cepas evaluadas en este
trabajo continian siendo sensibles a la piperacilinaftazobactam. La resistencia
a este agente antimicrobiano entre cepas de P. aeruginosa es un problema
emergente; de entre 127 Unidades de Cuidados Intensivos que participaron en
el Proyecto de Centros para el Control y Prevenciéon de las Enfermedades
ICARE, 14.4% de los aislamientos de P. aeruginosa resultaron ser resistentes a
la piperacilinaftazobactam (Harris et al., 2002).

Con respecto al patrén de resistencia de las cepas de P. aeruginosa
segun el tipo de muestra, se logré determinar que las cepas provenientes de
secreciones tienen una mayor posibilidad de ser resistentes al aztreonam, al
ceftazidime, al imipenem y a la ticarcilina. De igual manera ocumre con los
aislamientos obtenidos a partir de las muestras “otros®, los cuales tienen
mayores posibilidades de ser resistentes a todos los antibiéticos empleados en
el estudio, excepto a la piperacilinatazobactam.

Con respecto a las cepas aisladas a partir de la orina y del sistema
respiratorio, se puede observar que las mismas muestran una mayor
posibilidad de ser sensibles a ciertos agentes antimicrobianos. Los aislamientos
obtenidos a partir de la orina presentan una mayor sensibilidad al meropenem y
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a la ticarcilina, en cambio las cepas provenientes del tracto respiratorio tienen
una mayor posibilidad a ser sensibles a la amikacina, aztreonam, cefepime,
ceftazidime y ticarcilina.

Si un conjunto de cepas son realmente clones, todos los miembros del
conjunto descienden a partir de un Unico individuo y ninguno ha sufrido
transferencia horizontal de genes, por lo tanto se espera que estos clones
compartan mas caracteristicas entre si que con otras cepas. Los métodos
fenotipicos, tales como el GelCompar II, pueden entonces predecir de alguna
manera las caracteristicas de un organismo. Por otro lado, si ocurre
transferencia horizontal de genes, las cepas ya no seran clones y en este caso,
las caracteristicas presentes en las cepas pueden ser distintas entre si (Dale y
Park, 2004).

Al realizar el andlisis genético comparativo de los aislamientos de P.
aeruginosa se logro identificar grupos de cepas que comparten el 80% o mas
de similitud genética, lo que sugiere la presencia de clones. Por lo tanto, para
cada uno de estos grupos, tanto para los primarios como para los secundarios,
hay un clon de P. aeruginosa presente en distintos pacientes que pueden o no
compartir el mismo servicio. Sin embargo, no todos los clones de un mismo
grupo presentan el mismo perfil de resistencia a los agentes antimicrobianos
empleados en el presente trabajo.

Un patrén distinto de resistencia a antibiéticos entre un clon y otro,
puede deberse a que el microorganismo, haya adquirido factores de resistencia
mediante algiin mecanismo de intercambio genético a causa de la larga estadia
de la bacteria bien debido a la presién por el uso de antibiéticos. Esta
adquisicion de resistencia le confiere a la bacteria una mayor sobrevida en el
hospedero, lo cual incrementa la dificultad del tratamiento y la mejoria del
estado de salud del paciente.

Al observar el Cuadro 9 se puede apreciar la variabilidad de clones en
los distintos servicios del Hospital. La mayor variabilidad se presenta en los
servicios del piso 7 (1.00), piso 1 (1.00) y emergencias quirirgicas (0.77). Se
podria pensar que la razén de esta variabilidad se debe a la mayor cantidad de
aislamientos en estos servicios, sin embargo, no todos muestran un nimero
alto de aislamientos. Tal es el caso del servicio de neurocirugia y emergencias,
donde de 3 aislamientos 2 son clones. La misma situacion ocurre también con
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los servicios del piso 7 y piso 1, en los cuales se lograron identificar 3 clones
distintos a partir de 3 aislamientos y 2 clones distintos a partir de 2
aislamientos, respectivamente. Esta condicion sucede también en el servicio de
emergencias quirurgicas, donde de 13 aislamientos 10 son clones.

Cuadro 9. Diversidad de clones de P. aeruginosa segin numero de
aislamientos y servicio.

Servicio (s) Numero de Numero # clones/

clones de aislamientos # aislamientos
Piso 1 2 2 1.00
Piso 2 3 5 0.60
Piso 3 16 25 0.64
Piso 4 11 22 0.50
Piso 5 20 30 0.67
Piso 6 20 34 0.59
Piso 7 3 3 1.00
Emergencias quirurgicas 10 13- 0.77
Emergencias 2 3 0.67
Terapia intensiva 33 46 0.72
Neurocirugia 2 3 0.67
Consulta externa 7 12 0.58
Total 97 198

Distintos clones de diferentes grupos presentes en un mismo servicio
pueden competir por el sitio de infeccion provocando un desplazamiento de un
clon por otro mas resistente a los antibidticos. Esto se evidencia cuando un
paciente que permanece en un mismo servicio, posee distintos clones de P.
aeruginosa a lo largo de su estadia en el hospital con un perfil de resistencia a
imipenem y meropenem cambiantes. Tal es el caso del paciente con los
aislamientos pae-014, pae-045, pae-061 y pae-081.

Hay grupos primarios y secundarios que no se logran asociar con un
servicio en particular. Esta situacion supone que estos clones se encuentran
dispersos en distintos servicios y dreas del hospital y que su adquisicién no se

relaciona con la estancia prolongada del paciente en un servicio en particular.
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En los servicios con menor variabilidad de clones tales como el piso 4
(0.50), consulta externa (0.58), piso 6 (0.59), piso 2 (0.60) y piso 3 (0.64), es
factible hacer la suposicion de que hay un predominio de clones en estos
servicios.

Es interesante observar que hay servicios donde se encuentran distintos
grupos de cepas, tanto primarios como secundarios. Tal es el caso de los
servicios del piso 6 y de la unidad de terapia intensiva. En el caso de los
servicios del piso 6, los grupos primarios presentes | y lll estan conformados
por clones con distinto perfil de resistencia a los carbapenems, sin embargo,
todas las cepas son sensibles a la piperacilinaftazobactam. Este perfil de
resistencia a los antibiéticos sugiere que a pesar de que un clon desplace a
otro, o que un clon adquiera resistencia a uno de los dos carbapenems, la
sensibilidad a la piperacilinatazobactam no se vera alterada, y por lo tanto
aunque la cepa sea multiresistente todavia sera factible su tratamiento.

En el caso de la unidad de terapia intensiva, los clones de los distintos
grupos primarios que lo componen (grupos V, VI, Vil, Vill y IX) son todos
resistentes a los carbapenems y aigunos son resistentes a la
piperacilinaftazobactam. Por lo tanto, el traslado de un paciente a la unidad de
cuidados intensivos, 0 una permanencia prolongada en este servicio conlleva al
riesgo de que el paciente adquiera alguno de estos clones y que se desmejore
su condicién por la dificultad del tratamiento ante un infeccion por un clon de P.
aeruginosa multirresistente.

La existencia de tantos grupos de clones distintos en la unidad de
terapia intensiva, hace sospechar que hay factores de riesgo que facilitan la
presencia de estas cepas multirresistentes en el servicio, tanto intrinsecas del
paciente como por los procesos invasivos a las que esta sujeto el paciente. Sin
embargo, en el presente trabajo es posible que la variabilidad de clones (0.72)
sea dada por la mayor cantidad de aislamientos obtenidos en este servicio (n =
46) (Cuadro 9). Los pacientes que se encuentran en este servicio generaimente
estan con una enfermedad de fondo o en una situacion desmejorada de salud
que facilita la infeccion por microorganismos. Cuando se frata de infecciones
por clones multirresistentes de P. aeruginosa, estos pacientes tienen pocas
oportunidades de combatir la infeccion de manera adecuada por si mismos,
ademas de que el tratamiento no sera eficaz en eliminaria.
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Comuinmente los pacientes de la unidad de terapia intensiva requieren
de procesos y de equipo invasivos para mantener sus signos vitales estables,
tales como respiradores, traqueostomias, sondas, vias, cirugias, protesis, entre
otras. Estos factores proporcionan una facil via de acceso a P. aeruginosa, y si
ademas las cepas predominantes son multirresistentes, la vida del paciente
corre un importante peligro.

Es primordial recalcar que los pacientes de la unidad de terapia intensiva
se encuentran frecuentemente bajo tratamientos empiricos con antibitticos de
amplio espectro o con agentes antimicrobiales restringidos. Bajo este contexto,
si existe un infecciébn por algan clon o clones de P. aeruginosa, la presion
ejercida es tal que podria predisponer al microorganismo a buscar mecanismos
de resistencia que le permitan adaptarse a este ambiente hostil. Esto podria
explicar el por qué de un patrén de mayor resistencia en los clones de P.
aeruginosa presentes en la unidad de terapia intensiva.
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7. CONCLUSIONES

Pseudomonas aeruginosa es la causa principal de infecciones
nosocomiales, particularmente neumonia segun estudios mas recientes. Este
organismo también esta involucrado en bacteremias y en infecciones urinarias
y de heridas. Infecciones provocadas por P. aeruginosa son dificiles de tratar
debido a la limitacion de opciones terapéutica que existen, ademas estan
asociadas a una alta tasa de mortalidad a pesar del uso del tratamiento
adecuado (Zavascki, Cruz y Goldani, 2005). ElI aumento en la resistencia de P.
aeruginosa a distintos agentes antimicrobianos constituye una amenaza
creciente para el manejo clinico de estas infecciones (Cao et al., 2004).

En el presente trabajo se lograron obtener las frecuencias de resistencia
a distintos antibiéticos por parte de cepas aisladas a partir de muestras clinicas
de pacientes del Hospital México. Ademas se logr6 establecer las
distribuciones de estos aislamientos segun el sexo del paciente, tipo de
muestra y servicio.

Mediante un estudio filogenético con la técnica RAPD se demostr6 la
_presencia de diferentes clones agrupados en grupos primarios y secundarios,
los cuales mostraron resistencias variables a los carbapenems y a
piperacilinatazobactam. Algunos de estos grupos se pudieron relacionar a
servicios especificos, mientras que otros grupos comparten clones de distintos
servicios. Se evidencié que una baja variabilidad de clones en un servicio en
particular sugiere el predominio de ciertos clones.

Por la creciente resistencia de P. aeruginosa a los antibiéticos, trabajos
de investigacion como estos muestran la realidad que se vive en Costa Rica y
dan paso a investigaciones posteriores sobre el tema que mejoraran el
tratamiento de estas infecciones y el manejo del paciente, tanto de terapia
intensiva como en el resto de los servicios hospitalarios.
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Cuadro 10. Base de datos de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos a partir de pacientes del Hospital
México desde noviembre del 2004 hasta octubre del 2005.

NUCR N°® Estudio Expedients Saxo Fase stires Servicio Locatizacion Fecha Muestra Amikacina Ampicilina AmpiSuiba
(cama)
3287 pae-001 502670177 M A Em quirargicas 1 3-8-05 Sangre R R R
3288 pae-002 4052843 M A 3 335 17-7-05 Orina S R R
3280 pae-003 4052843 M A 3 335 18-7-05 Orina ] R R
3200 pae-004 4002054 M A 3 326 18-7-05 Orina S R R
3201 pae-005 A000101640 F A Emergencias 3-8-05 Orina R R R
3202 pee-006 AD0D101764 F A 3 564 3-8-05 Orina R R R
3283 pae-007 40100070 M A 4 447 8-8-05 Orina R R R
3204 pae-008 400870857 M A [ 857 8-8-05 Orina R R R
32006 pae-000 400850436 F A Terapla intensiva 12 10-8-05 Orina | R R
3206 pae-010 18 F A Consuita exter 18-7-05 Secrecion S R R
3207 pae-011 502240731 M A [ 831 18-7-05 Secrecion R R R
3208 pae-012 502240731 M A 8 a3 20-7-05 Secrecion R R R
3200 pae-013 8702470 M A 3 341 §$-8-05 Secrecion R R R
3300 pae-014 A0DO101784 F A S S84 5-8-05 Secrecion S R R
3301 pae-015 RN3813 M P 1 2 5-8-05 Punta catéter R R R
3302 pae-016 5032003681 F A 5 584 8-8-05 Punts catéter R R R
3303 pae-017 A0001016802 F A 2 259 0-8-06 Secrecidn R R R
3304 pae-018 205850105 M A L) 458 1-8-05 Asp endotraqueal S R R
3305 pae-019 108500275 M A Terapia intonsiva 14 3-8-05 Asp endotraqueal S R R
3308 pae-020 400870857 M A [ ] a57 3-8-05 Asp erxiobronquial R R R
3307 pae-021 8502670177 M A Em quirargicas 1 3-8-05 Asp endobronquial R R R
3308 pae-022 700010018 M A UTI neurocinugia 4 4-8-05 Asp sndobronquial S R R
3308 pae-023 AQGOG10498 F A Terapia intensiva 11 17-7-06 Asp sndobronquiaf R R R
3310 pae-024 1105Q770 F A S 538 5-8-05 Esputo S R R
3311 pae-026 700810018 M A UTI neurocirugla 4 7-8-085 Asp sndobronquial S R R
D12 pae-020 A000101602 F A 2 250 8-8-05 Lavado bronquial s R R
3313 pae-027 400870857 M A 8 as7 10-8-05 Asp sndotraqueet R R R
3315 pae-020 102340087 F A Emergencias 10-8-05 Asp endabronquial R R R
3316 pae-030 603810880 F A Terapia intensiva 4 11-8-05 Asp endotraqueal R R R
3317 pae-031 5287177 M A Em quirargicas 31-7-05 Liquido abdominal R R R
3318 pee-032 AD00101802 F A Terapia intensiva ] 2-8-05 Liquido peritoneal R R R
3319 pas-033 200018807 M A 3 338 8-8-08 Orina R R R
3320 pae-034 102180745 LY A Terapia intensiva 13-5-05 Fosas nasaies R R R
o3 pae-035 ND A 4 474 9-5-05 Esputo S R R
3322 pas-038 102180745 M A Terapia intensiva 13.5-05 Rectal R R R
3324 pae.-038 500070020 M A 3 338 13-8-08 Ofina ] R R
33206 pPae-039 20123032 F A ] 551 19-8-.05 Orina R R R
3326 pae-040 101870504 M A L 5685 20-8-05 Orina R R R
3327 pas-041 502670274 M A Em quirargicas 1 13-8-05 Sangre R R R
3328 pae-042 400500355 F A 4 423 24-8-05 Orina S R R
3320 pae-043 200720767 M A ] 851 24-8-05 Orina R R R
3330 pPas-044 102180748 M A Terapia intensiva 12 7-5-08 Orina R R R
3331 pae-045 AQO00101764 F A 5 566 18-8-05 Orina R R R
3332 pae-048 101870604 ™M A 5 505 20-8-05 Orina R R R
3333 pPae-047 1800220 M A Consulta exter 16-8-05 Orina s R R
3334 pae-048 102600037 M A 3 317 16-8-05 Orina S R R
3338 Pae-040 902340650 L A 4 462 14-8-05 Orina S R R
33368 Pme-050 8202340505 ™M A s 458 18-8-05 Orina R R R
3338 pae-082 102310241 M A Terapla intensiva 13-5-05 Fosas nasales R R R
3336 pae-053 106470562 F A 5 548 11-5-05 Orina R R R
3342 pae-058 102310241 M A Terapia intensiva 13-5-08 Rectai R R R
3343 pae-057 202280122 M A 3 351 1-11-04 Herida R R R
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7
Terapia intensiva
S

Consulta exter

Terapia intensiva
Terapia intensiva
3
4
Consuita exter
Terapia intensiva
Terapia intensiva
5
-]
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£m quirurgicas
5
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8
Terapia intensiva
Terapia intensiva

]
Terapia intensiva
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VAL GWLBON
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