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1.1 Pseudomonas aeruginosa

1.1.1 Taxonomia

Pseudomonas aeruginosa es una especie bacteriana perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae y al género Pseudomonas '®. La clasificacién original del
género Pseudomonas en cinco grupos basada en la homologia del DNA/IRNA '*? ha
sufrido una extensa revisién, lo que ha provocado que en la actualidad cuatro de los
cinco grupos de homologia se hayan clasificado como géneros separados. El género
Pseudomonas sensu stricto estd limitado al grupo I de homologia e incluye como
especie tipo a la especie P. aeruginosa, asi como a otras especies. Los miembros de
los otros grupos de homologia se han clasificado como géneros separados e incluyen
Burkholderia,  Stenotrophomonas, =~ Comamonas,  Shewanella,  Ralstonia,
Methylobacterium, Sphingomonas, Acidovorax y Brevundimonas H Asimismo, el
género Pseudomonas puede diferenciarse de otros géneros relacionados en funcién

o . 2
de la composicién de los 4cidos grasos de la pared celular 2%,

Existe una marcada heterogeneidad entre los distintos miembros de este género
en relacion con el contenido de dcidos nucleicos y proteinas. El contenido en GC%

182

para el género Pseudomonas puede variar de un 58 % a un 70 % . La especie P.

aeruginosa presenta un contenido en GC% de un 67.2% '8
1.1.2 Morfologia, estructura y composicion

P. aeruginosa es un bacilo con forma recta o ligeramente curvada y con un

tamafio de 1,5 a Syum de largo por 0,5 a 1um de ancho.

Es un bacilo gramnegativo, no formador de esporas y mévil merced a la

existencia de un flagelo polar, aunque de forma ocasional algunas células pueden
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presentar dos o mds flagelos. Ademds, puede presentar unas proyecciones externas
filiformes de estructura proteica, llamadas pili o fimbrias, relacionadas con su

adherencia a las células del huésped.

La estructura y composicién de la pared celular de P. aeruginosa es compleja y
semejante a las de los microorganismos gramnegativos de la familia
Enterobacteriaceae. Contiene un esqueleto de peptidoglicano y la membrana externa
estd compuesta por fosfolipidos, proteinas y el lipopolisacarido (LPS). Como en las
bacterias gramnegativas, el LPS esta compuesto por polisacdridos centrales comunes
a todas las cepas y polisacdridos de cadena lateral especificos de cepa. Ademis, el
centro del LPS contiene dcido 2-Keto-3-4dcido deoxyocténico (KDO) y lipido A. Sin
embargo, el LPS de P. aeruginosa tiene mas fésforo y contiene una L-alanina amido-
unida distintiva y los aminoazdcares fucosamina, quinovosamina y de forma
ocasional D-bacilosamina. El lipido A de P. aeruginosa carece del dcido B-

hidroximiristico hallado en las enterobacterias '°°.

1.1.3 Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas

P. aeruginosa posee un metabolismo aerobio estricto, sin embargo, puede crecer
en condiciones anaerdbicas utilizando nitrato o arginina como aceptor final de
electrones. Es una bacteria versdtil nutricionalmente, pudiendo utilizar como fuentes

de carbono gran variedad de carbohidratos, alcoholes y aminodcidos.

En cultivo, crece sin dificultad en cualquier medio enriquecido o no, selectivo o
diferencial. Las condiciones éptimas de crecimiento son una temperatura de 37°C,

siendo capaz de crecer a 42°C, pero no a 4°C.

P. aeruginosa es oxidasa y catalasa-positiva. Se diferencia de otras especies por
la produccién de 4cidos a partir de glucosa y xilosa pero no a partir de lactosa o

sucrosa. Puede transformar el nitrato a nitrito o gas. Es L-arginina dehidrolasa
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positiva y L-lisina descarboxilasa negativa. Algunas de las caracteristicas
bioquimicas y de crecimiento con valor taxondmico diferencial para P. aeruginosa,

se ilustran en la tabla 1 ',

1.1.4 Epidemiologia
P. aeruginosa presenta una distribucion cosmopolita. Sus minimos
requerimientos nutritivos y su tolerancia a una amplia variedad de condiciones

fisicas, contribuyen a su éxito ecolégico y a su papel como patdégeno oportunista.

Presenta una predileccién por el ambiente hiimedo, factor critico en el ambiente
de los hospitales pudiendo encontrarse en el equipamiento respiratorio, soluciones de

lavado, desinfectantes, medicinas, fluidos de irrigacién, lavamanos, etc... '®.

P. aeruginosa puede encontrarse, aunque de forma infrecuente, formando parte
de la flora microbiana normal de individuos sanos, colonizando el tracto intestinal y
otras localizaciones himedas como la garganta, la mucosa nasal o zonas hhimedas de
la piel "%, Sin embargo, la tasa de colonizacién puede aumentar en los pacientes
hospitalizados, particularmente los que permanecen ingresados durante largos
periodos de tiempo y/o han recibido tratamiento antimicrobiano de amplio espectro o
quimioterapia. Los lugares de colonizacién en estos pacientes son similares a los
mencionados en los individuos sanos, aunque también debe incluirse el tracto
respiratorio inferior, especialmente en los pacientes sometidos a ventilacion

mecanica '%.
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Aunque la colonizacién por P. aeruginosa frecuentemente precede a la infeccién,
la procedencia u origen del microorganismo y el modo de transmisién a menudo no
esta claro. Se ha llegado a postular como origen de las cepas endémicas de P.
aeruginosa a reservorios potenciales como vegetales no cocinados, los lavamanos de
los hospitales e incluso las flores en las habitaciones de los pacientes. Los posibles
brotes o epidemias adquiridos en el hospital han sido relacionados con una gran
variedad de reservorios especificos como el equipamiento respiratorio, endoscopios,
antisépticos, escayolas, marcapasos, etc % La transmisién de Pseudomonas entre
los pacientes, via las manos del personal sanitario o por otro tipo de medios o

, : o 5,29
fomites, a menudo es asumida pero dificil de probar %%,

1.1.5 Estructura antigénica

P. aeruginosa es heterogénea desde un punto de vista seroldgico. Se han descrito

tres tipos de antigenos '87 1%%;

¢ Antigeno O, estable al calor y representado por el LPS, componente de la
membrana externa. Los polisacdridos centrales estdn conservados en todas las
especies y las unidades repetidas de la cadena lateral son las que confieren la
especificidad antigénica.

Como sistema de clasificacion se utiliza el Sistema de Tipificacién
Antigénico Internacional (International Antigenic Typing Scheme; 1ATS)
propuesto por Liu y cols. '*® que comprende 17 tipos. Este esquema se ha
completado recientemente con tres nuevos tipos 129,

La frecuencia de los diferentes tipos O en las muestras clinicas varia en
funcién de la localizacién geogrifica y la procedencia del aislamiento. No
obstante, los serotipos O1, O3, 06, O11 y O12 se han descrito entre los mds
frecuentes '** ', Ademds, algunos de ellos (p. ej. O11 y O12 se han asociado a

190, 253

patrones de multiresistencia

¢ Antigeno H, sensible al calor. Se han definido dos grupos de antigenos
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flagelares: H1 y H2, que, a su vez, pueden subdividirse en ocho determinantes
antigénicos 2% '®°. Debido a las dificultades que comporta la preparacién de
antigenos flagelares especificos, su utilizacién como método de tipificacion de P.
aeruginosa no ha sido adoptado por la mayoria de laboratorios.

¢ Mucoide (M), responsable de la inaglutinabilidad de algunas cepas a los
antigenos O y H, hecho similar a lo que ocurre en algunas enterobacterias, se

trataria de dcido poliurénico secretado por algunas cepas 187,

1.1.6 Patogenia

La patogenia de P. aeruginosa debe ser entendida en el contexto de su papel
como patdgeno oportunista y a su capacidad de sobrevivir en el ambiente. Raramente
causa enfermedad en individuos sanos, pero es altamente patégena cuando se
producen alteraciones en las defensas del huésped como la rotura de la integridad de
la piel o mucosas, el uso de dispositivos médicos (catéteres intravenosos, sondas
urinarias, tubos endotraqueales) o la alteracién de mecanismos de defensa

especificos.

La patogenia es un proceso multifactorial, dado el gran nimero de factores de
virulencia producidos por el microorganismo y por el amplio espectro de
enfermedades que causa. Se postula que puede producirse en tres estadios,
adherencia y colonizaci6n, invasién local y, por dltimo, diseminacién y enfermedad
sistémica. Cada estadio es un requisito previo para el siguiente, pero la enfermedad
puede detenerse en cualquier estadio. Cada uno de los estadios parece estar mediado
por determinados factores de virulencia, siendo responsables de sindromes

caracteristicos ‘%%

En la siguiente tabla (tabla 2), se sumarizan la mayor parte de los factores de

194, 293

patogenicidad descritos en P. aeruginosa y cuyo papel en las distintas

manifestaciones clinicas se detallard posteriormente.
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Tabla 2. Factores de patogenicidad de P. aeruginosa.

Factor de virulencia

Actividad biologica

Factores celulares
- Exopolisacdrido mucoide

(alginato)

Adherencia al epitelio; barrera a fagocitos y antibi6ticos; inhibe la

unién de anticuerpos y complemento.

- Lipopolisacdrido

Determinante antigénico dominante de la superficie celular;
pérdida de azicares de la cadena lateral durante la infeccién
crénica crea LPS "rugoso” y la sensibilidad a la accién bactericida

del suero.

- Lipolisacdrido (Lipido A)

Endotoxina (papel en sindromes clinicos asociados a sepsis)

Adherencia a epitelio.

Movilidad.

Factores extracelulares

- Proteasas

Dafio tisular; separacién de la unién de las células epiteliales;

degradacién fibronectina; rotura de anticuerpos creando

anticuerpos  no  funcionales; inactivan  oy-antiproteinasa,

componentes del complemento y citoquinas; escinden los

receptores C3b de los neutrofilos; estimulan la secrecién de moco.

- ExotoxinaA

Citotéxica por inhibiciébn de la sintesis proteica; téxica para
macréfagos; mitogénesis de los linfocitos T; inhibe la proliferacién

de granulocitos y de células progenitoras de los macréfagos.

- Exoenzima S

Adherencia al epitelio; citotéxico.

- Fosfolipasa C

Hemolisis; dafio tisular; destruye surfactante.

- Ramnolipido (hemolisina

termoestable)

Hemolisis; inhibe la funcién ciliar; estimula secreciéon de moco;

afecta al transporte de iones a través del epitelio.

- Leucocidina

Citotéxico para neutréfilos y linfocitos.

- Pigmentos (p.ej. piocianina, 1-

hidroxifenazina. pioverdina)

Inhiben la funcién ciliar; sider6foros; téxicos para otras especies
bacterianas y células humanas; aumentan el metabolismo oxidativo

de los neutréfilos; inhiben la proliferacion de los linfocitos.

Daiio tisular.

Deteriora la integridad epitelial.
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Los diferentes estadios que comprenden las infecciones por P. aeruginosa se

detallan a continuacidn.

* Adherencia bacteriana y colonizacion

La adherencia a las células epiteliales del tracto respiratorio y su posterior
colonizacién parece estar mediado por las pili o fimbrias *** %5 Este proceso estaria
facilitado por la pérdida de la fibronectina, que normalmente protege a las células
epiteliales de la adherencia bacteriana, como resultado de una enfermedad u otros
factores relacionados con la hospitalizacién, o por un incremento en la produccién de

. 2
la proteasa salivar **°.

La presencia de tejidos previamente dafiados podria también facilitar la

202

adherencia de P. aeruginosa a las células epiteliales Este fendmeno de

"adherencia oportunista”" puede jugar un papel importante en la patogénesis de ciertas

infecciones (tracto urinario, queratitis o tracto respiratorio) 1%

El exopolisacarido mucoide de las cepas mucoides de P. aeruginosa 205 y las pili
de las cepas no mucoides representarfan adhesinas para el epitelio traqueal y para la
mucina traqueobronquial. Los receptores en las células del huésped parecen ser el
dcido N-acetilneuraminico (4cido sidlico) y, en el caso de la mucina

. . . 2
traqueobronquial, N-acetilglucosamina 2°* 278,

Bajo ciertas condiciones P. aeruginosa produce una cdpsula de polisacarido
referida como exopolisacarido mucoide. Esta constituido por dcido manurénico y
gulurénico organizados en una estructura repetitiva, denominada alginato. Este
componente mucoide parece formar una matriz alrededor de las bacterias, fijdndolas
al medio y protegiéndolas de la fagocitosis, anticuerpos, complemento, antibiéticos,

y en el tracto respiratorio, del mecanismo mucociliar 196

El pigmento piocianina, secretado por P. aeruginosa, podria ayudar en el
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proceso de la colonizacién al actuar como antibacteriano, retrasando el crecimiento

de otras poblaciones bacterianas y eliminando la competencia con la flora aut6ctona.

< Invasion local

La capacidad de P. aeruginosa para invadir los tejidos depende, por una parte, de
las estructuras de la superficie celular que la protegen del sistema inmune del
huésped y por otra, de la produccién de enzimas extracelulares o toxinas, que rompen
las barreras fisicas, dafiando las defensas del huésped y creando un medio propicio

para sus requerimientos fisicos, nutricionales y reproductores.

Los leucocitos polimorfonucleares constituirian la principal defensa contra la
invasién de P. aeruginosa '**. Algunas estructuras de la superficie de P. aeruginosa
parecen facilitar el proceso invasivo. Una de ellas, como se ha mencionado
anteriormente, seria el exopolisacarido mucoide debido a sus propiedades
antifagocitarias y su accién como barrera ante los anticuerpos y el complemento. Los
lipopolisacdridos de la membrana externa también presentarian propiedades
similares *°. Por iiltimo, el flagelo al mediar en la movilidad de la bacteria podria

intervenir como factor de virulencia en esta fase '°*.

Muchos aislamientos clinicos de P. aeruginosa producen proteasas
extracelulares. La elastasa y la proteasa alcalina son las méis claramente asociadas
con la patogenicidad. Ambas producen necrosis en varios tejidos del huésped
(pulmén, cornea y piel). La elastasa es capaz de solubilizar el revestimiento de
elastina de los vasos sanguineos, siendo en parte responsable de la hemorragia y
necrosis observada en algunas infecciones localmente invasivas debidas a
Pseudomonas. Mas especificamente, parece contribuir a las caracteristicas lesiones
necrdticas (“ectima gangrenoso™) asociadas a las septicemias causadas por P.
aeruginosa. La proteasa alcalina actuaria sobre los factores de coagulacion (mediante
la hidrélisis de fibrina y fibrinégeno). Aunque no son altamente citotéxicas, estas

enzimas pueden destruir las conexiones entre las células. Rompen el coldgeno,



12 -Introduccion-

degradan la laminina de las membranas basales y solubilizan la elastina de los

195 Pueden alterar las defensas del huésped al escindir las

19

pulmones
inmunoglobulinas A y G e inactivar los factores del complemento 6 asi como el
interferén gamma y el factor de necrosis tumoral '*>. A través de la rotura de tejidos
del huésped en los lugares de infeccién, las proteasas proporcionarian al

. . . iy . . .. . cs 56
microorganismo los nutrientes que facilitarian la proliferacion e invasion ™.

P. aeruginosa produce otras proteinas toxicas que contribuyen a la invasién: la
citotoxina (leucocidina) que inhibe la funcién de los leucocitos polimorfonucleares y
dos hemolisinas: la fosfolipasa C (termosensible) ** y la hemolisina termoestable
(“ramnolipido”) 198 Pparecen actuar de forma sinérgica escindiendo lipidos y lecitina.
Podrian contribuir con su citotoxicidad a la invasién tisular. La fosfolipasa C degrada
el surfactante pulmonar y causa necrosis tisular, dando lugar a atelectasia y otras

274

alteraciones patologicas “'*. Ademds, la hemolisina termoestable podria ejercer la

inhibicién de las funciones ciliares y mucociliares en las infecciones agudas y

‘. . .. . 206
cronicas del tracto respiratorio inferior =

El pigmento piocianina actuaria dificultando la funcién ciliar, lesionando el
epitelio respiratorio, favoreciendo la respuesta de los neutrofilos con dafio tisular vy,
en efecto sinérgico con la ferripioquelina (sider6foro), generaria radicales libres

capaces de daiiar las células del endotelio vascular .

% Diseminacion

La invasion del torrente circulatorio y la diseminaciéon de P. aeruginosa no es un
hecho bien conocido, probablemente estaria mediada por algunas de las estructuras
celulares y productos extracelulares implicados en la invasién localizada. Ademds de
las posibles propiedades antifagocitarias del exopolisacdrido mucoso y del
lipopolisacdrido de la membrana externa, P. aeruginosa en la sangre es resistente a la
accién bactericida del suero. Las proteasas facilitarfan el paso de P. aeruginosa al

torrente circulatorio debido a su accién sobre las inmunoglobulinas y las vias del
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complemento, necesarios para la eliminacién del microorganismo.

Se cree que tanto el LPS (endotoxina) como la exotoxina A intervienen en la
toxicidad sistémica de P. aeruginosa. La endotoxina (lipido A) puede estar
implicada, de forma indirecta, en diversos sintomas clinicos asociados a la
septicemia en bacterias gramnegativas, como fiebre, hipotensién, oliguria,
leucopenia/leucocitosis, coagulacién intravascular diseminada y sindrome del distrés
respiratorio agudo (SDRA) '°. En el dmbito fisiolégico actuaria estimulando la
liberacién de péptidos vasoactivos y activando los sisternas de complemento,
coagulacién y fibrinolisis '*°. La exotoxina A es un potente inhibidor de la sintesis
proteica. Parece mediar tanto en la infeccién local (dafiando los tejidos y
favoreciendo la invasién) como en la sistémica (asi, se ha asociado una mayor
patogenicidad a las cepas de P. aeruginosa productoras de la toxina) ** '**. Ademds,
podria ejercer un papel protector, se ha observado una mejor supervivencia en los
pacientes con altos niveles de anticuerpos especificos frente a la toxina al comienzo

de una septicemia causada por Pseudomonas '*.

Otra enzima extracelular es la exoenzyma S, dado que es expuesta en la
superficie celular de la bacteria se cree que podria mediar tanto en la adherencia

. . . . . . 5
bacteriana como ejercer funciones téxicas y posiblemente inmunosupresoras .

1.1.7 Manifestaciones clinicas

Como ya se ha comentado anteriormente, P. aeruginosa es un patégeno
oportunista. Raramente causa enfermedad en el individuo sano, aunque es un
saprofito comiin en el hombre. Esta caracteristica unida al hecho de su ubicuidad en
el ambiente hospitalario, hace dificil distinguir entre una infeccién y una
colonizacién particularmente en las muestras obtenidas de ciertas localizaciones
como heridas, drenajes o secreciones respiratorias. La evidencia clinica de una

infeccién deberfa ir acompafiada, por tanto, de la demostracién del organismo en el
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lugar potencial de infeccion.

P. aeruginosa es el patégeno humano mds importante del género Pseudomonas

por lo que respecta tanto al ndmero y tipo de infecciones que causa como a su

morbilidad y mortalidad asociada. Tanto la naturaleza y severidad de la enfermedad

subyacente del paciente como su estado inmune son factores que influyen en el

hecho de que se llegue a desarrollar la infeccidn.

P. aeruginosa es responsable de un amplio espectro de enfermedades

caracterizadas por una gran variedad de cuadros clinicos que se manifiestan con

diferentes niveles de severidad En la tabla 3 se expresa de forma resumida las

diferentes infecciones causadas por P. aeruginosa

23,195,196

Tabla 3. Infecciones causadas por P. aeruginosa.

Infecciones

Factores de riesgo

Infecciones respiratorias
. Neumonia
- No bacteriémica

- Bacteriémica

. Infeccién del tracto respiratorio
inferior en enfermos con fibrosis

Ventilacién mecdnica, tubo endotraqueal, sonda
nasogdstrica, estancia prolongada en la UCI,
tratamiento con antibidticos de amplio espectro,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
enfermedad neurolégica.
Neutropenia, neoplasia bronquiectasia

quimioterapia

maligna,

crénica, inmunodepresién severa,
citotoxica, quemaduras severas.

Presencia de fibrosis quistica, colonizacién crénica
por P. aeruginosa, deterioro progresivo del pulmoén,

alteracién de la respuesta inmune a Pseudomonas sp.

Bacteriemia
. Primaria
. Secundaria

Mismos factores descritos anteriormente.

Leucemia, linfoma, catéter intravenoso, usuarios de

drogas por via parenteral (ADVP), traumas,

prematuros, tlceras en el tracto gastrointestinal,

transplante de Organos sélidos o médula OJsea,
__procedimiento de endoscopia.

Infecciones osteo-articulares

ADVP, insuficiencia vascular periférica en pacientes
con diabetes mellitus, artritis renmatoide, infecciones
urinarias, traumatismos plantares, cirugia, etc..
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Infecciones

Factores de riesgo

Infecciones del sistema nervioso central
. Meningitis
. Abcesos cerebrales

Alteracién del sistema inmune (neutropenia), otros
factores (nmeurocirugia, tumores, quemaduras,
infecciones, etc).

Infecciones otorrinolaringologicas
. Otitis externa

. Otitis externa maligna

. Otitis media crénica supurada

. Sinusitis

Lesiones de la piel y mucosas, humedad, diabetes
mellitus, sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA).

Inmunosupresion, ventilacién mecénica.

Endocarditis

. Infeccidn de las vdlvulas sanas en
ADVP

. Infeccion de vdlvulas protésicas

ADVP, vélvulas protésicas.

Infecciones gastrointestinales

Inmunosupresién  (nifios, cdncer, neutropenia
secundaria a quimioterapia).

Infecciones de la piel y tejidos blandos
. Ectima gangrenoso

. Pioderma

. Infeccién de heridas

. Dermatitis

. Sepsis de quemaduras

Lesiones de piel y mucosas (secundarias a
quemaduras, trauma, dicera o dermatitis), humedad,
neutropenia, prematuros y SIDA.

Infecciones del tracto urinario

. Agudo

. Crénico (frecuentemente con lugares
de persistencia u obstruccion)

Catéter en vias urinarias, cirugia (transplante renal),
obstruccién, nefrolitiasis, estancia crénica en
hospital.

Infecciones oculares
. Queratitis (Glcera de la cornea)
. Endoftalmitis

Traumatismos, humedad, lentes de contacto, SIDA,
quemaduras, estancia en UCI, esteroides tépicos.

1.1.8 Diagnostico

¢ Examen directo. Estudio microbiolégico

Pseudomonas sp. puede aislarse de multiples muestras (frotis, exudado, esputos,

orina, sangre, liquido cefalorraquideo, etc). Dada su capacidad de sobrevivir en

ambientes y temperaturas adversos, las técnicas estandar de recogida, transporte y
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conservacion son suficientes para asegurar su recuperacion de las muestras

clinicas'®.

Las diferentes especies de Pseudomonas presentan una morfologfa similar ante la
tincién de Gram y no son facilmente distinguibles de otros bacilos gramnegativos no
fermentadores. Las cepas mucosas de P. aeruginosa pueden verse como

microcolonias en muestras de esputo procedentes de pacientes con fibrosis quistica.

Pseudomonas sp. crece bien en medios de cultivo convencionales como el agar
de sangre de carnero al 5% o el agar chocolate. Estos medios pueden utilizarse para
el aislamiento de microorganismos de muestras clinicas estériles donde no se espera
encontrar flora mixta. Para el aislamiento de estos microorganismos de muestras
clinicas con flora mixta se utilizan medios selectivos como el agar MacConkey.
Agentes selectivos como la cetrila mida, acetamida o la nitrofurantoina pueden ser
utilizados para el aislamiento de P. aeruginosa procedente de muestras clinicas o

ambientales ',

¢ Identificacion

Los aislamientos de P. aeruginosa son ficilmente reconocibles tras un primer
aislamiento en medio de cultivo en funcién de la morfologia caracteristica de sus
colonias, la produccién de pigmentos solubles y un olor caracteristico, debido a la

sintesis de 2-aminocetofenona.

Las colonias son normalmente grandes, planas, de superficie rugosa, con bordes
irregulares y pueden presentar un brillo metdlico que a menudo se asocia con la
autolisis de las colonias (en agar sangre). Otras variantes morfolégicas incluyen

formas lisas, coliformes, gelatinosas, puntiformes y mucoides ''*.

P. aeruginosa presenta la capacidad de producir ciertos pigmentos hidrosolubles
incluyendo el pigmento fluorescente pioverdina (también producido por P.

fluorescens y P. putida). Una caracteristica diferencial y especifica es su capacidad
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de producir un pigmento fenazina soluble de color azul, denominado piocianina.
Cuando este pigmento se combina con la pioverdina se produce un color verde
brillante caracteristico de P. aeruginosa. También puede producir otro tipo de

pigmentos hidrosolubles como, piorrubina (rojo oscuro) o piomelanina (negro).

P. aeruginosa puede identificarse mediante un test de oxidasa positivo, ausencia
de fermentacién de la glucosa en el medio de Kliger, crecimiento a 42°C y
produccién de pigmentos azul o azul verdoso, rojo o marrén capaces de difundir en

agar Mueller-Hinton u otro tipo de agar sin colorante ''*,

Ocasionalmente, P. aeruginosa unicamente produce el pigmento pioverdina,
hecho que no Ia diferencia de P. fluorescens o P. putida. La habilidad de crecer a
42°C permite distinguir a P. aeruginosa de estas dos especies. Sin embargo, para
llegar a identificar a P. aeruginosa cuando se aisla un microorganismo no
pigmentado de una muestra clinica, es necesario realizar pruebas adicionales como

las detalladas anteriormente (ver tabla 1, apartado 1.1 de este capitulo).

Muchos laboratorios utilizan sistemas comerciales para la identificacién de
Pseudomonas spp. La duracién de la identificacion puede variar de 8 a 48 horas
dependiendo de si el sistema identifica el organismo en funcién de enzimas ya
formados (rdpido) o de la utilizacién de sustratos. La precisién de estos sistemas para
identificar cepas pigmentadas de P. aeruginosa varia de un 70 % a un 100% ''*. Sin
embargo, no se requiere la utilizacién de un sistema comercial caro cuando unas

pruebas sencillas son suficientes.

En el caso de P. aeruginosa, no se suelen utilizar para el diagndstico técnicas
serolégicas como la inmunofluorescencia directa o técnicas basadas en la hibridacién

de acidos nucleicos 87 114,

Recientemente, se ha utilizado la técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccién directa de P. aeruginosa a partir de muestras clinicas,

. . ., . o P 3 .
mediante la amplificacién de secuencias especificas del ADN cromosémico *. Sin
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embargo, debido al rdpido crecimiento en cultivo, la facilidad en la identificacion de
P. aeruginosa y la necesidad de realizar estudios de sensibilidad en los aislamientos
clinicos significativos, las técnicas de diagndstico rdpido para la deteccion de este

microorganismo de una forma rutinaria tienen poco valor préctico.

1.1.9 Mecanismos de resistencia

P. aeruginosa es un microorganismo que se caracteriza por poseer una resistencia
natural a numerosos antibiéticos y por su capacidad de adquirir mecanismos de

resistencia a los agentes habitualmente activos.
1.1.9.1 Resistencia a los betalactamicos

K . .
*“*  Resistencia natural

P. aeruginosa presenta resistencia natural a numerosos betalactimicos, resultado

de la combinacion de 3 mecanismos:

¢ Una baja permeabilidad de la membrana, por la propia estructura de la membrana
externa (de naturaleza hidréfoba) y al reducido nimero y pequefio didmetro de
los canales proteicos o porinas °" ',

¢ Laexistencia de un fenémeno de expulsién activa que contribuye a la resistencia
natural a los betalactamicos y a otras familias de antibi6ticos 125. 126, 198

¢ La produccién de una betalactamasa cromosémica e inducible '*2. Las moléculas
como las aminopenicilinas, cefalosporinas de 1* y 2* generacidn, cefotaxima y
ceftriaxona, son a la vez inductoras de este enzima y susceptibles a su accién y
por tanto ineficaces. Los agentes naturalmente activos contra P. aeruginosa
corresponden a inductores débiles (piperacilina, ceftazidima) o a inductores

fuertes pero estables respecto a este enzima (carbapenemes) %,
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%+ Resistencia adquirida

Los mecanismos de resistencia adquirida pueden clasificarse en mecanismos

enzimaticos y no enzimaticos.

v Resistencia de naturaleza enzimatica

Adgquisicion de penicilinasas transferibles

Se han descrito en P. aeruginosa numerosas betalactamasas codificadas por
genes situados en pldsmidos *"'*2. Se clasifican en tres grupos en funcién de su perfil

de sustrato:

¢ El grupo PSE o CARB (carbenicilinasas), que incluyen PSE-1, PSE-3, PSE-4,
CARB-3 y CARB-4.

¢ El grupo OXA (oxacilinasas), constituido por una serie de enzimas (OXA-1 a
O0XA-10)

¢ El grupo TEM que comporta las variantes TEM-1 y TEM-2.

Estos enzimas conferirian resistencia a ticarcilina, piperacilina y ciertas

cefalosporinas pero no frente a la ceftazidima, aztreonam y los carbapenemes *°.
Hiperproduccion de la betalactamasa cromosomica

Debido a una mutacién al nivel de los genes de regulacién, la produccién de la
betalactamasa natural puede transformarse en constitutiva, por lo que ciertas cepas de
P. aeruginosa (denominadas "desreprimidas") serfan capaces de hiperproducir este
enzima afectando a la actividad de la mayoria de los betalactdmicos a excepcién de

132 Existen diferentes niveles de desrepresion y el nivel de

los carbapenemes
resistencia observada es proporcional a la cantidad de enzima producida. No

. . . - 32
obstante, la mayoria de las cepas estarian solamente parcialmente desreprimidas B
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Betalactamasas de espectro extendido

Las betalactamasas de espectro extendido son enzimas plasmidicos presentes en
las enterobacterias de los géneros Klebsiella y Enterobacter que confieren resistencia
frente a las cefalosporinas de tercera generacién y son sensibles a los inhibidores de
las betalactamasas '*2. En P. aeruginosa, la primera descrita fue la PER-1 (originaria
de Turquia) ”2, desde entonces se han descrito otros tipos, habiendo evolucionado
mediante mutacién a partir de penicilinasas, como oxacilinasas (OXA-11, OXA-14,
OXA-15, etc) y otras de TEM '7. Conferirian resistencia frente al conjunto de los

P .z 26,
betalactamicos a excepcion de los carbapenemes 6.173

Metalobetalactamasas (imipenemasas)

La resistencia al imipenem en P. aeruginosa por la produccién de una
betalactamasa se describié originariamente en Japén ***. Esta betalactamasa de tipo
metaloenzima, denominada IMP-1, se ha descrito posteriormente en otras cepas de P.
aeruginosa de este pafs **°. Estas cepas manifiestarian resistencia a los carbapenemes

P P .y, 2
y a la gran mayoria de beta-lactdmicos a excepcidn del aztreonam 132

v Resistencia de naturaleza no enzimatica

Bombas de expulsion activa

Las bombas de expulsion activa consisten en un conjunto de 3 proteinas (cada
una con una funcién especifica) capaces de expulsar el antibidtico al exterior de la
bacteria '°®. Estos sistemas estdn codificados por genes cromosémicos, pudiéndose
expresar por mutacion (es), y en ocasiones inducirse y seleccionarse en presencia de
antimicrobianos como las quinolonas °’. Tienen en comin la propiedad de inducir
resistencias cruzadas entre los betalactdmicos y las fluoroquinolonas, asi como a las

otras familias de antibi6ticos (tetraciclinas, cloranfenicol, trimetropina) 145,
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En P. aeruginosa se han identificado tres sistemas diferentes:

¢ MexA-MexB-OprM, que suele expresarse de forma constitutiva contribuyendo a
la resistencia natural de la especie a los betalactdmicos (excepto el imipenem) y a
otros antibiGticos '** 1%,

¢ MexC-MexD-OprJ, que conferiria resistencia a la cefpiroma y cefepima %,

¢ MexE-MexFB-OprN, confiere una resistencia moderada a los carbapenemes 3

Modificacion de la estructura del lipopolisacdrido (LPS)

Ciertas modificaciones cualitativas y cuantitativas a nivel del LPS de la bacteria
pueden ocasionar una disminucion de la permebilidad de la membrana dando lugar a
una resistencia acusada al conjunto de los betalactdmicos, a excepcién del imipenem,

P . . . 2
asi como a las quinolonas, al cloranfenicol y las tetraciclinas ',

Modificacion de la afinidad de la diana (PBP)

La diana bacteriana de los betalactdmicos estd constituida por unas proteinas
situadas al nivel de la membrana interna y denominadas proteinas fijadoras de las
penicilinas (penicillin-binding protein; PBP). La mayoria de los betalactamicos
presentan una gran afinidad por la proteina PBP-3, salvo el imipenem que se fija
preferentemente en la PBP-2. Una hiperproduccion de la proteina PBP-3 se traduciria
en un aumento de la resistencia moderada a los betalactdmicos, excepto del

imipenem '?.

Resistencia selectiva al imipenem mediante la porina D2

La porina OprD o D2 permite la difusion de los carbapenemes a través de la

membrana

3 . . ., P . . .
. Una disminucién o una pérdida de esta porina, asociada a una
hidrdlisis parcial por parte de la betalactamasa cromosémica se traduciria en una

resistencia selectiva al imipenem '*'.
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1.1.9.2 Resistencia a los aminoglucdsidos

P. aeruginosa es habitualmente sensible a los aminoglucdsidos (gentamicina,
tobramicina, netilmicina, amikacina, isepamicina). Los mecanismos de resistencia
son complejos y pueden ser variables en el tiempo y la localizacién geogréfica.
Ademads, estos mecanismos no estarian relacionados con el consumo de determinados
aminoglucésidos, sino que parecerian ser respuesta al uso continuado de los
aminoglucésidos en general '*’. La resistencia a estos antibiéticos se deberfa a varios

mecanismos que incluirfan:

¢ Alteracién del sistema de expulsion activa del antibidtico que se traduciria en una
resistencia de bajo nivel al conjunto de los aminoglucésidos .

¢ Resistencia de naturaleza enzimdtica, provocada por la adquisicién de enzimas
plasmidicas capaces de inactivar los aminoglucdsidos por acetilacién
(aminoacetiltransferasas 0 AAC), nucleotidilacién (nucleotidiltransferasa o ANT)
o fosforilacién (fosfotransferasa o APH) *’. Los mecanismos de resistencia mds
frecuentes residen en: i) la produccién de una AAC (6)-1I, que confiere
resistencia a la gentamicina, tobramicina y netilmicina; ii) una ANT (2")-1, que

26. 157 Otros enzimas

produce resistencia a la gentamicina y la tobramicina
también frecuentes serfan el AAC (3’)-II (resistencia a la gentamicina,
tobramicina y netilmicina) y APH (3’)-VI (resistencia a amikacina) 4,

¢ Alteraciones de la permeabilidad sola o asociada a los dos enzimas mencionados

anteriormente (resistencia a todos los aminoglucésidos) 2% '°7,

1.1.9.3 Resistencia a las quinolonas

La resistencia de P. aeruginosa a las quinolonas puede sobrevenir por tres

mecanismos 2> 47:

¢ Modificacion de la afinidad de la diana, las quinolonas actdan inhibiendo las

enzimas implicadas en la replicacién del DNA, particularmente la DNA girasa y
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la topoisomerasa IV. Se han descrito diversas mutaciones que afectan a los genes
gyrA y gyrB (que codifican las subunidades A 'y B de la DNA girasa,

28 v en el gen parC (que codifica la subunidad A de la

respectivamente)
topoisofnerasa 1V), traduciéndose en una disminucién de la afinidad de estas
enzimas por el antibiético '%.

¢ Alteraciones de la permeabilidad de la membrana externa, dependiendo de la
hidrofobicidad de las quinolonas, la resistencia puede ser consecuencia de
modificaciones al nivel de las porinas o a nivel del LPS '** 133,

¢ Bombas de expulsion activa, los 3 sistemas de expulsién activa citados
anteriormente para los betalactdmicos contribuirian, asimismo, a la resistencia a

las quinolonas '** 1%,

1.1.10 Tratamiento

El tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa constituye en ocasiones un
serio problema debido a su resistencia intrinseca a miltiples antimicrobianos, como
ya se ha comentado anteriormente, y a su capacidad parar adquirir nuevos
mecanismos de resistencia, hecho que ocurre con bastante frecuencia durante los

tratamientos con monoterapia.

En funcién de la gravedad de las infecciones, la estrategia terapéutica podria
comprender un tratamiento precoz (empirico) que a la espera del estudio
microbioldgico se evaluaria segiin la sensibilidad de la cepa. Ademds, la eleccidn del
tratamiento deberfa adaptarse por una parte a la ecologia del hospital (incidencia de
los diferentes fenotipos de resistencia, frecuencia de cepas de serotipo O12, difusién
de cepas epidémicas con un perfil de resistencia caracteristico) y por otra parte a las
particularidades del paciente (localizacion de la infeccién, duracién de la
hospitalizacion, tratamiento antibi6tico previo, antecedentes de portador de P.

. . . . 2
aeruginosa, presencia de eventuales asociaciones bacterianas) *°.
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Clisicamente se recomienda la utilizacién de una combinacién de antibiéticos
con el fin de obtener un efecto sinérgico y bactericida mds rdpido ademas de prevenir
la posible aparicién de mutantes resistentes **>. Las combinaciones de betalactdmicos
y aminoglucésidos son las mds comuinmente utilizadas. Otras posibles
combinaciones, aunque con un menor efecto sinérgico, serfan las de
aminoglucésidos-fluoroquinolonas y  betalactdmicos-fluoroquinolonas.  Otras
moléculas como la fosfomicina y la rifampicina podrian emplearse eventualmente en

. . b
tratamientos combinados 5.

En la siguiente tabla (tabla 4) se sumarizan las diferentes estrategias terapetticas

para las infecciones causadas por P. aeruginosa.

Tabla 4. Estrategia terapéutica utilizada contra P. aeruginosa.

Tratamiento Antibidticos Indicaciones
Monoterapia . Penicilinas antiPseudomonas: Pacientes no granulocitopénicos,
ticarcilina, piperacilina, azlocilina  infecciones no graves, cursos clinicos
- Cefalosporinas: ceftazidima, cortos, seguimiento bacteriolégico.

cefoperazona, cefpiroma
. Carbapenemes: imipenem
- Quinolonas: ciprofloxacina

Asociaciones . Aztreonam, ticarcilina o Infecciones severas causadas por
convencionales  Ceftazidima mds clavuldncio Pseudomonas: neumonia, bacteriemia,
. Imipenem mds amikacina quemados (mds tto. tépico), otitis
- Ciprofloxacina mds ceftazidima externa maligna (mas cirugia), infeccién
- Ciprofloxacina mds fosfomicina del sistema nervioso central (mds tto.

local), fibrosis quistica (mds tto. tépico).

Tratamiento . Penicilinas antiPseudomonas
alternativo mds quinolona
. Aztreonam mds aminoglicésido
. Aminoglicdsido mis quinolona
Adyuvantes . Acetato de mafenida (tto. local), Quemados
extirpacién quirdrgica del tejido
necrdtico.
. Mucoliticos, inmunizacion pasiva  Pacientes con fibrosis quistica
(IL-1, acM anti-TNF)
. Vacunas basadas en el polisacdrido

* Adaptada de Bergogne-Bérézin E 2,
Abreviaturas, tto: tratamiento; IL-1: interleukina I; acM anti-TNF: anticuerpos monoclonales contra
el factor de necrosis tumoral.
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1.2 Neumonia en el enfermo sometido a ventilacion
mecanica

1.2.1 Etiologia

Los microorganismos responsables de la neumonia asociada a la ventilacion
mecénica (NAV) varian dependiendo de varios factores como la enfermedad de base
del paciente, el tratamiento antibi6tico previo, la existencia de cepas epidémicas y el

71, 208, 263

método de diagnédstico utilizado En un 25 % de los pacientes,

aproximadamente, la NAV es causada por multiples organismos *''.

Entre Jos microorganismos grampositivos aerobios destacan Staphylococcus
aureus meticilin resistente (SAMR), Staphylococcus aureus meticilin sensible
(SAMS) y Streptococcus pneumoniae. Este tltimo, a pesar de considerarse la causa
mads frecuente de neumonia adquirida en la comunidad, es aislada en baja frecuencia

en los pacientes afectados de NAV 2.

Los estreptococos betahemoliticos,
corinebacterias y otros bacilos grampositivos también se han descrito como agentes
causales potenciales de la NAV, y frecuentemente como una infeccién mixta junto
con anaerobios después de una aspiracién pulmonar. La presencia de estafilococos
coagulasa negativos en muestras respiratorias normalmente representan una
contaminacién. En episodios polimicrobianos de NAV una diferencia importante
entre SAMS y SAMR es que este Gltimo muestra una gran asociacién con
Pseudomonas spp., asociacién inusual para SAMS **. La mayoria de las muertes por

NAV y cocos grampositivos se deben a SAMR.

Entre los bacilos aerobios gramnegativos, P. aeruginosa se considera el
microorganismo mds frecuentemente aislado. Acinetobacter baumannii mostraria
una importancia similar, sin embargo, su incidencia es variable debido a que
normalmente estd presente en el ambiente hiimedo de la UCI, pudiendo dar lugar a
brotes nosocomiales. Serratia marcescens, presenta caracteristicas epidemiolégicas

similares a P. aeruginosa o A. baumannii, estando presente de forma endémica o
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causando brotes nosocomiales. Estos 3 microorganismos se podrian considerar
responsables de la mayoria de las muertes causadas por bacilos gramnegativos en

pacientes con NAV 208,

Entre otros microorganismos gramnegativos, Haemophilus influenzae presenta
una incidencia variable en funcioén de la presencia de enfermedades subyacentes,
duracién de la intubacién y el tratamiento antibiético previo. Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp., Escherichia coli, Proteus spp., Citrobacter freundii, otras
especies de Pseudomonas, Xanthomonas maltophilia o Legionella pneumophila,

representarfan un problema menor para los pacientes intubados >''.

La flora anaerobia aunque puede aislarse en los pacientes intubados,
especialmente en los 2 6 3 dias inmediatos a la intubacién, juega un limitado papel
en la NAV. Otros patégenos oportunistas como, Pneumocystis carinii, virus y
hongos, no suelen considerase como causas de la NAV, excepto en pacientes con una

. ., 9
inmunodepresién severa *'!.

1.2.2 Patogenia

El modo en cémo se produce la colonizacién que pueda conducir al desarrollo de
la NAV es un tema de continuo debate. La aspiracion de secreciones orofaringeas
contarninadas o de contenidos gastricos/esofigicos representa la ruta de entrada mds
comin %, A pesar de ello, se han descrito otras posibles rutas que incluyen
inhalacién de aerosoles que contienen bacterias; inoculacién directa en los pacientes
intubados a través, por ejemplo, de las manos del personal sanitario o la penetracién
directa de un lugar infectado (p.ej. espacio pleural); o la diseminacién hematégena
(p-ej. por translocacion, desde el intestino o desde un lugar lejano de infeccién como

puede ser un catéter infectado) 7 (figura 1).
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El desarrollo de la NAV depende de la interaccién entre la virulencia de la
bacteria, el tamafio del inéculo y las defensas pulmonares locales (que pueden

alterarse por una enfermedad subyacente, malnutricién o algunos tratamientos).

En los pacientes intubados, las defensas de las vias aéreas altas (la glotis, el
reflejo de la tos y el mecanismo de lavado mucociliar) estdn abolidas. La
colonizacién del tracto respiratorio inferior se produce a través de la superficie
exterior del tubo traqueal, relacionado con una inadecuada funcién del balén de
neumotaponamiento de la via aérea en ciertas situaciones, por ejemplo, ante cambios
en el calibre de las vias aéreas al toser y tragar, o cuando se cambia la posicion del
cuerpo, lo que permitird las aspiraciones repetidas de las secreciones contaminadas.
Si no se controla la presion del balon de forma repetida, se produce una pérdida de
presién que inevitablemente conduce a la progresién de secreciones procedentes de

las vias respiratorias altas.

El disefio de las medidas de prevencién dependerd de una clasificacién previa de
las infecciones como enddgenas o exdgenas en funcién de la secuencia de

272 . . . . .
. En las infecciones exdgenas, los microorganismos alcanzan

colonizacién
directamente el tracto respiratorio inferior desde un medio exterior al paciente
(reservorios externos, manipulaciones y técnicas invasivas). En el caso de las
infecciones enddgenas existe cierta controversia acerca de la importancia de los
distintos reservorios endégenos posibles (orofaringe, trdquea, estémago, senos

paranasales, intestinos) °.
Infecciones endégenas primarias

Estos episodios infecciosos, también denominados como neumonia de inicio
precoz !, generalmente se producen durante la primera semana de estancia del
paciente en la UCI y son causados por microorganismos presentes en el momento del
ingreso. Sin embargo, la aplicacién de tratamientos antibi6ticos de amplio espectro
hace que aparezcan en los primeros dos dias. Los microorganismos implicados son

Staphylococcus aureus meticilin sensible (SAMS), Streptococcus pneumoniae 'y
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Haemophilus influenzae 215,

En los pacientes inmunocompetentes, con un tratamiento apropiado, el curso de
la infeccidn es benigno y no representa una mortalidad adicional significativa. Sin
embargo, se asocian a tasas altas de morbilidad (mayor duracién de estancia en UCI,
uso de antibiGticos y mayores costes). En los pacientes sometidos a ventilacién
mecdnica, estas infecciones pueden producirse por las secreciones acumuladas por
encima del balén de neumotaponamiento y que se filtrarfan al tracto respiratorio
inferior 2'* 2% La aspiracién continua de las secreciones subgléticas junto con el
mantenimiento tanto de la permeabilidad del sistema de succién como de la presion

de neumotaponamiento constituirfan medidas de prevencién eficaces 25,

Infecciones endogenas secundarias

Estos infecciones se producen a los 8 6 10 dias de la intubaciéon y después de un
episodio de infeccién primaria, aunque su aparicién puede ser anterior o sin una
infeccién primaria previa, si ha existido un tratamiento antibidtico de amplio
espectro. Normalmente, los microorganismos causantes (no presentes en el momento
del ingreso) proceden del ambiente del hospital, detectdndose un sobrecrecimiento en

el tracto digestivo previo a la colonizacién del tracto respiratorio inferior 2'*,

Suelen estar causadas por Enterobaacteriaceae, Enterococcus spp. y P.
aeruginosa. Se han asociado con un aumento de la mortalidad incluso tras un
tratamiento apropiado *'’. Las medidas de prevencién deberian dirigirse hacia la
reduccion de la transmisién desde el ambiente, el uso restringido de tratamiento de
espectro ampliado y la prevencion de la colonizacién géstrica (p.ej. uso del sucralfato

ir las h . . . 201
para prevenir las hemorragias digestivas) = .
Infecciones exégenas

Aunque menos comunes que las anteriores, se considera que la flora exégena es

responsable de los brotes epidémicos de neumonia nosocomial descritos 1% Los
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microorganismos responsables son principalmente S. aureus meticilin resistente
(SAMR), bacilos gramnegativos no fermentadores (particularmente Acinetobacter
spp. y Pseudomonas spp.) y Serratia spp. Normalmente son patégenos
multiresistentes y su influencia en la mortalidad relacionada directamente con la

NAV es significativa 2.

Se han identificado como medios de transmisién, las manos del personal
sanitario, los nebulizadores o broncoscopios contaminados. La prevencién de este
tipo de infecciones se basaria en la observancia estricta de ciertas medidas de control,
la identificacién y erradicacién de los reservorios, y una adecuada desinfeccién y

esterilizacién de los equipos respiratorios '3,

1.2.3 Manifestaciones clinicas. Criterios diagndsticos

La neumonia se produce cuando un microorganismo particularmente virulento o
un gran indculo llega al tracto respiratorio inferior y sobrepasa las defensas del
pulmén. Se produce una respuesta inflamatoria local, con acumulacién de neutréfilos
y otras células en el bronquio periférico y en los espacios alveolares. Localmente, el
exudado inflamatorio produce un esputo purulento y una consolidacién que puede
detectarse al examinar al paciente y por radiografia de torax. A escala sistémica,

puede ocasionar fiebre y leucocitosis, entre otros sintomas '3,

La neumonia nosocomial es una complicacién frecuente en los enfermos
sometidos a ventilacién mecdnica. La necesidad de administrar un tratamiento
antibidtico adecuado, dificultado por el amplio y variado espectro de

microorganismos responsables, hace necesario realizar un diagnéstico adecuado.

El diagnéstico de la NAV se basa en la combinacién de varios métodos

diagndsticos que se detallan a continuacion.
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“* Diagndstico clinico

El diagnéstico presuntivo de la NAV se basa en la aparicién de nuevos infiltrados
en la radiografia de torax o progresion de los existentes asociados a la presencia de
hipertermia o hipotermia, leucocitosis o leucopenia y presencia de secreciones
traqueobronquiales purulentas (en las que se pueden identificar o no, agentes
patdgenos) 19 A estos criterios clasicos, se afiadié la presencia en una muestra de
aspirado traqueal de mas de 25 leucocitos y menos de 10 células epiteliales
escamosas por campo de bajo aumento (100 x) junto con el aislamiento de un

microorganismo con potencial patégeno respiratorio 57,

Sin embargo, en el paciente ventilado estos signos clinicos son inespecificos y
pueden llevar al sobrediagndstico o subdiagnéstico de la NAV .70 La presencia de
infiltrados pulmonares debida a otros procesos patoldgicos como edema, hemorragia
o infarto pulmonar, entre otros, puede dificultar la observacién de infiltrados
infecciosos. En algunos pacientes no se detecta fiebre y cuando ésta se halla presente,
puede tener un origen extrapulmonar o, al igual que los infiltrados pulmonares, ser
debida a causas no infecciosas. La presencia de secreciones purulentas puede
corresponder a traqueobronquitis, ademds el tracto respiratorio superior de estos

. . . 0
enfermos suele encontrarse regularmente colonizado por bacilos gramnegativos ™.

D

* Diagnostico microbiologico

El diagnéstico microbiolégico de la NAV es dificil de establecer debido a que las
infecciones pueden estar causadas por microorganismos comensales o teldricos que
colonizan con frecuencia las vias respiratorias altas, sin que necesariamente sean los
agentes causantes de la infeccién. Por ello, se han desarrollado técnicas de obtencidn
de muestras que intentan evitar Ja contaminacién orotraqueobronquial. Se clasifican

en no invasivas e invasivas.
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v’ Técnicas de diagnéstico no invasivas

El aspirado traqueal ¢s el método mds sencillo de obtencién de muestras en el
paciente ventilado. El cultivo cualitativo se considera un método inadecuado por su
baja especificidad, debido a la contaminacién de la muestra por microorganismos
potencialmente patégenos que frecuentemente colonizan las vias respiratorias altas
de los pacientes ventilados *®. El cultivo cuantitativo del aspirado endotraqueal
permite un diagndstico razonable, observindose valores de sensibilidad vy
especificidad con valores entre un 60 % y un 90 %, considerando un umbral de 10° a

10° unidades formadoras de colonias (ufc)/ml 140.266

Otro método no invasivo empleado en el diagnéstico de la NAV es el
hemocultivo, aunque su sensibilidad es baja y presenta problemas de especificidad
particularmente en los pacientes criticos en los que deben considerarse otros focos de
bacteriemia. Los microorganismos aislados en los hemocultivos se consideran como
causa definitiva de la NAV si coinciden con los microorganismos aislados de una

. . 2
muestra respiratoria fiable 2%,

v Técnicas de diagndstico invasivas

Se han descrito dos métodos de obtencién de muestras profundas cuantificadas

y el

lavado broncoalveolar (LBA) '3"2%°, Este tipo de técnicas permite la obtencién de las

mediante broncoscopia, el catéter telescopado con cepillo protegido (CP) ***

secreciones del drea broncoalveolar que se sospecha asiento de la NAV, evitando la

contaminacién con la flora comensal del tracto respiratorio superior.

Una vez obtenida la muestra, se pueden realizar dos tipos de exdmenes: uno
rapido que consistiria en una bisqueda citolégica y bacterioldgica directa, y otro mds
tardio (cultivo cuantitativo o semicuantitativo) que determinaria la abundancia de
microorganismos a partir del material extraido (ufc/ml). De esta forma, ademds de
identificar, de una manera certera, el agente causal de la NAV se pretende obtener el

. .., . .5
umbral que separe la colonizacién de la infeccién ¥,
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En la tabla 5 se sumarizan las principales modalidades de la toma de muestras.

Tabla 5. Diferentes modalidades de toma de muestras profundas (extraido de Correa H y
cols. *)

e CP bajo visién directa a través del canal del FBC * ™

e CP aciegas, en particular dirigido por sonda de Metras **

e LBA através del canal del FBC

e LBA aciegas a través de varios tipos de catéter o sonda

¢ LBA protegido bajo visién directa. Se realiza pasando un catéter balén a través del canal

del FBC, enclavandolo en el sector elegido '*

CP: cepillo protegido; LBA: lavado broncoalveolar; FBC: fibrobroncoscopio.

En el método del cepillo protegido (CP), se introduce en el canal del
fibrobroncoscopio un cepillo protegido por un doble catéter telescopado con un tapén
que ocluye su extremo distal. Aunque en el paciente ventilado también se puede

262 ” . .
2 Este método requiere el uso de cultivos

realizar directamente, a ciegas
cuantitativos siendo el umbral recomendado de 10° ufc/ml. Los valores de
sensibilidad de este método oscilan entre un 60 % y un 100 %, con una especificidad
entre un 69 % y un 100 % "* %, Esta variabilidad depende del tipo de poblacién
estudiada, del uso previo de antibibticos y de c6mo se ha confirmado la neumonia

{(método de referencia).

El lavado broncoalveolar (LBA) consiste en la instilacién secuencial y posterior
aspiracion de solucién fisiolégica en el pulmén, a través de un fibrobroncoscopio o
de un catéter, que previamente se ha enclavado en el bronquio **°. Permite tomar una
muestra mucho mads representativa que la del CP y por tanto, seria teéricamente mas
sensible. Sin embargo, puede contaminarse mds ficilmente por la flora de la via
aérea superior o de los bronquios gruesos. El umbral considerado en el cultivo
cuantitativo normalmente es de 10* ufc/ml. Se han descrito valores de sensibilidad y
especificidad del cultivo cuantitativo de LBA que oscilan de un 72 % a un 100 % y

de un 69 % aun 100 %, respectivamente '**.
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Para mejorar la especificidad del LBA, se ha realizado la recogida de muestras
respiratorias por el método de LBA protegido (con el fibrobroncoscopio a través del
catéter interno de un doble catéter telescopado con tapén distal) 12 presenta mejor
especificidad que el LBA y una sensibilidad igual o superior que el CP, con valores

que varian de un 83 % a un 86 % y de un 82 % a un 85 %, respectivamente 153,

Otro método de diagndstico utilizado es el estudio microscépico de las
secreciones obtenidas mediante el LBA tras tincién de la muestra con la técnica de
May-Griinwald-Giemsa mediante el cual se cuantifica el porcentaje de células
alveolares (macréfagos y neutrofilos) que contienen organismos intracelulares en las
células alveolares. Es un método que permite identificar los pacientes con neumonia
de una forma casi inmediata. Los umbrales considerados como indice indicativo de
neumonia pueden variar entre un 2 % y un 5 % de c€lulas con organismos
intracelulares. Los valores de especificidad varian de un 95 % a un 100 % y se ha

descrito una sensibilidad superior al 75 % '3,

Sin embargo, estas técnicas pueden presentar falsos positivos (afirmar la
existencia de neumonia en ausencia real) y falsos negativos (no descubrir neumonia
ante su presencia real). Varios factores pueden contribuir a la existencia de falsos
positivos como la contaminacién producida durante el muestreo, la variabilidad de la
técnica (problemas de reproducibilidad) o una colonizacién del tracto respiratorio
inferior que puede ser favorecida por un tratamiento antibiético prolongado o una
enfermedad subyacente (p.ej. la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)).
Con respecto a los falsos negativos, la falta de estandarizacién del método de
muestreo (drea de muestreo), un tratamiento antibiltico previo, la existencia de
resultados borderline (no realmente negativos) debido a la presencia de un estadio
temprano de la infeccién o la propia variabilidad de la técnica son factores que

podrian explicarlos 2.
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“* Estudio histolégico

El estudio histologico es considerado como el método de referencia en el
diagnéstico de la neumonia (siempre que se presente en fase avanzada ya que
periodos iniciales o de resolucién serian dificiles de distinguir de otros procesos) 268,
Como criterio diagnéstico debe observarse densificacion de la estructura del tejido
pulmonar con intensa acumulacién de leucocitos polimorfonucleares que ocupan el
espacio alveolar. La zona afectada contiene patégenos que cultivados a partir de una
muestra adecuada desarrollan > 10° ufc/gr de tejido *°. No obstante, en la practica
clinica no suele realizarse un estudio histolégico mientras el paciente vive. En los
casos en los que se ha llevado a cabo ha mostrado un rendimiento diagnéstico bajo

(aproximadamente un 30 %) 53,

1.2.4 Tratamiento

El resultado final de un episodio de NAV depende fundamentalmente de la
virulencia del patégeno responsable, de las defensas del huésped (asi como de la
presencia de enfermedades subyacentes) y de la instauracién de un tratamiento
antibiético apropiado 215 A Ia hora de implantar un tratamiento antibiético deben
considerarse varios aspectos, como el comienzo y finalizacién del tratamiento, la
diferencia de coste ante aplicar una monoterapia o una terapia combinada y la

aparicion de microorganismos multiresistentes.

Las normas de la Sociedad Americana del Torax ’ recomiendan un método de
tratamiento empirico que considera, la severidad en la presentacién de la neumonia,
la presencia de determinados factores de riesgo, el tratamiento antibi6tico previo y la
duracién de la hospitalizacion previa al desarrollo de la NAV. El tratamiento
recomendado contra los patégenos asociados con la neumonia endégena primaria es
la monoterapia empirica. Los patégenos asociados con la neumonia endégena

secundaria se deberfan sospechar en aquellos pacientes que han recibido un
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tratamiento antibi6tico previo o que poseen otros factores de riesgo especificos y las
medidas terapéuticas deberfan basarse en una terapia combinada de espectro
ampliado al microorganismo identificado en el cultivo (tabla 6). No obstante, a la
hora de elegir un tratamiento deberfa considerarse la distribucion de los diferentes
patégenos locales asi como sus patrones de sensibilidad a los antibiéticos,
especialmente ante condiciones que podrian favorecer una adquisicion exdgena
(dado que la variabilidad en los patrones locales podria estar influenciada por la

. ., . . . ., 1
contaminacién ambiental presente en cada institucion) 218

El uso racional de las terapias combinadas ademas de ampliar el espectro de la
terapia empirica, debe conducir a la prevencién de la aparicién de resistencias y a la
eliminacién de la bacteria, debido a un efecto sinérgico. Como primera opcion se
suele considerar la combinacién de un aminoglucésido con un betalactdmico. Sin
embargo, la adicién de un aminoglucésido suele asociarse a un aumento de los costes
y a problemas de toxicidad. Asimismo, su efectividad es discutida debido tanto a su
posible inactivacién en el medio dcido de las dreas endobronquiales infectadas como
a su pobre penetracion en los tejidos pulmonares. Una segunda opcién, aunque sin
efecto sinérgico, es la combinacion de dos betalactdmicos; existe la posibilidad de un
efecto antagénico entre ambos medicamentos asi como la induccién de
betalactamasas que podrian inactivar a uno o posiblemente a ambos antibidticos
simultdneamente. La combinacién de betalactdmicos con ciprofloxacina podria
producir un efecto aditivo e incluso sinérgico y ademds presenta la ventaja de la
buena penet‘racién en los tejidos de la fluoroquinolona junto con una menor toxicidad
comparada con los aminoglucésidos . La duracién del tratamiento deberia ser
individualizada en funcién de, la severidad de la enfermedad, la rapidez de la

respuesta clinica y el patégeno responsable .
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Tabla 6. Protocolo terapetitico recomendado para la NAV * por la Socieda Americana del

Torax en 1996 .

Organismos implicados

Terapia

Organismos

. Bacilos gramnegativos entéricos

(no Pseudomonas).
Enterobacter spp.
E. coli
Klebsiella spp.
Proteus spp.
Serratia macescens
. Haemophilus influenzae
. S. aureus meticilin sensible

. Streptococcus pneumoniae

Antibidticos esenciales
Cefalosporina
de segunda generacién o de tercera generacién (no Pseudomonas)
Combinacién betalactdmico / inhibidor de betalactamasa
Si existe alergia a Ia penicilina:
Fluoroquinolona o clindamicina + aztreonam

Organismos anteriores mds:
. Anaerobios
. S. aureus

. Legionella

. P. aeruginosa
. Acinetobacter spp.

. 8. aureus meticilin resistente

Antibioticos esenciales mds:

Clindamicina o betalactimico / inhibidor de betalactamasa (solo)
+/- Vancomicina (hasta descartar S. aureus meticilin resistente)
Eritromicina +/- rifampicina (con evidencia de Legionella)

Aminoglicésido o ciprofloxacina
mds uno de los siguientes:
Penicilina anti-Pseudomonas
Combinacidn betalactdmico / inhibidor de betalactamasa
Ceftazidima o cefoperazona
Imipenem
Aztreonam ®
+/- Vancomicina

* Excluidos los pacientes con inmunodepresion.
* La eficacia del aztreonam estd limitada a los bacilos gramnegativos entéricos y no deberfa usarse en
combinacién con un aminoglucésido si la infeccién por grampositivos o Haemophilus influenzae es

de importancia.

1.2.5 Prevencion

Las medidas para prevenir el desarrollo de la NAV son importantes y se pueden

englobar en dos grupos, aquellas que previenen la colonizacién y aquellas que

ayudan a aumentar las defensas del huésped.
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*  Prevencion de la colonizacion

Como ya se ha comentado la colonizacién del tracto respiratorio superior es un
hecho comiin en los pacientes ingresados en la UCI y puede preceder al desarrollo de
la neumonia nosocomial. Los organismos infecciosos responsables pueden proceder
de fuentes externas (exégenas) o de la propia flora de paciente (end6genas). Las

estrategias recomendadas son las siguientes:

v Higiene

El lavado de las manos constituye un método efectivo de prevencion de la
transferencia de los microorganismos ambientales al paciente aunque frecuentemente
es insuficientemente realizada ’. El uso de jabones con efecto antiséptico podria ser
més eficaz que los jabones normales ®. El uso de guantes desechables o de ropa de
aislamiento podria ser efectivo en la reduccién de ciertas infecciones nosocomiales
(p. ej. las causadas por enterococos resistentes a vancomicina), aunque no se

recomendaria en la prevencién de la NAV ''°,

v Equipamiento de ventilacion

La utilizacién de agua estéril en el reservorio humificador del sistema de
ventilacién ha reducido la probabilidad de colonizacién del equipo de ventilacién. La
frecuencia del cambio de los circuitos de ventilacién no ha demostrado influir en las
tasas de infeccién . La utilizacién de intercambiadores de calor y humedad obviaria
la necesidad del cambio de los circuitos y eliminaria el problema de la contaminacién
de las condensaciones formadas en los tubos del sistema y que pueden ser inoculados

al paciente sino se manipulan con precaucién ',

v Intubacién

El empleo de la intubacién via nasal puede incrementar el riesgo de sinusitis

nosocomial que ha sido asociada con el desarrollo de neumonia nosocomial 192 por
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tanto es preferible la utilizacién de la intubacién oral, siempre que sea posible. La
reintubacién endotraqueal también puede constituir un importante factor de riesgo

para el desarrollo de NAV 265,

v Aspiracién de las secreciones subgléticas

El riesgo de filtracién de las bacterias y secreciones subgléticas alrededor del
balén de neumotaponamiento del tubo endotraqueal con su consiguiente paso al
pulmén puede reducirse mediante el empleo de tubos endotraqueales que permitan la

aspiracién continua de las secreciones subgléticas 2%,

v Posicién de semiacostado

El disponer al paciente intubado y portador de una sonda nasogdstrica en una
posicién de semiacostado (elevacion de la cabecera del paciente unos 45°) podria ser
una medida de prevencién de la aspiracién pulmonar de los contenidos géstricos 264,
Sin embargo, es posible que esta posicion no evite completamente el reflujo

gastroesofigico ni la colonizacién orofaringea de origen géstrico ",

Asimismo, se ha sugerido que el uso de camas de rotacion lateral en lugar de las
camas estdticas podrfa evitar la acumulacién de secreciones broncopulmonares
(favorecida por una alteracién del mecanismo de lavado mucociliar debido a la
presencia del tubo endotraqueal) y reducir la incidencia de atelectasia y de la
neumonia nosocomial. No obstante, este tipo de terapia necesitaria ser evaluado en

mds profundidad **°,

V' Papel de la sonda nasogdstrica

Ademis de la posicién del paciente, otro de los factores que se cree que es
responsable del reflujo gastroesofagico y de la colonizacién de la orofaringe es la
presencia de la sonda nasogdstrica, la cual podria facilitar el reflujo de los contenidos
gastricos al relajar el esfinter inferior del eséfago. La utilizacién de una sonda

nasogdstrica de menor tamafio (en didmetro) puede asociarse a una menor tasa de



40 -Introduccion-

: . Lo . o 269
reflujo y podria ser util en la prevencién de la aspiracién traqueal y la NAV .
También se ha sugerido el uso de una sonda yeyunal en vez de una sonda géstrica
para prevenir el reflujo gastroesofagico, y en consecuencia reducir la incidencia de
neumonia en pacientes que reciben nutricién enteral. No obstante, la aplicacion de

ambas medidas es todavia objeto de controversia 227",

Asimismo, la manipulacién cuidadosa de la nutricién enteral, mediante métodos
de alimentacién continua y un control periédico del volumen gastrico, podria reducir

el riesgo de reflujo gastroesofagico y disminuir la incidencia de NAV *%%-,

v Terapia antibiética inapropiada

Se ha descrito que la administracién previa de antibiéticos contribuye al
desarrollo de la neumonia nosocomial debido a la presencia de microorganismos
resistentes a los antibidticos, lo que conduciria, ademds, a un aumento de la
mortalidad *°. Cada paciente deberia analizarse individualmente con respecto a su
necesidad de recibir tratamiento y a su vez, éste deberia seleccionarse en funcién de

los posibles patégenos y de los patrones de resistencia locales *77.

v Descontaminacion digestiva selectiva

Se ha descrito que el empleo sistemdtico de una combinacién de antibiticos
tépicos (normalmente polimixina, tobramicina y anfotericina B) aplicados a la
orofaringe y al estémago, junto con la administracién por via intravenosa de
cefotaxima, puede reducir la incidencia de neumonfa nosocomial '. Aunque no suele
utilizarse de forma rutinaria debido a que no se ha demostrado su efecto en la
mortalidad, a la aparicién de bacterias resistentes y a una toxicidad adicional. S{ que
se ha considerado que su aplicacién podria ser apropiada en ciertas condiciones

clinicas como en pacientes inmunodeprimidos o en coma ''¢277,

v Mantenimiento de un pH gdstrico bajo

Otro método para disminuir la colonizacién consiste en la utilizacién de farmacos
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para la profilaxis de la hemorragia digestiva que no modifican el pH géstrico. Con
esta medida se pretende mantener una acidez gastrica adecuada con el fin de evitar el
sobrecrecimiento de los bacilos gramnegativos en el estémago, origen de la mayor
parte de los inicroorganismos que colonizan la orofaringe. El sucralfato es uno de los
fairmacos mds utilizados y a pesar de que existen estudios donde se describe una
menor incidencia de la neumonia nosocomial empleando este formaco frente a los

3

antidcidos o los bloqueadores de los receptores H, de la histamina 5 , no se ha

llegado a evidenciar la influencia de estos farmacos en el desarrollo de la infeccion

2 ., . ’, . s
33.276 1 a eleccién de un determinado agente profiléctico deberfa basarse en

pulmonar
factores relacionados con el paciente (p. ej. la presencia o ausencia de la sonda
nasogdstrica), la probabilidad de interacciones entre los firmacos y los costes

derivados de la aplicacién de los diferentes tipos de terapia 1

0‘0

* Modulacion de las defensas del huésped

Los mecanismos de defensa se encuentran frecuentemente deteriorados en los
pacientes criticos, haciéndoles susceptibles al desarrollo de infecciones
nosocomiales. Las defensas sistémicas se ven reducidas debido a enfermedades
crénicas, malnutricién, cirugia prolongada y varias dolencias como el fallo

respiratorio. Entre las posibles medidas a tomar destacarian:

v Agentes inmundepresores

El uso de agentes inmunosupresores como, corticoesteroides y agentes
citotoxicos, deberia ser limitado debido a que podrian deteriorar diversos

mecanismos de defensa del huésped 7,

v Soporte nutricional

El estado nutricional del paciente intubado es un factor de riesgo que puede
contribuir al desarrollo de la neumonia ’. No obstante, existen discrepancias acerca

de la ruta de administracién preferible, la nutricion enteral o la dieta parenteral. Sin
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embargo, se ha sugerido que la dieta enteral, administrada de una forma temprana o
precoz, estimularia la mucosa intestinal (evitando la traslocacién de las bacterias), asi
como la sintesis de determinados mediadores inflamatorios que conllevarian a una

mejora del estado inmune del paciente T

v Administracién de citoquinas

La restauracién de una adecuada respuesta inmune, a menudo debilitada en los
pacientes criticos, puede representar una estrategia importante a la hora de prevenir
las infecciones pulmonares nosocomiales. En la actualidad, se estd valorando la
capacidad de ciertas substancias para prevenir el desarrollo de la neumonia o acelerar
su resolucién como, el factor de estimulacién de colonias granulocito/macrofagicas
(GM-CSF) (citoquina capaz de incrementar el nimero y la funcién de los neutréfilos
circulantes); el interferdn-gamma (IFN-y) o la interleuquina-12 (que estimula la
respuesta la respuesta inmune tipo Th-1). Sin embargo, la mayorfa de los estudios
son alin experimentales y no existen recomendaciones acerca de su uso en los

pacientes de la UCI 277,

1.3 Neumonia en el enfermo sometido a ventilacion
mecanica por P. aeruginosa

1.3.1 Incidencia

La neumonia asociada a ventilacién mecdnica (NAV) representa la principal
causa de infeccién nosocomial en los enfermos sometidos a ventilacién mecdnica en
la UCIL La incidencia de la NAV presenta valores variables debido a diferencias
tanto en los criterios diagndsticos como en la poblacién estudiada (la incidencia es
variable en los diferentes tipos de UCI). El nimero de dias de ventilacién mecdnica,
la gravedad de la enfermedad subyacente, los factores de riesgo para la neumonia
nosocomial y las condiciones subyacentes de los pacientes son, asimismo, variables

que podrian explicar las diferencias en las incidencias descritas 207,
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La incidencia de la neumonia nosocomial durante la ventilacién mecénica
recogida en la literatura muestra valores variables, oscilando entre un 18 % y un
60 % 3> 4%-263.267 No obstante, en los dltimos afios se ha considerado més apropiado
expresar los valores de la incidencia teniendo en cuenta la duracién de la ventilacion
mecanica. Basandose en este hecho, las tasas de incidencia descritas oscilan entre los
5 casos por cada 1.000 dfas en nifios y los 35 casos por 1.000 dias en pacientes
quemados *°. Las tasas globales descritas para los pacientes ingresados en la UCI
muestran valores que oscilan entre los 10 y los 20 episodios por cada 1.000 dias de

ventilacién mecdanica, en funcién de la poblacién estudiada 54,59.85

En Espafia, los datos procedentes de un estudio nacional de vigilancia de
infeccién nosocomial en UCI (ENVIN-UCI) realizado desde el afio 1994, ha
demostrado una tasa de incidencia entre 18,5 y 23,6 episodios por cada 1,000 dias de
VM °. Los valores recogidos en la UCI del Hospital de Sabadell desde el afio 1995
hasta el afio 1999, mostraron valores ligeramente inferiores, oscilando entre los 16 y
18 episodios de NAV por cada 1,000 dias de ventilacién mecdnica, utilizando

rutinariamente un sistema de aspiracion de secreciones subgléticas (figura 2).

Episodios NAV/1.000 dias VM

1934 1995 1996 1997 1998 1999

Figura 2. Comparacién de la incidencia de NAV entre los afios 1994-1999.
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Desde el punto de vista etiolégico, se considera que mds de un 60 % de los
episodios de NAV son causados por bacilos gramnegativos y P. aeruginosa figura

71, 207, 263

como uno de los principales agentes causales Las frecuencias de

aislamiento de este microorganismo varian en funcién de los diferentes estudios, con

0241 En Espafia, los resultados

valores que oscilan entre el 24 % y el 31 % 7. 21
obtenidos en un estudio nacional efectuado entre los aflos 1994 y 1998 (ENVIN)
mostraron que, a pesar del predominio de P. aeruginosa se observé una progresiva
disminucién de la neumonia causada por este microorganismo con valores que

evolucionaban desde un 36,9 % a un 18,1 % final 6,

1.3.2 Manifestaciones clinicas

La neumonia causada por P. aeruginosa no presenta especiales diferencias con la
producida por la mayoria de bacilos gramnegativos. Se ha descrito la alteracion del

2 .
188. 260 "E] valor promedio

patron diurno de la temperatura con un pico en la mafiana
de leucocitosis es de alrededor de 15.000 leucocitos/ml, con aproximadamente un
10% de formas inmaduras. En general, la neumonifa por P. aeruginosa es de
aparicién tardia en pacientes con elevado grado de disfuncién orgdnica previa al
diagndstico. La presencia de bacteriemia es poco frecuente (inferior al 15%) ¥ No
obstante, alrededor de una tercera parte pueden desarrollar una lesién alveolar aguda
que evolucione a un sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) *'. Una
proporcién similar de pacientes puede desarrollar shock séptico o requerirdn un
aumento de la dosis en la perfusion de farmacos vasoactivos, si los estaban

precisando; la presencia de esta complicacién puede acompafiarse de un prondstico

fatal a corto plazo *°.

La identificacién de P. aeruginosa solamente en el cultivo de aspirado traqueal
procedente de pacientes sometidos a ventilacién mecdnica no se puede considerar
diagnéstico de la presencia de neumonfa. La colonizacién traqueal sin neumonia

suele producirse en los pacientes ventilados y en los portadores de traqueostomia 169,
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Por el contrario, si P. aeruginosa esta presente en el cultivo de aspirado traqueal de
un paciente con neumonia, es bastante probable que sea el organismo causante de la
infeccién. Aunque esta relacién no se ha confirmado en los pacientes sometidos a
ventilacién >mecénica, si se halla P. aeruginosa en el cultivo deberia considerarse un

tratamiento adecuado para combatir este microorganismo 27,

La radiografia de torax también es inespecifica y la neumonia nosocomial
causada por P. aeruginosa no se distingue radiolégicamente, de una forma rutinaria,
de otras neumonias bacterianas. La neumonia por P. aeruginosa en el paciente
intubado tiende a no ser unilobular; habitualmente es multilobular y frecuentemente
afecta a los I6bulos inferiores '®®. Las propiedades necrotizantes y vasocéntricas del
organismo traducidas en infrecuentes caracteristicas radiograficas incrementan la
sospecha que se trate de una neumonia producida por P. aeruginosa. Debido a que
los anaerobios desempeiian un papel poco importante en la NAV, P. aeruginosa es la
causa principal de las neumonias necrotizantes. Los pacientes con neumonia por
Pseudomonas spp. suelen presentar derrame pleural aunque de pequefio tamafio vy,
por tanto, son dificiles de detectar en radiografias portétiles. La presencia de
empiema también se ha asociado a la neumonia por Pseudomonas spp., aunque no es

frecuente en los pacientes ventilados %

Se ha descrito que los episodios polimicrobianos pueden producirse en una
tercera parte de los casos, siendo la mayoria de los microorganismos acompaiiantes
pertenecientes a la familia de las enterobacterias *. Asimismo, se produce con
frecuencia la asociacién a S. aureus resistentes a meticilina (SAMR) 2%. Por el
contrario, es excepcional el aislamiento concomitante de otros cocos grampositivos o

21 . . . . ..
de H. Influenzae ', asf como el aislamiento conjunto de A. baumannii.

El mejor indicador de P. aeruginosa como la causa de la neumonia es,
probablemente, el marco clinico. El uso previo de antibidticos parece constituir uno
de los factores mas importantes 71-2% Nyada la habilidad de este microorganismo para
desarrollar resistencia a los antibi6ticos, la probabilidad de identificarlo serd mayor

cuanto mds prolongado haya sido el tratamiento y mds amplio sea su espectro de
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accion.

1.3.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo para desarrollar neumonia se han considerado como
aquellas situaciones clinicas que facilitan la aspiracién de secreciones en la via aérea,
aumentan la cantidad y patogenicidad de los microorganismos inoculados y
disminuyen las defensas locales del tracto respiratorio y la inmunidad sistémica ®. Se
han desarrollado varios estudios con el propésito de determinar los factores de riesgo
que se asocian al desarrollo de la NAV causada por P. aeruginosa en los pacientes
sometidos a ventilacién mecanica. Los factores de riesgo pueden variar de un estudio
a otro en funcién de los diferentes factores que se valoren y que estdn relacionados
con las caracteristicas epidemiolégicas del paciente (como la duracién de la
ventilacién mecdnica, el nivel de consciencia, las enfermedades subyacentes), las
diferentes vias de adquisicion del microorganismo, la instauracién de un tratamiento
antibidtico previo, la duracion de la estancia en la UCI, la existencia de infecciones

previas, etc.

Los estudios multivariados realizados han determinado que los factores, con
valor independiente, que pueden influir en la presentacién de la NAV causada por P.
aeruginosa son mayormente, la presencia de enfermedad pulmonar obstructiva

. iy o . 218, 252.2
crénica (EPOC) 2'% 232 232.283 13 duraci6n de la ventilacién mecénica 2!% 218 252267

. vy o s 2
el uso previo de antibiéticos 71.210.218. 267

La colonizacién por P. aeruginosa en el paciente intubado también es un factor
de riesgo a considerar en el desarrollo de la infeccién. No obstante, existe cierta
controversia acerca del origen inicial de dicha colonizacién. Por un lado, se ha
considerado la colonizacién del tracto respiratorio como un importante factor de
riesgo para el desarrollo de la NAV causada por P. aeruginosa, sugiriéndose la

T o . s 22,
implicacién tanto de la colonizacion faringea como de la colonizacién traqueal
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32:34, 43. 62, 170. 252 Alounos de estos estudios han destacado la existencia de una
colonizacién primaria de la triquea (sin una colonizacién previa de otras

62. 170. 252 quoiriendo, en ocasiones, un origen exégeno de P.

localizaciones)
aeruginosa como posible explicacién ¢ 2, Asimismo, el mayor tropismo de este
microorganismo a favor de la trdquea frente a la orofaringe podria estar relacionado
con la observacion de que, P. aeruginosa presenta un mayor grado de adherencia a

las células traqueales que a las células bucales '¢* 169,

Del mismo modo, se ha observado que existe relacién entre el deterioro del
estado nutricional del paciente y una menor resistencia de la mucosa
traqueobronquial a la infeccién '*°. Asimismo, el pobre estado nutricional podria
favorecer el paso previo desde la orofaringe a la trdquea de bacterias gramnegativas
entéricas, que podrian crear condiciones favorables para la posterior colonizacién por

P. aeruginosa '"°.

Asimismo, se ha sugerido una estrecha relacién entre la colonizacién del tracto
respiratorio inferior y el desarrollo posterior de una neumonia en pacientes que

recibfan tratamiento antimicrobiano y con enfermedades subyacentes graves °.

Existen discrepancias acerca del impacto de la colonizacién del estémago en la
patogénesis de la neumonia nosocomial *>’! a pesar de que se le ha considerado un
importante reservorio ° ', Es posible que las diferentes medidas de prevencién que
se llevan a cabo en los pacientes intubados tales como, el control de la posicién del
paciente, la administracién de profilaxis para la hemorragia digestiva, la disminucién
del volumen géstrico, el control del pH géstrico, entre otras, hayan podido influir en

su menor papel en la colonizacién y posterior infeccién pulmonar !’

1.3.4 Episodios recurrentes

P. aeruginosa es el principal microorganismo aislado en los pacientes ventilados



48 -Introduccién-

que presentan una neumonia previa, siendo ésta tanto de origen comunitario como de
origen nosocomial. Ademds, muestra una particular facilidad para desarrollar
episodios de recurrencia con una frecuencia variable: desde un 3% 3 aun 18,1% '
e incluso un 50 % 2*2. Estos valores dependen, en gran parte, de los criterios
diagnésticos empleados y de la especificidad de la técnica de diagndstico

seleccionada.

Mediante la técnica de electroforesis en campo pulsante (PFGE) se ha podido
demostrar que la mayoria de los episodios de recurrencia clinica en pacientes
ventilados se deben a una recaida producida por la misma cepa de P. aeruginosa que
fue causante del episodio inicial de neumonfa 2'°. Estos resultados podrian justificar
un cambio en las medidas tradicionales de control de la transmisién, sugiriendo una
estrategia basada en la identificacion de los portadores y la intervencién sobre los

mecanismos de defensa.

Finalmente, se ha observado que los pacientes que presentan enfermedades
pulmonares tales como EPOC **? 0 SDRA 2'® son mis susceptibles a desarrollar

episodios de recurrencia.

1.3.5 Factores prondsticos

La resolucién de una NAV es el resultado de una compleja interaccién entre un
adecuado mecanismo de defensa del huésped, la virulencia del agente patégeno y una
adecuada terapia antibidtica. Permitiendo la modificacién de una terapia antibidtica
inapropiada, un diagnéstico adecuado es el primer paso en un intento de actuar sobre
la mortalidad. Incluso, a pesar de un diagnéstico adecuado, la mortalidad puede no
verse afectada si la terapia antibidtica posterior no es efectiva o si el paciente estd

demasiado enfermo como para responder con una adecuada respuesta inmune 27,

La presencia de NAV causada por P. aeruginosa en los pacientes ingresados en
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la UCI se asocia con una elevada tasa de mortalidad. Existen estudios donde se ha
registrado una mortalidad global con valores que oscilan entre un 69 % y un 71 %,
revelando una mortalidad atribuible al mencionado microorganismo entre un 38 % y
un 42,8 % (valores que en ocasiones pueden doblar a los observados en la neumonia

2

, . . 1 .
causada por otros microorganismos) > 2. En uno de estos estudios '* se concluyé

que las neumonias causadas por bacilos gramnegativos no fermentadores se
asociaban con una mortalidad superior a la resultante de la patologia de base sola y
prolongaban significativamente los dias de estancia en la UCI. Sin embargo, en un
estudio de cohortes realizado en la UCI del Hospital de Sabadell se registraron
valores menores, con una mortalidad global del 42,3 % y una mortalidad atribuible
del 13,5 %, habiendo recibido todos los casos analizados un tratamiento empirico en

combinacién a la que los aislamientos eran susceptibles *'*.

Por otra parte, en otro estudio realizado en la UCI del Hospital de Sant Pau
(Barcelona) se identificé como tnico factor independiente de la mortalidad el uso
previo de antibidticos. Sin embargo, al repetir el anélisis en el grupo de pacientes con
un agente etiolégico determinado, solamente los microorganismos de alto riesgo se
mantuvieron como factor de riesgo significativo 2%, Estos resultados sugeririan que
el resultado de la terapia antibitica previa podria ser la seleccién de determinados
microorganismos como, por ejemplo, P. aeruginosa, la cual se asociarfa con una
elevada mortalidad 7" 2, También se ha observado (en la UCI del Hospital de
Sabadell) que el nivel de disfuncién fisiolégica en el momento de desarrollar una
neumonia es el factor que mds impacto tiene en la mortalidad de los pacientes
afectados por NAV. Sin embargo, tanto en los grupos de pacientes con un elevado
(> 50 %) o reducido (<50%) riesgo de fallecer, la implicacién de P. aeruginosa como

agente causal se acompaiiaria de un exceso de mortalidad 2",

A pesar de que las relaciones entre la mortalidad, las enfermedades de base y el
desarrollo de neumonia son complejas en el paciente ventilado; la presencia de
neumonia causada por P. aeruginosa es frecuente entre aquellos que fallecen, siendo
la principal causa de mortalidad por neumonia en aquellos pacientes que desarrollan
NAV.
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1.4 Marcadores en la epidemiologia de las enfermedades
infecciosas

La epidemiologia molecular en el campo de las enfermedades infecciosas va
dirigida a la deteccién de polimorfismos genéticos entre cepas de microorganismos
con importancia clinica. Se pueden establecer relaciones entre las diferentes cepas
basdndose en el cdlculo de la heterogeneidad genética. La hipétesis en la que se basa
la aplicacién de los métodos de tipificaciéon es que los aislamientos obtenidos
durante, por ejemplo, una epidemia o en el curso de la infeccién de un paciente
presentan una “relacién clonal”, es decir, derivan de la expansién clonal de un tdnico
precursor. Sin embargo, al nivel de especie existe la suficiente diversidad genética
como para que se pueda diferenciar los aislamientos procedentes de diferentes

localizaciones u obtenidos en momentos diferentes >*°.

En el contexto de la epidemiologia, cuando se utilizan métodos de tipificacion es

necesario tener en cuenta ciertos términos.

* Aislamiento, un cultivo bacteriano puro derivado de una Unica colonia a partir de
un cultivo original, presumiblemente derivado de un dnico organismo, y
caracterizado por la identificacién al nivel de especie 262,

= (Cepa, un aislamiento o conjunto de aislamientos que exhiben rasgos fenotipicos
y/o genotipicos que los diferencian de otros aislamientos de la misma especie 2*°.

= Tipo, un patrén o un perfil especifico o un conjunto de caracteristicas o
resultados de marcadores epidemiolégicos, exhibidos por una cepa tras la
aplicacién de uno o varios métodos de tipificacién **°.

» (Clon, un conjunto de aislamientos descendientes de un precursor comun
formando parte de una cadena directa de replicacién y transmisién de huésped a
huésped o del ambiente al huésped. La relacién clonal de estos aislamientos se
pone de manifiesto porque poseen un nivel de similitud entre sus genotipos y/o
fenotipos significativamente superior al que se podria encontrar entre los

aislamientos no relacionados de la misma especie escogidas al azar '7°.
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El grado de identidad entre los componentes de una clona se complica en la
practica como consecuencia de la inestabilidad del genoma de los microorganismos,
que puede acumular modificaciones de su material genético en cada generacion.
Estas modificaciones pueden ser debidas a mutaciones al azar, a reordenaciones o
cambios en la propia secuencia (deleciones, duplicaciones, inversiones y
translocaciones) o a fenémenos de recombinacién ®. Asi pues, la clonalidad no es
absoluta sino que estd modulada por el tiempo, es decir, la similitud absoluta
(identidad) que existia inicialmente entre los componentes de una clona va
disminuyendo con el tiempo. Igualmente, la clonalidad se veria influenciada por la
estabilidad genética del microorganismo, la diversidad existente dentro de una

especie y por la presion selectiva del ambiente .

Al realizar estudios epidemiol6gicos de las enfermedades infecciosas es
importante disponer de métodos de tipificacién al nivel de cepa o de subespecie que
permitan abordar los siguientes objetivos: a) determinar la existencia y el alcance o
extension de una epidemia o brote epidémico; b) delinear los patrones de
colonizacién e identificar las fuentes de contaminacién y los modos de transmision;
c¢) identificar y controlar los reservorios en la poblacién y/o en el ambiente; d)
evaluar la eficacia de las medidas preventivas y e) realizar un seguimiento de la
difusién de las cepas en una poblacién. La informacién obtenida permitird un mejor
andlisis epidemioldgico, siendo necesario que dicha informacién sea un soporte o
reflejo de la hipétesis clinica sin reemplazar los métodos epidemioldgicos

convencionales 24,

En resumen, serd necesario que el método de tipificacién empleado reconozca la
similitud entre las cepas con una procedencia comiin, pero que a su vez muestre una
diferencia clara entre las cepas de Ja misma especie no relacionadas

20 por tanto, la utilidad de un marcador determinado

epidemioldgicamente
dependerd de su propia estabilidad y de la diversidad existente en la especie
(definiendo una especie bacteriana como el conjunto de cepas que presentan una

homologia de DNA/DNA superior o igual al 70%) 2.
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1.4.1 Marcadores fenotipicos

Los métodos fenotipicos son todavia de uso muy difundido y se siguen valorando
para la caracterizacion. Sin embargo, suelen presentar importantes deficiencias.
Normalmente son especificos del microorganismo, es decir, sdlo se pueden aplicar en
aquellos organismos a partir de los cuales se han disefiado. Ademads, la estabilidad de
la mayoria de estos métodos estd influenciada por una presién ambiental selectiva y
por ello, presentan una capacidad relativamente baja a la hora de determinar
relaciones genéticas entre las cepas. Por ultimo, no todas las cepas son susceptibles

de ser tipificadas por el método utilizado.

* Biotipado

El biotipado se fundamenta en la variabilidad intraespecifica del metabolismo
bacteriano, pudiendo comprender reacciones bioquimicas especificas, la morfologfa
de las colonias y la tolerancia ambiental (p.ej. la capacidad de crecimiento en ciertos
medios o a diferentes temperaturas o pH). Aunque en algunas especies existen
biotipos bien definidos asociados a alguna reaccién bioquimica o cardcter
morfolégico caracteristico °, es necesario analizar una gran cantidad de caracteres
bioquimicos. Para ello se han utilizado microgalerias comerciales con medios
liofilizados que permiten estudiar ficilmente una gran cantidad de caracteres
metabdlicos. Sin embargo, estas galerfas han estado disefladas para estudios
taxonémicos, es decir, de identificacion de género y especie, y no para la
diferenciacién de cepas con fines epidemiolégicos. Generalmente muestra un bajo
poder discriminativo y una baja reproducibilidad (su variabilidad puede deberse a
factores técnicos y ambientales, ademds de la incorporacién o la pérdida de
plasmidos) '*¢. No obstante, se ha aplicado con éxito para estudios epidemiolégicos
de algunos microorganismos, como Candida albicans '™*, Serratia marcescens 'y

Staphylococcus epidermidis ',
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“* Antiobiotipado

El antibiotipado se basa en la determinacién del patrén de sensibilidad o
resistencia de una bacteria frente a un panel de agentes antimicrobianos. En los
estudios epidemiolégicos, en lugar de clasificar las cepas como “sensible”,
"intermedia" o "resistente” a determinado antibidtico (antibiograma cualitativo), es
preferible expresar los resultados en valores continuos, es decir, valores de CIM
(concentracién inhibitoria minima) o didmetro del halo de inhibicién 76 asi como
realizar una lectura interpretativa del antibiograma de forma que valore los resultados
en funcién del mecanismo de resistencia (constitutiva, inducible, de bajo nivel, de

alto nivel, etc).

Una ventaja de este método radica en se realiza de forma rutinaria y
estandarizada en la mayoria de laboratorios de microbiologia ''°. El principal
inconveniente reside en que existe cierta homogeneidad de patrones influida por la
politica antibiética local, que en las infecciones nosocomiales puede dificultar la
diferenciacion de la cepa epidémica de las no relacionadas. En estos casos se pueden
utilizar antibiogramas "ampliados" en los que se incluyen antibiéticos no utilizados
en clinica y, por tanto, no influenciados por la presién selectiva ambiental.
Asimismo, el poder discriminativo depende del nivel de resistencia natural de una
especie concreta, viéndose disminuido en algunas especies altamente resistentes
(como p.ej. Xantomonas maltophilia) o sensibles (p. €j. estreptococos), asi como por
la variaciéon fenotipica (inestable ante determinados factores ambientales). La
resistencia a determinados antibiéticos puede producirse por multiples mecanismos
genéticos como, mutaciones puntuales esponténeas *® y la adquisicién de genes de
resistencia especificos asociada a elementos méviles (p.ej. transposones,
plasmidos) ®'. Por otra parte, ante la ausencia de una presién selectiva especifica,

156

estos elementos podrian perderse ®* '*°, Como consecuencia de estos mecanismos

genéticos, cepas diferentes pueden presentar patrones de resistencia similares o, a la
inversa, los patrones de susceptibilidad de aislamientos secuenciales que representan

. . . . . Lty 2
la misma cepa podrfan diferir en uno o més antibiéticos '** %%,
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A pesar de las limitaciones mencionadas, con respecto a su aplicaciéon en P.

. e s . . 2
aeruginosa, el antibiotipado se ha aplicado en estudios de brotes ** o como
marcador de vigilancia epidemiolégica previa a la aplicacién de marcadores

moleculares 5.

/
°o

Serotipado

Este método estd basado en la deteccion de determinantes antigénicos (somdticos,
flagelares, capsulares o de superficie) mediante una coleccién de anticuerpos poli o
monoclonales especificos. Muchos componentes de la superficie celular exhiben
variacién antigénica, incluyendo lipopolisacdridos, polisacdridos capsulares,
proteinas de membrana externa y organelas extracelulares (p.ej flagelos y pili). Las
técnicas aplicadas para la deteccidon de antigenos incluyen: aglutinacidn,
coaglutinacién, inmunofluorescencia y enzimoinmunoandlisis (ELISA) '®®. Es un
método muy utilizado para la identificacién taxondémica de algunas especies, asi
como de reconocido valor en la tipificacién de un gran niimero de especies. Continua
siendo una técnica clave en la tipificacion de Salmonella, Shigella y neumococos 9,
En el caso concreto de P. aeruginosa se utiliza como antigeno el lipopolisacarido
termoestable de la membrana externa (antigeno-O) 189, Aunque puede presentar una
buena reproducibilidad y poder discriminativo 2> **, se han descrito ciertas
limitaciones como son, la alta frecuencia de cepas poliaglutinables % el hecho de
que la mayoria de los aislamientos clinicos pertenece a un nimero limitado de

20, 221

serotipos y que una importante proporcién de las cepas no es tipable (p.ej. en

pacientes con fibrosis quistica) *°.

En general, se considera una técnica de un valor epidemiolégico limitado, dado
que en muchas especies bacterianas no se encuentra desarrollado un sistema de
serotipado o, si existe, presenta una baja reproducibilidad, una baja tipabilidad y un
bajo poder discriminativo. Otro problema adicional es la disponibilidad limitada de

anticuerpos de alta calidad, posible {inicamente en los centros de referencia.
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“* Fagotipado

Los bacteriéfagos (o fagos) son virus que infectan a las bacterias. En algunos
casos pueden producir la lisis celular y liberar nuevas particulas viricas, mientras que
en otros casos puede permanecer en estado de lisogenia, es decir, el DNA del fago
(profago) se encuentra integrado en el genoma bacteriano sin producir la lisis celular.
El fagotipado evalia la sensibilidad o la resistencia de una cepa frente a una
coleccion de bacteridfagos de infectividad restringida. Se ha aplicado en el estudio de

las bacterias asociadas a infecciones nosocomiales y se ha documentado su utilidad

12 Salmonella

epidemioldgica en el estudio de cepas de Staphylococcus aureus
enteritidis '®. En P. aeruginosa ha sido posible tipificar hasta un 85 % de
aislamientos clinicos con este método '*¥. Sin embargo, aunque se ha aplicado en

1 1 ') M . eyge
varios estudios '**?** ha demostrado una baja reproducibilidad 189,239,

En general, es una técnica de limitada tipabilidad, asi como de una baja
reproducibilidad y de dificil estandarizacién (p. ej. por cambios en las condiciones
ambientales o por la introduccién de pldsmidos) '*®. Ademds, su interpretacién
resulta complicada precisa de grandes colecciones de fagos, por lo que sélo se

desarrolla en centros de referencia.

<

* Produccion de bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias producidas por algunas bacterias que pueden
tener un efecto letal sobre otros microorganismos de la misma especie, género o
familia. El andlisis de la produccién de bacteriocinas consiste en la deteccién de su
produccién por la cepa problema mediante la inhibicién del crecimiento de cepas
indicadoras estandars '®. Este método ha sido muy utilizado en la tipificacién de
ciertos patégenos como, P. aeruginosa " '* *°  Se ha observado que, utilizado en
combinacién con el serotipado a menudo permite diferenciar entre cepas
pertenecientes a un mismo serotipo de P. aeruginosa '** '®. Sin embargo, puede

presentar una baja reproducibilidad '*.
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En general, no se considera una técnica con valor epidemiolégico debido a la
falta de estandarizacion y su baja reproducibilidad. Un incoveniente adicional es la
baja tipabilidad de algunas especies, requiriéndose grandes colecciones de cepas
indicadoras y controles, lo que hace que sea una técnica limitada a centros de

referencia.

1.4.2 Marcadores moleculares

En los dltimos afos, la introduccién de un nimero importante de técnicas
moleculares que analizan tanto las proteinas como los d4cidos nucléicos ha
revolucionado los estudios epidemiolégicos de los microorganismos, por ser métodos
que no precisan de reactivos especificos de microorganismo, por presentar una gran
tipabilidad, reproducibilidad y gran poder discriminativo y ser capaces, a su vez, de
determinar las relaciones clonales entre las cepas patégenas. No obstante, como
cualquier método de tipificacién convencional es necesario estandarizarlos,

validarlos cuidadosamente y saber interpretar los resultados obtenidos.

Los métodos moleculares de tipificacién se dividen en dos grandes grupos, en

funcién de las macromoléculas sometidas a estudio: protefnas y dcidos nucleicos.

1.4.2.1 Analisis de proteinas

“*  Perfiles electroforéticos de proteinas totales y de membrana
externa

Esta técnica permite evaluar el grado de variabilidad al nivel de las proteinas
totales entre las diferentes cepas estudiadas. Para ello, se realiza una lisis celular y
posterior estudio del perfil proteico mediante una electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Dado el gran niimero de proteinas

presentes en una célula bacteriana, es posible que los perfiles electroforéticos
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muestren un gran nimero de bandas, lo que dificulta su interpretacién. Para
simplificar la interpretacién se han propuesto métodos como, por ejemplo, el
inmunoblot que consiste en la transferencia de los geles a membranas de
nitrocelulosa por la técnica de Western-blot y su revelado con antisueros especificos
para la especie estudiada o con una mezcla de antisueros humanos 161,

Una técnica alternativa, en la cual se purifican las proteinas de la membrana
externa y se analiza su heterogeneidad aplicando también SDS-PAGE, se ha
utilizado para la caracterizacién de varias bacterias gramnegativas como son H.

. 1 . . . a,s . 159 . 20, 138
influenzae S Neisseria. meningitidis 5 y P. aeruginosa .

2

*  Andlisis multienzimdtico

En el andlisis multienzimatico (multilocus enzyme electrophoresis; MEE), los
aislamientos son analizados basdndose en las diferentes movilidades de un conjunto
de enzimas metabdlicos. Los extractos celulares que contienen los enzimas
metabolicos solubles son sometidos a una electroforesis en gel de almidén o de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes y, posteriormente, se revelan los
enzimas con sustratos colorimétricos especificos **. Esta técnica aporta datos
indirectos de la variabilidad del genoma bacteriano, en concreto, de la existencia de
mutaciones puntuales neutras que afectan a la secuencia de los loci que codifican
para enzimas citoplasmaticos de actividad metabélica 8. Este tipo de mutaciones
produciria cambios en la secuencia de los nucleétidos sin alterar la funcién del
enzima y afectando sélo a la secuencia de aminoécidos, pudiendo provocar cambios
en la carga eléctrica y la conformacién del enzima que afectarian a su movilidad

s "
electroforética ',

Las variantes electroforéticas o electromorfos de un enzima se consideran alelos
del locus enzimético correspondiente. Se debe considerar la posible existencia de
mutaciones silenciosas a nivel del DNA que no llegan a afectar la movilidad

electroforética y, por tanto, cepas con el mismo electromorfo pueden presentar
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distintos perfiles alélicos y ser indistinguibles por MEE. A pesar de estas
limitaciones, existe la suficiente diversidad como para permitir la diferenciacién de
una determinada especie microbiana en una serie de combinaciones de electromorfos

o electroferotipos (ETs).

MEE ha sido utilizada de manera efectiva para determinar la estructura genética
de las poblaciones bacterianas. Se ha aplicado para caracterizar poblaciones clonales
de una gran variedad de organismos patégenos bacterianos 68 Sin embargo, es un
método no estandarizado entre laboratorios, que implica una labor intensa e
interpretacion dificultosa. Por esta razén y debido a su moderado poder
discriminativo '!, posee una limitada aplicacidn en estudios epidemioldgicos, como

se ha descrito en el caso de P. aeruginosa 88,192

1.4.2.2 Analisis de acidos nucleicos

Las técnicas que analizan el DNA pueden ser utilizadas, con minimas
variaciones, en cualquier microorganismo. En este sentido los marcadores
genotipicos poseen una flexibilidad y tipabilidad muy superior a la de los marcadores
fenotipicos. El desarrollo de ciertas técnicas como el aislamiento de los &cidos
nucleicos, su purificacion, restriccion, separacién y amplificacién, ha permitido el
desarrollo de métodos de tipificacién que permiten estudiar de una forma directa el
material genético. Los marcadores genotipicos se pueden dividir en dos grandes
grupos, segin se estudie el DNA extracromosémico (pldsmidos) o el DNA

cromosdémico.

*  Andlisis del DNA plasmidico

Los plismidos son moléculas circulares extracromosémicas de doble cadena de
DNA, independientes del cromosoma y dotados de replicacién auténoma. Codifican

para una serie de funciones tales como los factores de patogenicidad, la resistencia a
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los antimicrobianos y el metabolismo de los hidratos de carbono, que otorgan al
huésped ventajas selectivas en determinadas condiciones ambientales ***. Sin

embargo, no son estructuras esenciales para el crecimiento normal de la bacteria.

El nimero de copias no es uniforme, los pldsmidos de gran tamafio presentan 1 6
2 copias por célula mientras que el mimero de copias en los de pequefio tamafio
tiende a ser elevado, siendo éstos mds faciles de detectar. La utilizacién de plasmidos
en la tipificacién bacteriana se basa en el tamafio y niimero de copias presentes por
célula considerando que, cepas relacionadas presentan pldsmidos idénticos en
nimero y tamafio '*®. Para su caracterizacién, tras el proceso de extraccién del DNA
plasmidico, se procede a la separacién electroforética en gel de agarosa,
considerando que la distancia recorrida por cada pldsmido en el gel es inversamente

proporcional a su peso molecular 134,

El perfil plasmidico es un método rapido, facil de realizar y ha demostrado ser de

107. 148. 226 y puede ser efectivo en la

gran utilidad en gran nimero de estudios

evaluacién de brotes epidémicos, especialmente intrahospitalarios '!. Si bien es una

técnica aplicable a la mayoria de especies, la presencia de pldsmidos no se da con la

misma frecuencia. En el caso de P. aeruginosa, consiste en una técnica con una baja

tipabilidad dado que solo de un 10 % a un 15 % de las cepas poseen plasmidos '*.

Puede presentar ademds otros inconvenientes ' 186249

¢ Lamorfologia del pldsmido puede verse alterada durante el proceso de extraccidn
y adoptar diferentes conformaciones, presentando movilidades electroforéticas
distintas. Por tanto, se podrian interpretar como pldsmidos diferentes cuando, en
realidad, se trata de conformaciones distintas del mismo plasmido 2°.

¢ Los pldsmidos son elementos genéticos prescindibles, por lo que su adquisicién o
pérdida se da con relativa frecuencia, especialmente en aquellas bacterias
conjugables. Todo ello conlleva a cierta inestabilidad del perfil plasmidico, tanto
mds acentuada cuanto mayor es el periodo de tiempo que separa a las cepas que

se comparan ',
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¢ Pueden aislarse plismidos del mismo tamafio entre distintas cepas, aunque su

secuencia de pares de nucleétidos pueda ser diferente.

Tanto el poder discriminativo como la reproducibilidad de esta técnica pueden
mejorar utilizando enzimas de restriccién y analizando el nimero y tamafio de los

fragmentos obtenidos ' !*8,

*  Anadlisis del DNA cromosémico

El andlisis del DNA cromosémico se puede realizar desde tres tipos de enfoques
generales. Un grupo de técnicas estudia el polimorfismo de restriccion, otro grupo de
técnicas se basa en el polimorfismo de la amplificacién y finalmente el tercer grupo
se basa en el polimorfismo de secuenciacidn. A continuacién, se detallardn los

diferentes métodos siguiendo la siguiente clasificacién:

. Polimorfismo de restriccion

a) Del DNA total,

- mediante electroforesis convencional

- mediante electroforesis en campo pulsante

b) de un gen,

- mediante Southern blot e hibridacion, tras electroforesis convencional

- mediante restriccion del producto amplificado por PCR

. Polimorfismo de amplificacion

a) De diversas regiones del genoma (a partir de secuencias conocidas o
desconocidas)

b) Deteccion de dianas de restriccion
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. Polimorfismo de secuenciacion

a) de un gen mediante la amplificacién por PCR y secuenciacién

A. Anailisis del polimorfismo de restriccion

Mediante este método se compara el nimero y tamafio de los fragmentos
producidos por la digestién del DNA cromosémico con enzimas de restriccion. Estos
enzimas son producidos por las propias bacterias como un sistema de proteccion
frente a la contaminacién de su genoma por DNA exégeno (p. ej. DNA de
bacteri6fagos) y se caracterizan por reconocer secuencias de nucleétidos especificas,
generalmente de unos 4 a 6 pares de bases (pb), cortando el DNA a ese nivel. Para
evitar que sea digerido por su propio enzima de restriccidn, este sistema de
proteccion se complementa con una metilacion del DNA en la diana de restriccion de

la propia bacteria.

A o largo del tiempo, determinadas regiones del cromosoma bacteriano estdn
sujetas a mutaciones, reordenaciones (deleciones, inserciones, inversiones o
translocaciones) y recombinaciones interespecificas °%, que comportan cambios en la
secuencia y en el nimero de nucleétidos, que pueden llegar a afectar a las secuencias
diana de restriccién y secuencias adyacentes. Por tanto, el nimero y la localizacién
de dichas dianas serdn tnicos para cada genoma, reflejindose en los perfiles de
restriccion del DNA cromosémico. Las variaciones en el nimero y tamafio de los
fragmentos de restriccién se denominan polimorfismos del tamafio de los fragmentos

de restriccion (restriction fragment length polymorphisms; RFLPs).

Cuando se digiere una molécula de DNA con un enzima de restriccién se obtiene
un niimero de fragmentos equivalentes a las veces que se encuentra repetido el lugar
de restriccion a lo largo del genoma. La frecuencia de corte de un enzima para un
microorganismo en concreto vendré determinada tanto por el tamafio de la secuencia

de la diana de restriccién (cuanto mas corta sea la secuencia de restriccién, mayor
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serd el mimero de fragmentos obtenidos), como por el contenido en guanina y

citosina (G+C) de dicha secuencia y del genoma de la especie bacteriana en

. 9
estudio 8%,

La capacidad de variabilidad del genoma de un microorganismo y la duracién del
estudio, son dos variables que pueden influir en la diversidad de los RFLPs. Una
representacion esquemadtica conceptual de estas dos variables se muestra en la

siguiente figura (Figura 2).

l

DE LOS RIFLPs

DIVERSIDAD INTRAESPECIFICA
I

TIEMPO

Figura 2. Representacion grafica de las variables que influyen en la diversidad de los RFLPs
(esquema extraido de Stull TL y cols. **%). La especie 1, representa una especie con una alta
capacidad de variacién; la especie 2, representa una especie con una baja capacidad de
variacién. Las dreas A y B, representan la duracién de los estudios epidemiolégicos (corto y
largo, respectivamente). Las zonas sombreadas representan el desarrollo de polimorfismo
de una cepa durante un periodo epidemioldgico determinado.

Un marcador epidemiolégico 6ptimo ha de detectar un alto grado de
polimorfismo de los RFLPs, siendo estable durante el periodo de estudio. En funcién
de las dos variables descritas y representadas en la figura 2, se pueden crear 4

posibles situaciones a las que se podria dar la siguiente interpretacion:

e A.l. Los resultados pueden interpretarse ficilmente. Existe una gran variabilidad
de los RFLPs y el periodo de estudio es corto.
e A.2. La interpretacion puede ser dificil. Las cepas se caracterizarian en unos

pocos tipos (poca variabilidad). Este problema puede solventarse
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parcialmente utilizando varios enzimas de restriccion, para detectar el
méximo de heterogeneidad posible.

e B.1. El periodo de tiempo es lo suficientemente largo como para permitir que una
sola cepa pueda desarrollar una gran variabilidad, lo que dificultaria la
interpretacién de los RFLPs.

» B.2. El bajo polimorfismo obtenido se podria solventar mediante la utilizacién de

varios enzimas de restriccién.

El anélisis de los RFLPs del DNA cromosémico puede realizarse del genoma en

su conjunto o asociado a una secuencia o gen especifico.

A.1 Analisis de los RFLPs del DNA total

¢ Analisis de los RFLPs del DNA total mediante una electroforesis en campo

constante (REA)

Esta técnica se basa en la digestién del DNA con enzimas de restriccion de alta
frecuencia de corte (generdndose cientos de fragmentos con tamafios que oscilan
entre las 0,5 y las 50 kilobases (kb)) y la separacién de los fragmentos obtenidos
mediante una electroforesis convencional de campo constante en gel de agarosa. Las
diferentes cepas de una misma especie bacteriana podran diferenciarse debido a que
variaciones al nivel de la secuencia del DNA pueden alterar el nimero y la

distribucién de las dianas de restriccién e incluso de las secuencias adyacentes.

Dada la posibilidad de estudiar el genoma entero se considera que es un método
muy discriminativo, de aplicacién universal y, ademas, relativamente sencillo de
realizar. Sin embargo, un factor limitante es la dificultad para interpretar y comparar
los perfiles de restriccién debido al gran nimero de fragmentos generados que no
pueden resolverse convenientemente y que tienden a solaparse 142 Este método ha

80, 134,

sido utilizado para caracterizar cepas de P. aeruginosa 136y aunque en
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ocasiones la interpretacién de los perfiles generados resulta compleja, ésta puede

mejorarse gracias a la utilizacién de métodos computerizados *.

¢ Analisis de los RFLPs del DNA total mediante una electroforesis en campo

pulsante

Este método constituye una variante del anteriormente expuesto. En este caso, el
genoma bacteriano es digerido con enzimas de baja frecuencia de corte por lo que se
generardn un menor nimero de fragmentos, aunque de un tamafio superior. Los
fragmentos generados se separan mediante una electroforesis en campo pulsante
(pulsed-field gel electrophoresis;, PFGE), variacién de la electroforesis convencional
desarrollada por Schwartz y Cantor **’ y basada en la alternancia de los de campos

eléctricos.

Dado que para el PFGE se requiere un DNA lo mds intacto posible, el
aislamiento del DNA implica la inmovilizacién del cultivo bacteriano en bloques de
agarosa ("insertos"), realizandose in situ la lisis celular y posteriormente la digestion
enzimitica ''. La seleccién de los enzimas de restriccién adecuados vendra
determinada por los dos factores anteriormente descritos (el tamaiio de la secuencia
de la diana de restriccién y el contenido en guanina y citosina (G+C) de dicha
secuencia y del genoma de la especie bacteriana) y por un tercer factor consistente en
la presencia en las dianas de restriccién de secuencias extremadamente raras del
genoma bacteriano, tales como el tetranucleétido CTAG (en genomas con un
contenido G+C ~ 45%) y los trinucleétidos CCG y CGG (en genomas con un
contenido G+C < 45%) 130 En funcién del enzima utilizado, el andlisis mediante
PFGE permitird obtener perfiles de restriccién con un nimero limitado de
fragmentos de DNA (de 5 a 20), bien resueltos y con un tamafio que puede variar

entre 10 kb y 800 kb '*,

En la electroforesis convencional, la separacién de los distintos fragmentos

dependerd de la propiedad tamizadora de la matriz del gel, bajo la influencia de un
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campo eléctrico constante y unidireccional. Sin embargo, los fragmentos de DNA
mayores de 50 kb muestran la misma movilidad y migran como una tdnica banda ''°.
Este problema se resuelve con el PFGE, dado que se expone al DNA a campos
eléctricos qﬁe cambian de una forma periédica a lo largo del gel. El principio de la
técnica consiste en que, cuando se aplica un campo eléctrico en el gel, las moléculas
de DNA se alargan, se extienden y migran en direccién a la corriente moviéndose a
través de los sucesivos poros, al estilo de una serpiente (reptacion). Cuando la
direccién del campo eléctrico cambia, las moléculas de DNA deben cambiar su
conformacién y reorientarse hacia el nuevo campo eléctrico aplicado, antes de
empezar a migrar. Por tanto, la migracién es claramente dependiente del tamafio del
fragmento de DNA. Asi, a un pulso dado (denominando pulso a la duracién de cada
campo eléctrico) las moléculas de mayor tamafio necesitardn mds tiempo para
reorientarse por lo que tendran menos tiempo para migrar a través del gel en la nueva
direccién *2. Ademis de la duracién del campo eléctrico (pulso), existen una serie de
variables o pardmetros electroforéticos, relacionados entre si, que pueden influir en la
movilidad de una molécula de DNA como son el voltaje aplicado, la temperatura, la

. . . Sore: 2
concentraci6n del gel de agarosa y el dngulo que existe entre los campos eléctricos **.

Se han descrito y desarrollado distintas técnicas de electroforesis en campo
pulsante, diferencidndose entre ellas fundamentalmente por la disposicién de los

campos eléctricos. Entre ellos, los mds utilizados son:

* OFAGE (orthogonal-field alternating gel electrophoresis) *, en el cual se
generan campos eléctricos no homogéneos (debido a que la longitud de los
electrodos en el citodo es mayor que en el 4nodo) que se alternan a pulsos de
tiempo iguales. La orientacién entre los electrodos puede ser de 90° 6 120°.
Aunque este sistema permite una buena resolucién, debido a la no-homogeneidad
del campo se pueden observar distorsiones en las bandas de bajo peso molecular,
dificultando, en algunos casos, su interpretacion.

» CHEF (contour-clamped homogeneous electric field) 0 el campo eléctrico se
genera por electrodos puntuales (n= 24) equidistantes entre si y dispuestos de

forma hexagonal. Los electrodos que determinen el 4ngulo seleccionado, que
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puede variar entre 60° y 120° presentardn mayor potencial que el resto de
electrodos, que funcionardn con potenciales intermedios. Este hecho provocara
un campo eléctrico homogéneo a lo largo de todo el gel.

Este modelo permite incrementar gradualmente los pulsos a lo largo de la
carrera (ramping) con el efecto de asegurar que cada rango de tamaiios de las
moléculas de DNA esté sometido a las condiciones 4ptimas de separacién al
menos parte del tiempo de la carrera. De esta forma, se adquiere la separacion de
un amplio rango de tamaifios y una mejor resolucién de las bandas lo que facilita

su interpretacién

e FIGE (field-inversion gel electrophoresis) *°, se generan campos eléctricos
homogéneos que se invierten periddicamente en una sola direccién (en funcién de
dos electrodos dispuestos con un dngulo de 180°). Este modelo de electroforesis,
al igual que el CHEF, permite utilizar ramping de pulsos a lo largo de la carrera.
Este modelo basicamente esta indicado para separar fragmentos pequefios ya que

la resolucion para fragmentos superiores a 600 Kb es menor.

El método de PFGE ha sido aplicado a una gran variedad de organismos 3y ha
demostrado ser altamente discriminativo y reproducible. Es por ello, que constituye

el método de tipificacién de eleccién para la mayoria de patégenos bacterianos,

93. 251 aplicindose en una gran variedad de estudios como,

250, 253, 254

incluyendo P. aeruginosa

por ejemplo, brotes epidémicos , colonizacidn persistente en pacientes con

101, 244

enfermedades pulmonares graves o caracterizacion de la colonizacion de

pacientes ingresados en la UCT 2! 2% 37240,

Sin embargo, el PFGE presenta dos limitaciones notables como son: la duracién

del proceso (de 2 a 4 dias) para completar el proceso, aunque en los tltimos afios se

83, 147

han descrito protocolos mds cortos , y el requerimiento de equipos especificos y

relativamente caros.
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A.2 Anadlisis de los RFLPs asociados a una secuencia o a un gen

¢ Patrones de restriccién - hibridacién.

Un método para simplificar el nimero de bandas a comparar en el anlisis de los
RFLPs del DNA cromosémico, consiste en estudiar zonas concretas del genoma.
Con este fin, los fragmentos de restriccion del DNA total, obtenidos mediante
enzimas de restriccion de alta frecuencia de corte y separados mediante una
electroforesis convencional en gel de agarosa, se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa o de nylon por el método de Southern blot 27 y posteriormente se
detectan mediante una sonda marcada complementaria a la secuencia especifica a
estudiar. Bajo determinadas condiciones, la sonda se unird ("hibridard") por
complementariedad de bases s6lo a aquellos fragmentos que contengan la totalidad o
parte de la secuencia escogida. Las variaciones en el nimero y tamafio de los
fragmentos detectados reflejaran variaciones tanto en el nimero y distribucién de las
copias de la secuencia diana en el genoma, como en la localizacién y niimero de las
dianas de restriccién dentro de dicha secuencia y en las regiones adyacentes. El
poder discriminativo dependerd de forma directa de la frecuencia con la que los
fragmentos detectados varfan en nimero y/o tamafio. La eleccién de la sonda

constituye un punto critico de este método.

Existe una gran variedad de sondas que pueden utilizarse en la tipificacién,

normalmente se diferencian en dos grupos:
Sondas especificas

Este tipo de sondas suelen desarroilarse especificamente para una determinada
especie bacteriana. Suelen derivar de genes que codifican para funciones metabélicas
o para factores de virulencia, como es el caso de P. aeruginosa. Para su tipificacién
se han propuesto una serie de sondas que incluyen genes de virulencia como el roxA

639329 algD y lasA '* o genes que codifican para las pili 238
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También se han utilizado como sondas especificas transposones y secuencias de
insercién (insertion sequence; 1S) demostrando ser un método de tipificacion
reproducible y altamente discriminativo (p.ej. la IS6//0 perteneciente a

Mycobacterium tuberculosis *™".

Sondas universales: Ribotipado

En el ribotipado los patrones de restriccién-hibridacién obtenidos estdn asociados

a sondas derivadas de los operones ribosomales 16S y 23S de E.coli 199

Este método de tipificacién presenta dos ventajas fundamentales respecto a los
métodos asociados a sondas derivadas de una secuencia especifica 249, (i) la sonda
puede ser utilizada de forma universal, debido a la elevada conservacion de los genes
IRNA y a que se encuentran presentes en todas las especies bacterianas; (i1) la
mayorifa de las bacterias contienen multiples operones ribosomales por lo que el
nimero de fragmentos obtenidos puede permitir una discriminacién al nivel de

subespecie **7.

El ribotipado se ha aplicado a una variedad importante de cepas clinicas,
demostrando una amplia utilidad **’. Diversos autores han aplicado el ribotipado en
la caracterizacion de cepas de P.aeruginosa *% 3% % 14 18! gin embargo, en algunos
casos el ribotipado no suele ser la técnica de eleccién debido a que es un método
muy laborioso, de larga duraciéon y a que en ocasiones su poder discriminativo es
limitado (en funcién del enzima de restriccién empleado y del niimero de operones

ribosomales presentes en una determinada especie) ' 259

¢ Patrones de restriccion de una secuencia de DNA amplificada por PCR

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) presenta una serie de
ventajas respecto a los métodos descritos hasta ahora como son, la rapidez, la
sensibilidad y un protocolo relativamente simple 9 Una caracteristica esencial de

esta técnica reside en la habilidad de amplificar de una forma exponencial los dcidos
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nucleicos. Por este procedimiento el DNA diana (que puede estar a muy baja
concentracién) es amplificado, mediante una DNA-polimerasa, en un proceso que no
dura mds que unas horas y compuesto de 20 a 30 ciclos. Cada ciclo consiste en tres
fases alternas: i) desnaturalizacién de la doble hebra de DNA, ii) unién de los
iniciadores a sus secuencias complementarias y iii) elongancién de las cadenas de
DNA a partir de los iniciadores por adicién de nucledtidos por la

DNA-polimerasa >,

Su aplicacién mds simple en los estudios epidemiolégicos reside en la PCR-
RFLP, que consiste en la amplificacion de una secuencia variable conocida
enmarcada por secuencias constantes. Estas secuencias constantes se utilizan para el
disefio de los iniciadores de la reaccién de PCR. Las secuencias de DNA
amplificadas pueden ser cortadas por enzimas de restriccién, lo que permite
comparar los perfiles obtenidos tras la resolucién de los fragmentos mediante
electroforesis. Los genes que codifican para factores de virulencia, asi como los
operones ribosomales (especialmente el espacio intergénico 16S-23S) o los espacios
intergénicos entre tRNA, han sido sujeto de estudio para la tipificacién de las

. . .2
bacterias mediante esta técnica 49.

La capacidad discriminativa de esta técnica depende exclusivamente de la

heterogeneidad de la regién amplificada dentro de las cepas de una misma especie.

B Anailisis del polimorfismo de amplificacion
B.1 Amplificacion de diversas regiones del genoma
¢ Rep-PCR
Este método estd basado en la existencia de secuencias cromosémicas repetidas

utilizando, para generar los productos amplificados, iniciadores complementarios a

dichas secuencias. Estas secuencias se encuentran distribuidas a lo largo del genoma
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de todos los organismos. Cuando dos secuencias se encuentran lo suficientemente
cerca (p.ej. a unas pocas kb) el fragmento de DNA existente entre ambas es
amplificado. Debido a que el mimero y la localizacién de estas secuencias es
variable, el niimero y tamafio de los fragmentos generados variard entre las diferentes

cepas 7.

En los procariotas estas secuencias repetidas se caracterizan por ser cortas
(< 200 pb), no codificantes, intergénicas y, aparentemente, ampliamente distribuidas
en el genoma ' Los ejemplos mejor definidos son las secuencias REP y las
secuencias ERIC. Las secuencias REP (repetitive extragenic palindrome) se

23 Secuencias

identificaron inicialmente en Salmonella typhimurium y E. coli
parecidas a las REP existen en todas las eubacterias '**. Otras secuencias repetidas
adicionales han sido identificadas en E. coli, S. typhimurium y en otras

enterobacterias, llamadas ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) '*.

La rep-PCR estd teniendo una difusién importante en la tipificaciéon de diversos
. . . i
microorganismos entre ellos P. aeruginosa '*', mostrando una buena

reproducibilidad y capacidad discriminativa.

¢ AP-PCR

Este método se fundamenta en la observacion de que, una secuencia de
nucleétidos arbitraria puede ser utilizada como iniciador (no dirigido hacia una
secuencia diana) y unirse a diferentes zonas del DNA al azar con la suficiente
afinidad, como para que se produzca la amplificacién de fragmentos de DNA
anénimos. El nimero y la localizacién de las zonas donde se unirdn los iniciadores
varia entre las diferentes cepas de una especie, permitiendo su tipificacién en funcién

del nimero y tamafio de los fragmentos obtenidos.

En la literatura se han descrito tres variantes de esta aplicacién, el término AP-

PCR (Arbitrarily Primer PCR), donde se emplean iniciadores de 20 bases ***; RAPD
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(Random Amplified Polymorphic DNA) donde se utilizan iniciadores de 10-12
bases 2! y DAF (DNA-amplified fingerprinting), donde se utilizan iniciadores de 4 6
5 bases ”, Sin embargo, las tres denominaciones se realizan indistintamente,

utilizandose en literatura tanto el término AP-PCR como RAPD.

La técnica AP-PCR ha sido aplicada en la tipificacion de numerosos
microorganismos !, incluido P. aeruginosa *" °* 12, 219. 290 Una variante de la
AP-PCR, la RAPD-ALFA (automated laser fluorescence analysis of randomly
amplified polymorphic DNA), que permite la generacién de los datos en formato
digital y con mayor precisién, se ha evaluado como método de tipificacion de P.

. 2,94
aeruginosa °>%*.

Aunque es un método sencillo, que no requiere un conocimiento previo de las
secuencias a amplificar y estudia el genoma completo, en ocasiones han surgido

ciertos problemas para adquirir resultados reproducibles y discriminativos *.

B.2 Deteccion de dianas de restriccion

Con esta técnica se combina el potencial discriminativo de los enzimas de
restricciéon con la facilidad y rapidez de la técnica de PCR. Consiste basicamente en
cuatro pasos: i) digestién del DNA total con dos enzimas de restriccién, ii) ligacién
de unas secuencias de oligonucleétidos (adaptadores) a los fragmentos obtenidos, iii)
amplificacién selectiva por PCR de los fragmentos de restriccién, iv) visualizacién
de los productos de PCR mediante electroforesis. Utilizando iniciadores que
reconozcan la secuencia formada por el adaptador y el lugar de restriccin, se

amplificardn las secuencias existentes entre las dianas de restriccién.
Existen dos variaciones de este método:

¢ AFLP (amplified restriction fragment length polymorphisms), se utilizan dos

enzimas de restriccidn, uno de alta frecuencia de corte y otro de baja frecuencia
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de corte. Los adaptadores utilizados tienen el mismo tamaiio (con una longitud de
18 a 22 nucleétidos). La amplificacién por PCR de los fragmentos de restriccion
se lleva a cabo con iniciadores que, ademds de reconocer la secuencia de los
adaptadores y la secuencia de la diana de restriccion, contienen una o dos bases
selectivas en sus extremos 3'. De esta forma es posible amplificar, de una forma
selectiva, un grupo de fragmentos sin un conocimiento previo de las secuencias

diana 38!,

Existen diversos estudios que demuestran que la AFLP es una técnica
reproducible y con capacidad para diferenciar cepas que poseen relacién
clonal ' ?° Asi, por ejemplo, se ha utilizado en la caracterizacién de P.

. 4
aeruginosa 2 0.

¢ IRS-PCR (infrequent-restriction-site PCR), es una técnica con el mismo
concepto que la AFLP, pero en este caso uno de los 2 enzimas utilizados es de
baja frecuencia de corte. Ademads, los adaptadores estdn constituidos por una
cadena larga oligonucleétidos (18 a 22) y por una cadena corta (7 nucleétidos).
Los adaptadores se ligardn a los extremos cohesivos de los fragmentos de
restriccion. El oligonucledtido corto no estd fosforilado por lo que no se ligara al
DNA. Esto permitird una amplificaciéon selecﬁva de los fragmentos de restriccion
mixtos, no produciéndose amplificaciéon de los fragmentos con extremos

generados por el enzima de alta frecuencia de corte '*°.

Es una técnica rdpida, reproducible y puede aplicarse a una gran variedad de
microorganismos. Hasta el momento, se ha valorado para la caracterizacién de P.
aeruginosa, junto con otros microorganismos de importancia clinica 49y se ha

aplicado en la tipificacién de Legionella pneumophila 2.
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C Anailisis del polimorfismo de secuenciacién

Todos los métodos de tipificacién genotipicos se basan en variaciones en la
secuencia de DNA. Seria l6gico pensar, por tanto, que la secuenciacién del DNA
podria ser un buen método de tipificacién. Sin embargo, hay varias consideraciones a
tener en cuenta: la secuenciacidén debe dirigirse a una pequeifia regién del cromosoma
del microorganismo, esta regién deberia consistir en una regién variable flanqueada
por regiones altamente conservadas y, ademds, no deberia ser susceptible de

Y . . . 175
transmisién horizontal a otras cepas de la misma especie .

Recientemente, se ha diseflado un método de tipificaciéon basado en la
secuenciacién llamado multilocus sequence typing (MLST) 137 Es un método que
adapta los mismos conceptos y métodos del MLEE, permite la asignacion directa de
los alelos por medio de la determinacién de la secuencia de nucleétidos de los
fragmentos internos de los genes necesarios para el funcionamiento celular
(housekeeping genes), los cuales poseen los niveles adecuados de diversidad
genética. Es un método técnicamente sencillo, que requiere la amplificacién de
fragmentos de DNA mediante PCR y su secuenciacién, manualmente o mediante un
secuenciador automdtico. Para cada cepa analizada se obtiene un patrén o
combinacién de alelos de cada uno de los loci estudiados (multilocus sequence type,

ST).

Una de las ventajas de este método respecto al MLEE y cualquier marcador
basado en la comparacién del tamaiio de los fragmentos de DNA, es que permite
obtener datos inequivocos y transferibles de las secuencias. De esta forma se facilita
la posibilidad de la comparacién de los resultados y el intercambio de informacién

entre los distintos laboratorios a escala mundial.

ElI MLST puede aplicarse a casi todas las especies bacterianas y otros organismos

haploides, de tal forma se ha aplicado con éxito en la tipificacién de N.

g 74,137 .2
meningitidis , Streptococcus pneumoniae 90 S. aureus ®.
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1.4.3 Evaluacién de los marcadores epidemiologicos

Se han descrito una serie de criterios que permiten la evaluacién de los métodos
de tipificacién epidemiolégica, se pueden dividir en dos categorias de eficacia y de

eficiencia 2%,

<

* Criterios de eficacia

La eficacia de un marcador epidemiolégico se mide fundamentalmente en funcién

de los siguientes pardmetros 142, 246,

¢ Tipabilidad, se expresa como la proporcién de cepas que el marcador puede
clasificar como pertenecientes a un tipo determinado.

¢ Reproducibilidad, la capacidad de un marcador para asignar el mismo tipo a una
cepa cuando se realizan varios ensayos separados e independientes de la misma.

¢ Poder discriminativo, la probabilidad promedio de que el marcador utilizado
asigne tipos diferentes a dos cepas no relacionadas obtenidas al azar en la
poblacién microbiana de un determinado taxén. Matemdticamente se puede

calcular mediante el indice de diversidad de Simpson (ID) '%*:

s

> nj(nj-1)
N(N-1) ja

D=1-

N = nidmero total de cepas; S = nimero total de tipos;
nj = nimero de cepas pertenecientes al tipo j.

En general, se acepta que el poder discriminativo de un método es adecuado
para que sea utilizado por si solo, cuando la probabilidad de que dos aislamientos
no relacionados sean atribuidos a un mismo tipo es <5% (D> 0,95) %. Un poder
discrimativo menor hace necesario la aplicacién de ese método en combinacién

con otros.
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¢ Estabilidad, mide la capacidad de un marcador para reconocer la relacioén clonal
existente entre aquellas cepas que han derivado in vitro o in vivo de un precursor
comin; a pesar de la variacién fenotipica o genotipica ocurrida durante el
almacenamiento y replicacién en el laboratorio o durante la diseminacién clonal
en la naturaleza, especialmente en periodos prolongados o en epidemias a gran

escala.

D3

* Criterios de eficiencia

La eficiencia de un marcador depende de unos factores generales (el volumen o
el tamafno de la investigacién epidemiol6gica, el marco temporal en el que se
necesita la informacién y los recursos técnicos y financieros disponibles) y de unos

pardmetros especificos del propio marcador destacando:

¢ Flexibilidad, refleja el rango de especies tipables con el minimo de
modificaciones en su aplicacién.

¢ Rapidez, varia en funcién del marcador de unas horas a varias semanas.

¢ Accesiblilidad, viene condicionada por la disponibilidad y el coste tanto de los
reactivos como del instrumental necesario, ademds de la cualificacién técnica
requerida para un método determinado.

¢ Facilidad de uso, incluye la simplicidad técnica, la posibilidad de analizar un

nimero elevado de cepas y la facilidad en la obtencidn e interpretacién de los

resultados.

Es importante destacar que, debido a que diferentes investigaciones requieren
diferentes niveles de eficacia y eficiencia, no existe un método de tipificacién ideal
de uso universal y, ademds, la aplicacién de los diferentes métodos de tipificacién
tiene que estar unida siempre a una sélida investigacién epidemiolégica y a unos

planteamientos claros.
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1.4.4 Cilculos estadisticos de similitud y agregacion

El andlisis de los diferentes perfiles de bandas o fragmentos de DNA obtenidos
con los marcadores genéticos, comporta determinar el grado de homologia o
similitud entre las cepas estudiadas. Cuando se compara un nimero limitado de cepas
es suficiente una valoracién cualitativa subjetiva de los caracteres comunes y
distintos mediante un andlisis visual. Sin embargo, si el nimero de cepas aumenta es

preferible y necesario realizar una valoracién cuantitativa.

Se han desarrollado diversos métodos basados en el andlisis computerizado de los
perfiles de bandas que permiten la comparacién de un gran nimero de perfiles
generados en diferentes geles, en distintos tiempos e incluso en distintos laboratorios.
Asi, por ejemplo, el‘BioImage System (Genomic Solutions Inc., Ann Arbor, MI,
"USA), dotado de un sistema de andlisis de imagenes (Whole Band Analyzer), incluye
un sofisticado algoritmo de normalizacion del tamaifio de los fragmentos, obtenidos
en los diferentes geles, a partir de un estdndar de tamafio conocido y un programa

que permite comparar un perfil con cualquiera de los perfiles archivados.

El andlisis cuantitativo de los perfiles obtenidos se realiza asignando un valor de
1 6 0 a cada caricter o banda, en funcién de su presencia o ausencia,
respectivamente, por lo que se genera un cédigo binario que permitird determinar la
similitud de cada par de individuos. La comparacién cuantitativa se realizara
mediante el cdlculo del coeficiente de similitud, obtenido de la determinacién
cualitativa del grado de divergencia existente entre cada dos perfiles. Las ecuaciones

. . T 2
que normalmente se emplean para el cilculo de los coeficientes de similitud son **°.

o Dice 2a/2a+b+c
e Jaccard ala+b+c
e Hamann (@a+d)-(b+c)/a+b+c+d

Rogers-Tanimoto a+d/a+d+2(b+c)
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en donde:

a, el nimero de caracteres o bandas comunes en las dos cepas.

b, el niimero de caracteres o bandas presentes en la cepa 1 y ausentes en la cepa 2.
¢, el niimero de caracteres o bandas presentes en la cepa 2 y ausentes en la cepa.

d, el nimero de caracteres o bandas ausentes en las dos cepas.

Los coeficientes de Dice y de Jaccard no valoran los caracteres negativos, es
decir, los caracteres ausentes, al contrario de los coeficientes de Hamann y Rogers-
Tanimoto, que estiman tanto los caracteres positivos como los negativos.
Habitualmente, los coeficientes de Dice y de Jaccard son los mds utilizados en

estudios tanto en estudios de taxonomia como de epidemiologia.

Cuando se compara el conjunto de aislamientos estudiados se consigue una
representacién gréafica de todos los coeficientes de similitud mediante una matriz de
similitud. Asfmismo, es posible construir dendrogramas (representacién gréafica de la
agrupacion jerdrquica de los coeficientes en orden decreciente de similitud) mediante
la utilizacién de diversos sistemas de agregacion. El método de agregacién mads
utilizado en epidemiologia bacteriana es el UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Mean) '**. El método UPGMA emplea un algoritmo de
agrupacién que trabaja con la premisa de que cualquier cepa analizada tiene el
mismo nimero de eventos mutacionales, por tanto, la evolucién es aproximadamente

constante entre las distintas lineas

2 23 En primer lugar identifica los dos
individuos que muestran mayor similitud entre sf (a y b), y los agrupa como un sélo
individuo (ab). A continuaci6n, respecto a este tltimo, identifica otro individuo (c)
con el que presente la mayor similitud y los agrupa de nuevo (abc) y asi
sucesivamente. La distancia media entre dos grupos consiste en el célculo de la
media aritmética de todas las distancias posibles entre cualquier par de individuos de

los dos grupos.






2 MATERIAL Y METODOS
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2.1 Ambito del estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo en el Servicio de Medicina Intensiva del
Hospital de Sabadell (Corporacié Sanitaria del Parc Tauli, Barcelona) durante un
periodo de 35 meses, comprendido entre marzo de 1996 y febrero de 1999. El
Hospital de Sabadell es un hospital docente con una Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) de tipo polivalente (médico-quirdrgica). La UCI consta de 16 boxes
individuales, cada uno con un lavamanos y una puerta para poder aislarlos. Ocho de
los 16 boxes (habitaciones 1 a 4 y 7 a 10) fueron hébiles desde el comienzo del
estudio. A partir de octubre de 1996 se abri6 el resto de los boxes (figura 3). Por otra
parte, en una planta inferior habia una habitacién (sala A) que solo fue utilizada

durante los primeros meses del afio 1996 y posteriormente fue cerrada.

2.2 Estudio ambiental

Se realiz6 un estudio del ambiente de la UCI con el propésito de conocer la
frecuencia y la distribucién de P. aeruginosa. Los resultados se correlacionaron con
los obtenidos en los enfermos para determinar el origen y las vias de transmisién de
las cepas aisladas en los pacientes. Para ello, durante el periodo de estudio se
realizaron cinco cortes en las siguientes fechas: 13/09/96; 17/04/97; 18/11/97;
23/02/98 y 24/11/98. El periodo de tiempo transcurrido entre cada corte ambiental

fue de un minimo de 3 meses hasta un maximo de 8 meses.

En cada corte ambiental se recogieron muestras, sin previo aviso, de las

siguientes localizaciones:

¢ Manos del personal sanitario
¢ Superficies himedas (adyacentes a los grifos): de los 16 boxes, de la sala A

(mientras permaneci6 abierta) y de Ja cocina.
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¢ La superficie del control de enfermeria.
¢ El grifo de la cocina y de la sala A (solo durante el primer corte ambiental)

¢ Teléfonos y estetoscopios.

Asimismo, paralelamente a la estancia de los pacientes en la UCI se estudiaron
los grifos de los boxes donde permanecian ingresados. La toma de las muestras se
realizaba desde el momento en que el paciente era intubado y posteriormente cada 72
horas hasta que el paciente finalizaba el estudio. El agua se utilizaba para comprobar
la permeabilidad de la sonda nasogéstrica y para administrar medicacién. También
era empleada para lavar al paciente y para el lavado de las manos del personal

sanitario.
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Figura 3. Mapa de la UCI del Hospital de Sabadell.

Cada nimero corresponde a los 16 boxes de la UCL. A: antesala (habitacién con lavamanos que sirve
de acceso a las habitaciones 5 y 6 utilizadas para el aislamiento de los pacientes); Al: almacén; CE:
control de enfermeria; DS: despacho supervisora; SE: sala de estar; SI: sala de informacién; WC:
lavabo.

La zona sucia, es ia zona destinada a la limpieza del instrumental utilizado antes de ser esterilizado y
por donde también se traslada todo aquello que ha estado en contacto con el paciente.



84 -Material y métodos-

2.3 Suyjetos de estudio

2.3.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes ingresados durante el periodo de
estudio en la UCI del Hospital de Sabadell, que hubieran sido intubados y precisaran
ventilacion mecénica. La duracién de la ventilacién mecdnica debia producirse
durante un periodo igual o superior a 72 horas. Una limitacién que se planted en el
estudio fue el hecho de no poder estudiar los pacientes de forma consecutiva debido
a la imposibilidad de asumir, por parte del Laboratorio de Microbiologia del
Hospital, el gran nimero de muestras que se debfan evaluar. Por tanto, sélo se
pudieron estudiar tres pacientes de forma simultdnea. El resto de los candidatos era

excluido hasta que uno de los tres pacientes finalizaba el estudio.

Todos los pacientes fueron intubados mediante un tubo endotraqueal de baja
presién (Hi-lo-evac; Mallinckrodt Laboratories, Athlone, Ireland), que permite
aspirar las secreciones subgléticas acumuladas por encima del balén de
neumotaponamiento. También permite recoger muestras de secreciones subgléticas

para cultivo.

2.3.2 Criterios de exclusion

No fueron incluidos en el estudio todos aquellos pacientes que precisaban
ventilacién mecdnica y en los que el periodo de duracién de la misma era inferior a
72 horas. La interrupcién de la ventilacidon mecdnica puede producirse por una
extubacién planificada, por autoextubacién o por fallecimiento. Asimismo, no se
incluyeron aquellos pacientes receptores de tubos convencionales referidos de otros

centros hospitalarios.
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2.3.3 Variables clinicas

En el momento en que un paciente entraba en el estudio se recogian de un modo

prospectivo las siguientes variables clinicas:

* Nombre y apellidos.

* Edad.

= Sexo.

* Fecha de ingreso en la UCIL.

*  Fecha de alta de la UCL

= Fecha de alta del Hospital.

» Indice de gravedad al ingreso en la UCI mediante el sistema APACHE II.
* Categoria de diagndstico primario al ingreso.

* Condiciones del paciente consideradas factores de riesgo potenciales para una
colonizacién o infeccién causada por P. aeruginosa:

- Coma (definido como nivel de Glasgow < 9).

- Estado de shock.

- Politraumatismo sin traumatismo craneoencefalico (TCE).
- TCE.

- Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).
- Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA).

- Edema agudo de pulmén (EAP) cardiogénico.

- Cirugia.

- Hepatitis crénica.

- Inmunosupresién.

- Nutricion parenteral total.

- Neoplasia.

- Diabetes.

Para definir las enfermedades crénicas subyacentes del paciente se utilizaron las

15

definiciones descritas por Knaus y cols. . El sindrome de distrés respiratorio

agudo se definié como un distrés respiratorio con presencia de infiltrados bilaterales
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difusos, hipoxemia (PaO, / FiO, < 250) y una presién de oclusién de la arteria
pulmonar inferior a 18 mmHg. Se consideré que los pacientes padecian diabetes
mellitus si requerian terapia con insulina previa al ingreso. Se consideré6 la presencia
de una neoplasia hematolégica cuando los resultados del examen de sangre
periférica o de biopsia de médula 6sea o nédulos linfaticos eran consistentes con este
diagnéstico, y la neoplasia no hematolégica tnicamente cuando se disponia de
diagnéstico histolégico. Se consideré que un paciente presentaba inmunosupresion si
habia recibido terapia con corticoides (30 mg. de Prednisona diaria o una dosis
equivalente por lo menos durante una semana antes de la intubacién traqueal) o
terapia citotéxica durante al menos cuatro semanas previas a la inclusién en el

estudio.

Ademds, se recogié de modo prospectivo si el paciente habia recibido sucralfato
o ranitidina, como profilaxis de la hemorragia digestiva aguda, y nutricién enteral.
Asimismo, se anotaron las prescripciones de antibiéticos durante el periodo de
estudio y se efectué un control diario del pH gdstrico mediante tiras reactivas
colorimétricas, durante todo el tiempo en que el paciente permaneci6 en ventilacion
mecdnica y, por consiguiente, con sonda nasogdstrica. Ninguno de los pacientes fue

sometido a tratamiento para la descontaminacién digestiva.

2.3.4 Fin del estudio

El estudio de seguimiento de cada paciente se considerd finalizado cuando el
periodo de ventilacién mecénica llegaba a los 21 dias, cuando el paciente era
extubado, cuando se le practicaba una traqueotomia, cuando el paciente fallecia o
cuando se diagnosticaba un episodio de neumonia asociada a ventilacion mecdnica

(NAYV) causada por P. aeruginosa.
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2.3.5 Localizaciones anatomicas estudiadas

En todos los pacientes incluidos en el estudio se realizé la toma de muestras de
las siguientes localizaciones anatémicas: estémago, faringe, secreciones subgloticas,
superficie interna del tubo endotraqueal, traquea y recto. La toma de las muestras se
efectud tras el procedimiento de intubacién y posteriormente cada 72 horas mientras
el paciente permanecia intubado hasta la conclusién del estudio. En aquellos
pacientes con sospecha clinica de neumonia se realizaba el cultivo de las secreciones

respiratorias.

2.4 Estudio microbiolédgico

2.4.1 Técnicas de aislamiento

La toma de las diferentes muestras se llevd a cabo en el Servicio de Medicina
Intensiva. El aislamiento de las cepas de P. aeruginosa se realizé en el Laboratorio

de Microbiologia (UDIAT, Corporaci6é Sanitaria Parc Tauli, Sabadell).

0.0

* Muestras de superficies y manos

Las muestras de las manos se recogieron mediante la inmersién de la mano en
una bolsa estéril de polietileno (500 ml, Vertex Technics S.L.) que contenia 200ml

de medio BHI (Brain Heart Infusion), durante al menos un minuto 86,

Para recoger las muestras de todas las superficies estudiadas, se humedecia una
gasa estéril (Texpol) con el medio BHI. Las superficies se frotaban de forma
vigorosa. La gasa se colocaba en el interior de una botella con tapén hermético
(Nirco), que contenia 50 ml de medio. La botella se agitaba durante al menos un

minuto, a fin de recuperar los microorganismos .
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*  Muestras del grifo de agua

La recogida de las muestras de los grifos se realizaba humedeciendo un
escobillén estéril en medio BHI. Tras retirar el exceso de liquido, se pasaba el
escobillén de forma rotatoria por la superficie interna del grifo. Después de separar la
cabeza del escobillén mediante un corte con tijeras estériles, se sumergia en un tubo
que contenfa 10 ml de medio. El tubo se agitaba mecdnicamente durante 30

segundos ®°.

Todas las muestras recogidas en el medio BHI (grifos, manos y superficies) se
procesaron de manera similar. Quinientos microlitros del medio se cultivaron en agar
cetrimida (medio selectivo para facilitar el aislamiento de P. aeruginosa de
poblaciones mixtas) y agar chocolate (MAIM, Barcelona) distribuyendo el indculo
sobre la superficie de las placas. Las placas se dejaron secar en una cabina de

seguridad bioldgica y se incubaron a 37°C.

) yd .
“  Muestras clinicas

Para la obtencién de las muestras procedentes de las diferentes localizaciones
estudiadas en cada paciente se utilizaron diferentes métodos detallados brevemente a

continuacién '8

¢ Aspirado gdstrico, se realizaba por aspiracién con una jeringa a través de la
sonda nasogdstrica. En los pacientes con dieta enteral, ésta se suspendia dos

horas con anterioridad a la toma de las muestras.

¢ Frotis faringeo, se realizaba frotando bilateralmente la mucosa bucal mediante un

escobillon estéril.

¢ Aspirado de secreciones subgloticas, las muestras se recogian a través del canal

adicional del tubo endotraqueal siguiendo un método descrito previamente %,
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¢ Superficie interna del tubo endotragueal, se llevé a cabo frotando la superficie
interna del tubo endotraqueal con un escobillén estéril humedecido con suero

fisiolégico.

¢ Aspirado endotraqueal, se realizaba mediante una sonda convencional estéril de
aspiracion de secreciones, intercalando entre ésta y el sistema de aspiracion un

recolector de secreciones estéril.

¢ Frotis rectal, se recogia la muestra con un escobillén estéril.

¢ Secreciones respiratorias, en aquellos pacientes con sospecha clinica de
neumonia nosocomial se practicaban cultivos cuantitativos de las secreciones
respiratorias obtenidas mediante broncoscopia utilizando el catéter telescopado

con cepillo protegido segin la técnica estandar ya descrita '*".

Todas las muestras se cultivaron en agar cetrimida y agar chocolate (MAIM,
Barcelona). Se incubaron a 37°C y la lectura de los cultivos se realizé a las 24 y 48

horas.

2.4.2 Identificacion de P. aeruginosa

La identificacién de las cepas de P. aeruginosa se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia (UDIAT, Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Sabadell). Se efectud segiin

métodos convencionales '®3

que inclufan la prueba de la oxidasa, el estudio de la
morfologia de la colonia y como método de confirmacién se utilizé un sistema

comercial de identificacién, el API 20NE (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia).
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2.4.3 Estudio de los cultivos de P. aeruginosa

De cada cultivo positivo de P. aeruginosa se seleccionaron, siempre que fue
posible, 4 colonias representativas de los diferentes tipos morfoldgicos presentes en
la placa de cultivo. Cuando no se observaban diferencias en la morfologia, la
eleccién se realizaba al azar. Cada colonia fue subcultivada y conservada por

separado, para ser posteriormente caracterizada con los diferentes marcadores

epidemiolégicos.

2.4.4 Conservacion de las cepas
Cada colonia aislada se conservé siguiendo el siguiente protocolo:

1. Cultivo de cada colonia en agar chocolate (MAIM, Barcelona) a 37°C.

2. Recogida mediante un escobilldn estéril del contenido de la placa.

3. Resuspender y repartir el contenido del escobillén en dos criotubos con medio
TSB (Tryptone Soya Broth + 10% glicerol).

4. Conservar los tubos a - 20°C.

2.5 Marcadores epidemioldgicos

2.5.1 Analisis de los perfiles de macrorestriccion genémica
mediante la técnica de electroforesis en campo pulsante

En una primera parte del estudio, se analizaron todos los aislamientos de P.
aeruginosa con un primer enzima de restriccion Xbal. Posteriormente, se realizé un
segundo andlisis con el enzima de restriccién Dral tomando un representante de
aquellos aislamientos que, tras el primer estudio, fueron considerados como

indistinguibles y todas las cepas con patrones relacionados o diferentes.
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% Principio de la electroforesis en campo pulsante

La electroforesis en campo pulsante (pulsed-field gel electrophoresis; PFGE)
permite separar fragmentos de restriccién de alto peso molecular del DNA
cromosémico total (fragmentos que no pueden separarse con la electroforesis
convencional, que presenta un campo eléctrico uniforme y constante y con un limite
de resolucién méximo de 50 Kb) ''°. La técnica de PFGE expone al DNA a campos
eléctricos que regularmente cambian de direccién. Esta alternancia de campos
eléctricos provoca que las moléculas de DNA cambien de conformacion y se
orienten en funcién del campo eléctrico, permitiendo de esta manera su migracion en

una trayectoria de zigzag a lo largo del gel *.

Para este tipo de andlisis electroforético es necesario:

¢ Obtener el DNA lo mds intacto posible, es decir, evitando al maximo las roturas
mecdanicas. Para ello, se han desarrollado métodos de extraccién de DNA, en los
cuales €] proceso de lisis celular se realiza en bloques de agarosa (insertos), cuya
matriz protege las moléculas de alto peso molecular y al mismo tiempo permite la

difusién de detergentes y proteasas '*.

¢ Digerir el DNA con enzimas de restriccion de baja frecuencia de corte, que

produzcan un nimero relativamente pequefio de fragmentos de restriccién de alto

peso molecular (no inferior a 10) %27,

03

* Preparacion de los insertos y lisis celular

La obtencién de los insertos y la lisis celular se realizé segin una modificacién

del método descrito por Smith y cols .
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Procedimiento

s Inocular 1 6 2 colonias crecidas en una placa de agar sangre (bioMerieux, Marcy I'Etoile,
Francia) durante 18 h a 37°C a una botella que contenga 20 ml de medio enriquecido de
Luria-Bertani (LB).

* Incubar a 37°C en un bafio con agitacion durante 18 horas.

* Medir su absorbancia a 450 nm y ajustar a una densidad dptica de 0,6-0,7.

= Tomar 7 u 8 ml del medio crecido y centrifugar a temperatura ambiente durante 10
minutos a 3.000 r.p.m.

= Resuspender el sedimento con 3 6 4 ml de tampé6n PET IV (10 mMTris-HCI [pH7,6] -
1M NaCl). Centrifugar durante 10 minutos a 3.600 r.p.m. /

s Repetir el paso anterior una o dos veces més.

=  Resuspender el sedimento y ajustar a 1 ml de volumen final con PET IV.

= Limpiar los moldes para la formacién de los insertos (Pharmacia Biotech Europe,
Uppsala, Suecia) con agua destilada y etanol. Dejar secar y sellar la parte inferior con
cinta adhesiva transparente.

* Preparar la cantidad necesaria de agarosa de bajo punto de fusién (Incert agarosa, FMC
BioProducts, Rockland, ME, USA) para obtener una concentracién final de 0,8%. Dado
que la relacién agarosa-muestra es de 1:1 (v:v), al diluirse a Ia mitad se necesita preparar
la agarosa al 1.6%. Normalmente, se preparan 5 insertos por muestra y cada inserto tiene
un volumen total de 100 pl. Por tanto, se necesitan 600 ul de volumen total por muestra
a realizar, de los cuales 300 pl serdn de agarosa al 1,6 %.

» Disolver la agarosa en agua destilada estéril por calor y mantenerla a una temperatura
entre 45 y 50 °C.

®=  Transferir 300 pl de la muestra, resuspendida en el tampén PET IV, a un tubo de
microcentrifuga y afiadir 300 pl de agarosa de bajo punto de fusién.

* Homogeneizar la mezcla y sin dejar que se enfrie, dispensar 100 pl en cada bloque del
molde.

» Dejar solidificar a 4°C durante aproximadamente una hora.

»  Sacar los insertos del molde, para ello retirar la cinta adhesiva y con la ayuda de una pera
de goma ejercer presién en la parte superior para que el inserto salga. Transferirlo
directamente a un tubo con 2 ml de tampén de lisis ESP [0,5 M EDTA [pH 9-9,5] - 1%
sarcosilato (SLS)-1 mg/ml pronasa (Sigma, St. Louis MO, USA).

s Incubar durante 24 horas a 50°C en un bafio sin agitacion.
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» Guardar a 4°C. Los insertos pueden guardarse en esta solucién, durante 1 afio

aproximadamente.

“* Lavado de los insertos

Antes de proceder a la digestién enzimética del DNA es necesario eliminar los
restos de detergentes utilizados para la lisis celular, asi como los restos que puedan

quedar de pronasa (debido a su accién sobre los enzimas de digestion).

Procedimiento

*  Transferir un inserto a un tubo con 1 ml de TE (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA;
[pH8]). Incubar a temperatura ambiente durante 4 h.

» Cambiar el TE e incubar durante 18 h.

*  Repetir el proceso de lavado con TE tres o cuatro veces mas, con una duraciénde 1 6 2 h
cada uno.

*  Una vez finalizados los lavados, cambiar el TE y guardar a 4°C. Los insertos pueden

guardarse en esta solucién durante 1 mes aproximadamente.

R
°o*

Digestion enzimadtica del DNA cromosomico

La digestion enzimdtica del DNA, al igual que en el proceso de lisis celular, tiene
lugar en el mismo inserto merced a la difusién del enzima a través de la matriz de
agarosa. Los enzimas que se utilizan para el andlisis de restriccion del DNA
cromosémico en PFGE son endonucleasas de baja frecuencia de corte, obteniendo de
esta forma un nimero limitado de fragmentos de alto peso molecular. La eleccién del
enzima dependera tanto del contenido en G+C del genoma de la especie bacteriana a
estudiar y de la secuencia diana de restriccibn como del tamafo de dicha

secuencia °.

La digestiéon del DNA cromosémico se realizé segiin el método descrito por

234

Smith y cols. “*. Para la digestién de un fragmento del inserto de aproximadamente
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Imm de grosor, se utilizaron 30 unidades (U) de cada uno de los enzimas Xbal
(TICTAGA) y Dral (TTTLAAA) (Boehringer Mannheim, Gmbh, Mannheim,
Germany), en un volumen total de 200 pl, siguiendo las indicaciones de la casa

comercial.
Procedimiento

=  En un tubo eppendorf aiadir:

- 143 pl de agua destilada estéril

- 20 ul de tampén de restriccién 10X

- 2 ul de albimina bovina sérica (BSA; bovine serum albumin; 10 mg/ml)
- un fragmento del inserto

- 30 U del enzima de restriccién

»  Incubar durante 18 h a 37°C.

* Guardar a 4°C durante un minimo de 30 minutos antes de proceder al anilisis

electroforético.

% Electroforesis

Para la separacion de los fragmentos de DNA de alto peso molecular, se han
descrito y desarrollado distintas variaciones de electroforesis en campo pulsante,

diferencidndose entre ellas fundamentalmente por la disposicion de los electrodos.

En nuestro caso se utilizé el sistema:

¢ Contour-clamped homogeneous electric field (CHEF; CHEF DRIII System
aparatus, Bio Rad, Richmond, CA). En este sistema, el campo eléctrico se genera
por 24 electrodos puntuales equidistantes entre si y dispuestos en un contorno
hexagonal. Los electrodos que determinen el dngulo seleccionado, que puede
variar entre 60° y 120° presentardn mayor potencial que el resto de los
electrodos, que funcionardn con potenciales intermedios. Este hecho provocara

un campo eléctrico homogéneo a lo largo de todo el gel *°.
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v Preparacion del gel

Procedimiento

*  Preparar 100 ml de agarosa al 1% (Sea Kem ME Agarose, FMC Bioproducts, ME, USA)
en TBE 0,5X (50 mM Tris-borato-0.1mM EDTA; pH7,5-8).

* Calentar la mezcla en el microondas hasta su completa homogeneizacién. Ajustar el
volumen final y dejar enfriar.

* Limpiar el soporte, los moldes formadores del gel y el peine con etanol y agua destilada
abundante. Montar el sistema de formacién del gel en la orientacién correcta y verter los
100 ml de agarosa.

* Eliminar las burbujas y dejar solidificar.

= Retirar los moldes formadores del gel y el peine.

v Electroforesis

Procedimiento

* Conectar la cubeta de electroforesis al sistema de refrigeracién (Cooling module, Bio
Rad, Richmond, USA) a 14°C. Afiadir a la cubeta 2 litros de TBE 0,5X y conectar el
sistemna de recirculacién del tampdn (Variable Speed Pump, Bio Rad).

» Cargar el DNA digerido en el gel. Para ello, con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril
colocar el fragmento del inserto digerido sobre la superficie interior de un par&ﬁlm y con
ayuda de un cubreobjetos transferirlo al pocillo del gel con una manipulacién cuidadosa.

* Cargar el marcador de peso molecular, DNA de concatimeros de fago lambda (PFGE
Marker 1, Boehringer Mannheim, Gmbh, Mannheim, Germany) colocdndolo en los
extremos y en el medio del gel.

= Sellar los pocillos con agarosa al 0,5% (Sea Kem ME Agarose, FMC Bioproducts, ME,
USA).

*  Deslizar la placa formadora del gel por encima del soporte y retirar con cuidado con un
papel de celulosa los restos de agarosa solidificada adherida en la base. Disponer el gel
en la cubeta de electroforesis y comprobar que el gel quede cubierto por el tampén.

Tapar la cubeta y conectarla a la fuente de alimentacién (Power module, Bio Rad,
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Richmond, USA).

v Condiciones de electroforesis

¢ Enzima Xbal

1" Bloque

Pulso inicial 4 seg.  Pulso final
2° Bloque

Pulso inicial 10seg. Pulso final

¢ Enzima Dral

1°" Bloque

Pulso inicial 4seg.  Pulso final
2° Bloque

Pulso inicial 10seg.  Pulso final

8 seg.

15 seg.

8 seg.

15 seg.

Tiempo 8h

Tiempo 20h

Tiempo Sh

Tiempo 23h

En ambas casos se emplearon las siguientes condiciones:

Voltaje 200 V
Angulo 120°

Temperatura 14°C

* Tincién y visualizacién del DNA

Una vez finalizada la electroforesis, la visualizacion de los fragmentos de DNA

se realiza mediante la tincion del gel con bromuro de etidio, el cual se intercala entre

las hebras de DNA, y genera fluorescencia al ser expuesto a la luz ultravioleta.
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Procedimiento

» Trasladar el gel a una bandeja donde se han dispuesto con anterioridad 500 ml de TBE

0,5X y 50 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml).
* Incubar con agitacién suave durante 20 min.
» Lavar el gel con TBE 0,5X durante 30 min. En estas condiciones el gel puede guardarse

a 4°C durante varias semanas.

* Visualizar el gel mediante un transiluminador con luz ultravioleta (UVP, Cambridge,

Reino Unido) y fotografiar.

0.

*  Andlisis de los patrones de bandas

V' Andlisis

Los patrones de bandas obtenidos tras macrorestriccion genémica del DNA
cromosémico y generados mediante PFGE (pulsotipos; PTs), se analizaron con
ayuda del software Bio Image Whole Band Analyzer (Genomic Solutions Inc., Ann
Arbor, MI, USA), que permite calcular los pesos moleculares de las bandas de cada
canal del gel a partir de los marcadores de peso molecular colocados en los extremos
y en el medio del gel. Para la caracterizaciéon de las bandas, se utilizé una desviacién
tolerable de un 2% y un 5% para las zonas de alto y bajo peso molecular,
respectivamente. Asimismo, este software también permite comparar los patrones de
bandas en funcién de estos pesos moleculares. Para ello, se establece el grado de
divergencia existente entre cada dos PTs mediante el coeficiente de similitud de Dice

2a

Sn=
2a+b+c

Calculo del coeficiente de similitud de Dice, donde a es el nimero de bandas
comunes entre la cepa 1 y 2; b es el nimero de bandas presentes en la cepa 1 y
ausentes en la cepa 2; ¢ es el niimero de bandas presentes en la cepa 2 y ausentes en
la cepa 1.
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Cuando se comparan mds de dos patrones (especialmente un niimero importante)
se consigue una representacién grifica de todos los coeficientes de similitud
mediante una matriz de similitud. Asimismo, es posible obtener una estimacién del
grado de divergencia existente entre todos los patrones aplicando el algoritmo
matemadtico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) 235,236

que permite la construccién de un dendrograma.

v Interpretacion

La interpretaciéon de los diferentes PTs obtenidos se realiz6 segin las
recomendaciones propuestas por Tenover y cols. . Estos criterios estin enfocados
al andlisis de un nimero discreto de aislamientos, obtenidos a partir de estudios
epidemiolégicos de posibles brotes durante un periodo relativamente corto de tiempo
(1 a 3 meses). Es posible que, tal y como describen los autores, estos criterios
tuvieran que modificarse en aquellos estudios que comportaran un gran nimero de
aislamientos y se produjeran en periodos de tiempo superiores o iguales a un afio. No
obstante, se han considerado adecuados para el estudio de la epidemiologia de P.
aeruginosa procedente de diferentes nichos ecoldgicos y obtenida en largos periodos

de tiempo **?*. De tal forma, se aplicaron las siguientes pautas de interpretacion:

- Los aislamientos que presentaban PTs con igual mimero de fragmentos y del
mismo peso molecular, se han considerado indistinguibles.

- . Los aislamientos con PTs que diferian en menos de 3 bandas, debido 1 evento
genético, se han considerado relacionados.

- Los aislamientos con PTs que diferian entre 4 y 6 bandas, debido a 2 eventos
genéticos independientes, se consideraron posiblemente relacionados.

- Los aislamientos con PTs que diferian > 7 bandas, debido a 3 o mds eventos

genéticos independientes, se han considerado aislamientos diferentes.

En un principio y dado que no se trataba de un estudio de brotes, al comparar el

conjunto de los PTs obtenidos no se designé un patrén epidémico o principal y todos
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los PTs obtenidos se compararon entre si. La nomenclatura de los diferentes PTs
obtenidos se realizé siguiendo un orden temporal en funcién de la fecha de obtencion
de los diferentes aislamientos de P. aeruginosa. Los aislamientos con PTs que no
presentaban ninguna relacién con el resto de los PTs observados se designaron con
un nimero (p. €j. 1, 2, etc). Todos aquellos aislamientos con PTs relacionados se
consideraron subtipos de un mismo PT y se denominaron con letras (p. €j. la, 1b,
Ic,...del PT 1, etc). Para intentar dar cierta coherencia a la clasificacién de los
subtipos obtenidos en un determinado PT, se creyé conveniente escoger de entre
todos los perfiles el mds comiin, que, ademads, en la mayoria de las ocasiones era el
primer perfil obtenido. Posteriormente, se denominaban el resto de los subtipos
siguiendo, igualmente, un orden temporal en funcién de la obtencién de los
aislamientos de P. aeruginosa. Asi, por ejemplo, al designar los subtipos obtenidos
para el PT1, al perfil méds comiin y obtenido en primer lugar se le nombraba como 1a.
Al nuevo subtipo aparecido se le designaba con la siguiente letra (1b) y asi
sucesivamente. En este caso, por ejemplo, se consideraria que el PT 1 tendria 2

subtipos: lay 1b.

v Controles

Como ya se ha mencionado anteriormente, se utiliz6 como marcador de peso
molecular el DNA de concatdmeros de fago lambda (PFGE Marker I, Boehringer
Mannheim, Gmbh, Mannheim, Germany) situdndolo en los extremos y en el medio
del gel. Los marcadores de pesos proporcionan una orientacién acerca del tamafio de
los fragmentos obtenidos y son necesarios para evaluar pequefias diferencias que se

observan en los perfiles debidas a un tinico evento genético 2.

También se utilizé, en todos los geles, una cepa de P. aeruginosa (escogida del
total de aislamientos estudiados) como cepa de control interno y, de esta forma,
valorar las pequefias diferencias observadas en los diferentes perfiles, al comparar los
distintos geles entre si. Asimismo, se pretendia comprobar la reproducibilidad de

todo el proceso (lisis celular, lavados, digestion enzimdtica y condiciones
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electroforéticas).

0,
%

Soluciones para la electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Todas las soluciones y reactivos utilizados para el PFGE serdn de uso exclusivo

para dicha técnica y se manipulardn de la forma mads estéril posible.

¢ Tris-HCI 1M (pH 8)
Tris base [Sigma]

121,1 g
Agua destilada

hasta 1000 ml

. Disolver y ajustar a pH 8 con HCI. Autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.

¢ PET IV (10 mM Tris-HCI [pH7,6] - 1M NaCl).
Tris base |IM
NaCl [Sigma]

Agua destilada

10 ml
58.4 gr
hasta 1000 ml

Disolver y ajustar a pH 7,6 con HCl. Autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.

¢ Sar cosilato al 20% (SLS)
SLS [Sigma]
Agua destilada estéril

20g
hasta 100 ml

. Disolver. No autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.

¢ Pronasa (Protease E) 50 mg/ml
Pronasa [Sigma]

500 mg
Agua destilada estéril

10 ml

. Disolver y alicuotar. Conservar a -20°C menos de un aiio.
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¢ Tampén de lisis ESP (0,5 M EDTA [pH9-9.5] - 1% SLS- 1 mg/ml Pronasa)
EDTA [Sigma] 186 g
Agua destilada hasta 950 ml

. Disolver y ajustar a pH9-9,5 con NaOH 10 N. Autoclavar.

. Una vez atemperado el tampén, afiadir 50 ml de la solucién SLS al 20%. Conservar a
temperatura ambiente.

. En el momento de su uso afiadir, por cada 2 ml del tamp6n: 40 pl de Pronasa (50 mg/ml ).
¢ EDTA 0,1 M (pH8)

EDTA [Sigma]
Agua destilada

3,72 ¢g
hasta 100 ml

. Disolver y ajustar a pH 8 con NaOH 10 N. Autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.

¢ Tampén TE (10 mM Tris-HCI - 0,1 mM EDTA,; [pH 8])
Tris base 1M

10 ml
EDTA 0.1 M 1 ml
Agua destilada 899 ml

. Mezclar y autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.

¢ Albimina bovina sérica 20 mg/ml (BSA; bovine serum albumine)
BSA [Sigma] 200 mg
Agua destilada estéril 10 ml

. Disolver y alicuotar. Conservar a -20 °C menos de un afio.

¢ TBE 5X (IM Tris-HCI - 1 M Acido bérico - 2 mM EDTA, [pH7,5-8])
Tris base [Sigma]

12,1 g
Acido bérico [Sigma] 61,83
EDTA [Sigma] 0,745 ¢g
Agua destilada hasta 2000 ml

Disolver y ajustar a pH 7,5-8 con HCI. Autoclavar. Conservar a temperatura ambiente

La solucién TBE 0,5X se consigue diluyendo 100 ml TBE 5X en 1.000 ml de agua
destilada.



102 -Material y métodos-

2.5.2 Estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos

02
*%

Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa a los antimicrobianos son

complejos y, en general, la resistencia a las diferentes familias de antimicrobianos

puede deberse a la relacién o a la acciéon conjunta de varios mecanismos. De forma

resumida se podrian describir los siguientes mecanismos de resistencia:

Resistencia a los betalactdmicos

Hiperproduccién de betalactamasas cromosémicas del grupo I " 2, que

motivaria un elevado nivel de resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y al aztreonam.

Alteraciones de la permeabilidad de la membrana externa por disminucién o

133, 145

pérdida de porinas especificas , afectarian esencialmente al imipenem y en

menor medida al meropenem. La resistencia al imipenem, sin embargo, podria

producirse como consecuencia de la relacion entre la pérdida de la porina OprD

(D2) y la produccién de betalactamasas cromosémicas del grupo I !,

. - . , . .. I . ]
Resistencia intrinseca por activacién de las bombas de expulsién activa ' 1%

producirfa cierto nivel de resistencia cruzada a todos los betalactdmicos con
excepcién del imipenem.

Betalactamasas plasmidicas, que afectarfan principalmente a las carboxi y

ureidopenicilinas *!" 12,

Produccién de carbapenemasas "> !'%,

Resistencia a los aminoglucdsidos

1. Resistencia de naturaleza enzimdtica, provocada por la adquisicién de
enzimas plasmidicas capaces de inactivar los aminoglucésidos por acetilacién
(aminoacetiltransferasas o AAC), nucleotidilacién (nucleotidiltransferasa o

ANT) o fosforilacién (fosfotransferasa o APH) ?.
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2. Alteraciones de la permeabilidad de la membrana sola o asociada a algiin
mecanismo enzimético, que podrfan ocasionar la resistencia a todos los

aminoglucésidos 25157,

Resistencia a las quinolonas

1. Modificacién de la afinidad de la diana, especialmente asociada a mutaciones
en la DNA girasa y la topoisomerasa IV 2%,
2. Aumento en la expresi6n de los sistemas de expulsién activa '*5- 1%,

3. Alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa *’.

Para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos se seleccionaron, entre los
diferentes antibidticos disponibles en la rutina del laboratorio, diferentes antibiéticos
como ‘“‘indicadores” de algunos de los mecanismos de resistencia mencionados
anteriormente. De tal forma, se utiliz6 el aztreonam, como “indicador” del
mecanismo de resistencia debido a la betalactamasa cromosdémica; el imipenem,
como “indicador” de la resistencia debida a alteraciones de la permeabilidad de la
membrana; entre los aminoglicdsidos se estudiaron la gentamicina, la tobramicina y

la amikacina y finalmente, ciprofloxacina entre las quinolonas.

“* Determinacién de los patrones de sensibilidad

El estudio de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos se desarrollé en el

Laboratorio de Microbiologia (UDIAT, Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Sabadell).

La determinacién de los patrones de sensibilidad se llevé a cabo en la totalidad
de los aislamientos de P. aeruginosa. El estudio de sensibilidad se realizé por el
método de difusién en agar con disco '8 en agar Mueller-Hinton (14 cm; MAIM,
Barcelona) a partir de un inéculo inicial con una turbidez comparable a un estdndar
Mc Farland 0,5 (=1,5 x10® unidades formadoras de colonias (ufc)/ml), siguiendo los
criterios descritos por el NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory

Standards) '%. Tras la incubacién de Ias placas a 37°C se procedi6 a su lectura a las
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18 horas, midiendo y anotando los halos de inhibicién. Como cepa control se utilizd

la cepa de P. aeruginosa ATCC27853.

Los diferentes antimicrobianos estudiados con su correspondiente carga (Difco
Laboratories, Detroit MI, USA), asi como los valores propuestos por el NCCLS para

determinar la categoria de la sensibilidad 167 se detallan en la Tabla. 7.

Tabla 7. Antibidticos estudiados y medidas interpretativas estindar del didmetro de
inhibicién de acuerdo con el NCCLS '*’.

Agente antimicrobiano Resistente Intermedio Susceptible
(€mm) (rangomm) (2 mm)

Carbapenem

- Imipenem (10 ug) 13 14-15 16

Monobactdmicos

- Aztreonam (30 pg) 15 16-21 22

Aminoglicosidos

- Amikacina (30 pg) 14 15-16 17

- Gentamicina (10 pg) 12 13-14 15

- Tobramicina (10 pug) 12 13-14 15

Quinolonas

- Ciprofloxacina (5 pg) 15 16-20 21

En la definicion de los patrones de sensibilidad, las cepas de la categoria

intermedia se consideraron como resistentes.

En la comparacién de los patrones de sensibilidad de un cultivo, se tuvieron en
cuenta los problemas de reproducibilidad de la técnica de disco-difusién en P.
aeruginosa. Por ello, para considerar que dos aislamientos tenfan un patrén de
sensibilidad diferente se exigia una variacién "mayor”, esto es, de una categoria
sensible a una resistente o viceversa. Las variaciones "menores” de intermedia a

sensible o resistente o viceversa no se tuvieron en consideracion.
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2.6 Definiciones

2.6.1 Pulsotipo, subtipo y cepa

“*  Pulsotipo

Conjunto de aislamientos de P. aeruginosa que presentan un perfil de bandas

mediante PFGE que difiere de los demds en un minimo de 7 bandas.

“  Subtipo

Conjunto de aislamientos de P. aeruginosa que comparten un perfil de bandas

mediante PFGE con una diferencia méxima de 6 bandas.

D

* Cepa

Determinado pulsotipo en un enfermo concreto.

2.6.2 Colonizacién

Se ha definido como colonizacién, el aislamiento de P. aeruginosa a partir de las
muestras obtenidas de cualquier localizacién anatémica del paciente, siempre que no

exista infeccién. Dentro de este término se ha diferenciado entre:

¢ Colonizacion al inicio de la ventilacién mecdnica (VM), la colonizacién
detectada dentro de las primeras 24 horas del ingreso y la intubacién del paciente.
¢ Colonizacion adquirida durante el periodo de VM, la colonizacién detectada
transcurridas 24 horas de la intubacién del paciente y siempre que no se haya

detectado una colonizacién en el momento del ingreso e intubacién.
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. . ., .z . . . 36
¢ Presion de colonizacion, proporcién de pacientes colonizados o infectados ™.

2.6.3 Colonizacion primaria o por cepas propias del paciente

La colonizacién primaria o por cepas propias del paciente colonizado, se ha
definido como la colonizacién causada por aislamientos de P. aeruginosa que
mostraban PTs que no habian sido obtenidos previamente en otro paciente, en las

manos del personal sanitario o en otra localizacién ambiental estudiada en la UCL

2.6.4 Colonizacién_de origen exdgeno

Se ha definido la colonizacién de origen exdgeno, como la causada por
aislamientos de P. aeruginosa que mostraban PTs previamente identificados en otro
paciente, en las manos del personal sanitario o en otra localizacién ambiental

estudiada en la UCI.

2.6.5 Neumonia asociada a ventilacion mecanica

La neumonia asociada a ventilacién mecdnica se sospeché en todos aquellos
pacientes sometidos a ventilacion mecédnica (que no presentaban neumonia en el
momento de la intubacion) y de los que se conocian los siguientes criterios: fiebre
(T* >38,3°C), leucocitosis (>12.000 leucocitos/mm’) o leucopenia (<4.000
leucocitos/mm’), secreciones traqueales purulentas y la presencia de infiltrados

pulmonares nuevos y persistentes.

El diagnéstico de neumonia se confirmé por medio de un cultivo positivo para P.
aeruginosa obtenido mediante broncoscopia utilizando un catéter telescopado con

cepillo protegido con valores >10° ufc/ml, un cultivo positivo de lavado
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broncoalveolar con valores >10% ufc/ml, o mediante un cultivo cuantitativo de

aspirado endotraqueal con valores >10° ufc/ml.

2.6.6 Lugar inicial de colonizacién y secuencia de la colonizacién

*  Lugar inicial de colonizacion

Se ha definido como la primera localizacién anatémica en la que el PT implicado
en la colonizaci6n del tracto respiratorio inferior o en la neumonia se identificaba por

primera vez. La colonizacién simultidnea de varias localizaciones era posible.

% Secuencia de la colonizaciéon

La secuencia de la colonizacién por P. aeruginosa que causaba la colonizacion
del tracto respiratorio inferior (trdquea) o el desarrollo de neumonia se ha
determinado mediante la comparacién cronoldgica de los PTs obtenidos en el
estdmago, la faringe, las secreciones subgléticas, el tubo endotraqueal, la traquea y el

recto.

2.6.7 Cultivos policlonales

Para determinar la existencia de posibles cultivos policlonales se estudiaron hasta
4 aislamientos (con la misma o diferente morfologia colonial) por cultivo. Por tanto,
se ha considerado un cultivo como policlonal cuando tras el andlisis de dichos
aislamientos mediante la técnica de PFGE se demostraba la existencia de mas de un

PT diferente.
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2.7 Analisis estadistico

Para comparar las caracteristicas epidemiolégicas de los 72 pacientes incluidos
en el estudio asociadas a la colonizacién por cepas de P. aeruginosa adquiridas en la
UCI, se utiliz6 la prueba Chi-cuadrado de Pearson. En aquellos casos en los que no
se consideraba adecuado aplicar esta prueba (en funcién de los datos a analizar) se ha
utilizado la prueba exacta de Fisher. Cuando las variables eran continuas, se aplicé la
prueba paramétrica t-Student, y en el caso de considerarse necesario debido a la
asimetria de las variables, la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. De esta
forma se intentaba determinar si las distribuciones de estas variables diferfan
significativamente entre los pacientes colonizados con cepas adquiridas en la UCI y
el grupo de pacientes no colonizados por P. aeruginosa o colonizados por cepas

propias. Se han considerado significativos valores de P< 0,05.

Las variables que en el estudio univariable mostraron un valor de P< 0,1 se
incluyeron en un modelo de regresién logistica con el fin de determinar los factores
de riesgo independientes asociados a la posibilidad de colonizarse por cepas de P.
aeruginosa adquiridas en la UCL El modelo de regresién se construyé eliminando

variables paso a paso segtin el valor de la prueba de razén de verosimilitud.

Para determinar la existencia de una posible relacién entre la aparicién de
variantes en los diferentes PTs obtenidos con el tiempo de persistencia y la
frecuencia de aislamiento se aplicé el coeficiente de correlacién de Spearmann. Se

han considerado significativos valores de P< 0,05.

Todos los anilisis se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS 9 (SSPS for

Windows, release 9.0, SPSS Inc, Chicago, II).




3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1 Hipétesis

P. aeruginosa presenta una heterogeneidad genética importante tanto en el
reservorio ambiental de la UCI como en los pacientes colonizados, que se traslada a los
cultivos y que implica un replanteamiento de las técnicas tradicionales de estudio o de
tipificacién para poder establecer el origen y las rutas de transmisién de este

MICTOOrganismo.

3.2 Objetivos

Para abordar la hipétesis expuesta anteriormente, los objetivos planteados fueron los

siguientes:

1. Andlisis de la colonizacién ambiental causada por P. aeruginosa durante el periodo
de estudio mediante la realizacién de cultivos de los grifos de la Unidad, las

superficies adyacentes a los mismos, las manos del personal sanitario y otras

posibles fuentes de transmision.

2. Andlisis del origen de la colonizacién y/o la infeccion causada por P. aeruginosa en

los enfermos sometidos a ventilacién mecanica, valorando:

e EI origen endégeno o exdgeno de la colonizacién y/o la infeccién por P.
aeruginosa mediante cultivos periddicos del estémago, la faringe, las
secreciones subgléticas, la luz del tubo endotraqueal, la triquea y el recto, que

se correlacionarin con los resultados del estudio ambiental.

e Ja secuencia de colonizacién de las distintas localizaciones anatémicas

estudiadas.
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3. Determinar la existencia de cultivos policlonales de P. aeruginosa analizando su
implicacion en los estudios epidemiolégicos de la colonizacién y/o la infeccidn asi
como en la heterogeneidad de los fenotipos de sensibilidad a los antimicrobianos en

los cultivos de P. aeruginosa.



4 RESULTADOS







-Resultados- 115

4.1 Cultivos

4.1.1 Estudio ambiental de la UCI

% Cortes ambientales

Durante el periodo de estudio, comprendido entre los afios 1996 y 1999, se llevé
a cabo un estudio del ambiente de la UCI mediante cinco cortes realizados en las
siguientes fechas: 13/09/96; 17/04/97; 18/11/97; 23/02/98 y 24/11/98. Se obtuvieron

un total de 279 cultivos procedentes de las siguientes localizaciones:

e Manos del personal sanitario (n= 170).

* Superficies himedas (adyacentes a los grifos) de los boxes (n= 73) y de la cocina
(n=4).

* Superficie del control de enfermeria (n= 6).

e Grifo de la cocina (n= 5) y de uno de los boxes (sala A) (n= 1, solo durante el
primer corte ambiental).

e Teléfonos (n=5) y estetoscopios (n=15).

En la tabla 8 se detallan los diferentes microorganismos aislados. De los 279
cultivos realizados destacan entre los mds frecuentes: 225 cultivos positivos (80,7 %)
para estafilococos coagulasa negativa, 96 (34,4 %) fueron positivos para
Staphylococcus aureus, 60 (21,5 %) para Enterobacteriaceae, 58 (20,8 %) para
Corynebacterium spp, 49 (17,6 %) para Bacillus spp y 41 (14,7 %) para P.
aeruginosa. Entre las diferentes localizaciones estudiadas se observé que en los
cultivos obtenidos de las manos destacaban los estafilococos coagulasa negativa
(91,4 %) y S. aureus (41,2 %). Ambos microorganismos fueron asimismo aislados
con frecuencia en los estetoscopios y los teléfonos. En las superficies hiimedas los
microorganismos mds frecuentes fueron estafilococos coagulasa negativa (60 %),
Enterobacteriaceae (46,8 %) y P. aeruginosa (33,8 %). En 5 de los 6 cultivos

realizados en los grifos de la cocina y la sala A se obtuvo P. aeruginosa.
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Como ya se ha comentado anteriormente, 41 (14,7 %) de los 279 cultivos
realizados fueron positivos para P. aeruginosa. Las localizaciones colonizadas
fueron: las superficies hiimedas de los boxes, las manos del personal sanitario, el
grifo de la sala A (solamente estudiado en el primer corte ambiental) y el grifo y la
superficie de la cocina (tabla 9). Estudiando un méximo de 4 colonias por cada
cultivo positivo, el niimero total de aislamientos de P. aeruginosa que se sometieron

a analisis con los diferentes marcadores fue 160.

Tabla 9. Cultivos positivos para P. aeruginosa en los cortes ambientales.

Localizaciones estudiadas Cultivos Cultives positivos
realizados para P. aeruginosa (%)

Manos 170 10 (6)

Superficie habitacién 73 25 (34,3)

Estetoscopios 15 -

Superficie control enfermeria 6 -

Grifo cocina 5 4

Teléfonos 5 -

Superficie cocina 4 ‘ 1

Grifo sala A 1 1

Total 279 41 (14,7)

B

* Grifos de los boxes

Desde el momento en que un paciente ingresaba en la UCI y era intubado se
recogian cultivos del grifo de su box con una periodicidad de tres dias, hasta que
finalizaba su seguimiento. De los 149 cultivos realizados, un total de 96 (64,4 %)
fueron positivos. Entre los diferentes microorganismos aislados P. aeruginosa fue el
mds frecuente, obteniéndose en 93 de los 96 cultivos positivos. También colonizaron
esta localizacién, aunque con una frecuencia menor, Stenotrophomonas maltophilia

(24 cultivos) y Pseudomonas fluorescens (22 cultivos) (tabla 10).

Tomando, siempre que fue posible, 4 colonias por cultivo, el nimero total de
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aislamientos de P. aeruginosa disponibles para un posterior andlisis con los distintos

marcadores fue 348.

Tabla 10. Microorganismos aislados en los grifos de los boxes.

Microorganismos N° cultivos positivos (%)°
Pseudomonas aeruginosa 93 (62,4)
Stenotrophomonas maltophilia 24 (16,1)
Pseudomonas fluorescens 22 (14,8)
Escherichia coli 1(0,7)
Corynebacterium sp. 1(0,7)
Estafilococos coagulasa negativa 10,7)
Mycobacterium gordonae 1(0,7)
Pseudomonas stutzeri 1(0,7)

* El ndmero total de cultivos es superior a 96 debido a que en 26 cultivos se aislé mds de un
microorganismo.

4.1.2 Pacientes

Durante el periodo de estudio, 98 pacientes ingresados en la UCI del Hospital de
Sabadell fueron incluidos en el estudio. Veintiséis pacientes (26,5 %) fueron
excluidos posteriormente debido a que estuvieron sometidos a ventilacién mecdnica
durante un perfodo inferior a 72 horas (ver apartado criterios de inclusién, capitulo
material y métodos). Las causas de la menor duracién de la ventilacién mecdnica
fueron: la extubacién en 18 pacientes y el fallecimiento en 8 pacientes. De los 72
pacientes que permanecieron mds de 72 horas en ventilacién mecdnica, en 33
(45,8 %) no se documentaron cultivos positivos para P. aeruginosa. Por tanto, 39
pacientes (54,2 %) fueron colonizados por P. aeruginosa: 10 pacientes estaban
colonizados al inicio de la ventilacién mecénica (VM) y 29 pacientes se colonizaron
mientras estaban sometidos a VM (figura 4). Sin embargo, durante el seguimiento
efectuado a los pacientes se observé que, dos de los 10 pacientes colonizados al
inicio de la VM se colonizaron durante la misma por cepa(s) distinta(s). Por tanto, 31

pacientes mostraron colonizacién adquirida durante la VM.
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Se diagnosticé neumonia causada por P. aeruginosa en 8 (11,1 %) de los 72
pacientes incluidos en el estudio. En 7 pacientes el diagnéstico se realizé mediante
broncoscopia utilizando el catéter telescopado. Solamente en un caso, el diagnéstico

se realiz$ a partir del cultivo cuantitativo del aspirado endotraqueal.

<l

o . .

£ 98 pacientes ingresados

3 1

|5

g I

5 < 72h 26 pacientes

g l
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= 18 por extubacién

2 8 por fallecimiento
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o .

g > 72h 72 pacientes
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o]
colonizados por P. aeruginosa 39 pacientes

_ r_l___

=t L. s .. :

S al inicio de la ventilacién mecénica 10 pacientes *

N

5

S durante la ventilacién mecénica 29 pacientes
no colonizados por P. aeruginosa 33 pacientes

* Dos de los 10 pacientes se colonizaron, ademds, durante el periodo de VM por cepa(s) distinta(s).

Figura 4. Pacientes colonizados por P. aeruginosa.

En el estudio de seguimiento realizado en los 39 pacientes colonizados por P.
aeruginosa, se obtuvieron un total de 288 cultivos positivos. La frecuencia de los
cultivos positivos varié en funcién de las localizaciones estudiadas (figura 5). El
estomago fue la localizacion con mayor nimero de cultivos positivos (n= 71). La

faringe y las secreciones subgléticas presentaron valores algo menores pero similares
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(53 y 52 cultivos, respectivamente). Algo semejante se observé en el tubo
endotraqueal y la trdquea (39 y 44 cultivos, respectivamente). Del recto se
obtuvieron 22 cultivos positivos. Los 7 cultivos positivos obtenidos mediante el

cepillado bronquial pertenecen a los casos diagnosticados de NAV.

l n° de cultivos positivos M n° de aislamientos

Localizaciones
1

Cepillado bronquial
Recto

Tubo endotraqueal
Traquea
Subgléticas

Faringe

Estémago

0 50 100 150 200 250 300

Nimero

Figura 5. Cultivos y aislamientos de P. aeruginosa en las localizaciones anatémicas
estudiadas.

El nimero de aislamientos de P. aeruginosa procedentes de las distintas
localizaciones anatémicas estudiadas y que posteriormente se sometieron a

tipificacién fue 1.104.
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4.2 Tipificacién de P. aeruginosa mediante PFGE

4.2.1 Pulsotipos
“* Andlisis con el enzima de restriccion Xbal

El DNA cromosémico de cada uno de los 1.612 aislamientos de P. aeruginosa
(160 obtenidos en el estudio ambiental, 1104 en el estudio de seguimiento de los 39
pacientes y 348 de las muestras obtenidas de los grifos de los boxes de estos
pacientes) fue digerido con el enzima de restriccién de baja frecuencia de corte Xbal.
Este enzima de restriccién se consider6 adecuado para la caracterizacién de P.
aeruginosa, al generar un niimero relativamente pequefio de fragmentos (menos de
50) *. Dicho valor estarfa relacionado con el contenido en G+C de esta especie
(67,2 %) 183 y la presencia del tetranucle6tido CTAG en su secuencia diana de corte,
que es rara en el DNA de Pseudomonas asi como en la mayor parte de los genomas
bacterianos '*°. Este enzima ha sido utilizado en diversos estudios de tipificacién de
P. aeruginosa junto con otros enzimas de restriccién, como Spel o Dral, mostrando
todos ellos una capacidad discriminativa similar '°"2**2%!_ Cinco de los aislamientos

(0,3 %) no pudieron ser analizados debido a repetidas lisis de]l DNA cromosémico.

Tras la macrorestriccién del DNA cromosémico de P. aeruginosa y posterior
separacion electroforética en geles de agarosa mediante el sistema CHEF, los perfiles
generados presentaban de 12 a 19 fragmentos (la mayoria presentaban entre 15 y 18
fragmentos). Este mimero de fragmentos se correspondia con el rango de pesos
moleculares considerado para el estudio y comprendido entre 48,5 y 291 kilobases
(kb) (zona abarcada por los marcadores de peso molecular conocido). La
comparacion de los diferentes perfiles se realizé tolerando una desviacién del 2% en
los fragmentos de alto peso molecular (entre 485 y 145 kb) y una desviacién del 5%

en los de bajo peso molecular (entre 145 y 48 kb).
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Después de la comparacion dos a dos de los diferentes perfiles obtenidos del
estudio de la totalidad de los aislamientos, se calculd el grado de divergencia entre
todos los pares de pulsotipos (PTs) utilizando el coeficiente de similitud de Dice
(Sp). La agrupacién jerdrquica decreciente de los indices obtenidos se realizéd
mediante la aplicacién del método de agregacion UPGMA. La representacién grifica
de la similitud de los diferentes PTs se realiz6 mediante la construccién de un
dendrograma (dado el gran nimero de aislamientos analizados, Unicamente se
reflejan en el dendrograma los representantes de los diferentes perfiles obtenidos)

(figura 6).

Aplicando los criterios de interpretacién expuestos en el apartado 2.5.1 del
capitulo material y métodos, se incluyeron en el mismo pulsotipo todos aquellos |
aislamientos cuyos perfiles presentaban igual nimero de fragmentos y del mismo
tamariio (indistinguibles). De la misma forma, se denominaron como subtipos de un
pulsotipo aquellos aislamientos cuyos perfiles mostraban diferencias atribuibles a un
evento genético (de 1 a 3 bandas) o a dos eventos genéticos independientes (de 4 a 6
bandas). Por ultimo, los aislamientos que presentaban perfiles con mds de 7 bandas
de diferencia (3 o mas eventos genéticos independientes), se consideraron diferentes.
De tal forma, se obtuvieron un total de 34 perfiles o pulsotipos diferentes (figura 6).
A su vez, se detectaron 49 subtipos que se agruparon en 12 PTs (PTs 1, 6, 7, 11, 13,
17, 18, 22, 27, 29, 34 y 35).

«%

®  Anadlisis con el enzima de restriccion Dral

Con el propésito de confirmar o refutar las relaciones establecidas con el enzima
de restriccion Xbal, se procedié a un posterior andlisis con el enzima de restriccién
Dral. Se estudié un representante de aquellos aislamientos que ‘mostraban perfiles
considerados como pulsotipos diferentes, indistiguibles o subtipos de un determinado

pulsotipo.
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Figura 6. Dendrograma basado en la comparacién de los perfiles de macrorestriccién obtenidos con €l
enzima Xbal. La escala representa los coeficientes de similitud.
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Los perfiles generados presentaban de 11 a 21 fragmentos, aunque la mayoria
mostraban entre 18 y 20 fragmentos. Dicho valor se correspondia con el rango de
pesos moleculares considerado para el estudio y comprendido entre 48,5 y 339,5 kb
(zona abarcada por los marcadores de peso molecular conocido). La comparacién de
los diferentes perfiles se realizé tolerando los mismos porcentajes de desviacion a los
utilizados con el enzima Xbal. Asimismo, el cdlculo del grado de divergencia entre
todos los pares de pulsotipos y la metodologia que se empled para la agrupacién
jerdrquica de los indices obtenidos asi como para la construccién del dendrograma,

fue la misma que la empleada con el enzima Xbal.

Después de la aplicacién de los criterios de interpretacién mencionados
anteriormente, se observaron algunas diferencias respecto a los resultados obtenidos
con el enzima Xbal: i) se identificaron 35 PTs diferentes (figura 7). El PT1 que
agrupaba doce subtipos tras el andlisis con el enzima Xbal (con diferencias entre 1 y
6 bandas), se diferenciaba en dos PTs diferentes (diferencias entre 8 y 9 bandas) con
este segundo enzima. ii) El nimero de subtipos detectados fue algo menor (36
subtipos agrupados en 10 PTs). En algunos pulsotipos (PTs 1, 7, 22, 27, 34 y 35),
algunos de los subtipos que aparecian tras el analisis con Xbal (con diferencias de 1 a
2 bandas) no llegaron a diferenciarse con el enzima Dral (presentaban perfiles con el

mismo niimero y tamaiio de bandas).

Por tanto, los resultados expuestos a lo largo de este capitulo se referirdn al
andlisis combinado realizado con ambos enzimas de restriccién, tal y como queda
reflejado en la tabla 11. El nimero total de PTs obtenidos fue de 35. Asimismo, se
caracterizaron 49 subtipos que se agruparon en 13 PTs (tabla 12). Se utilizara el
pulsotipo (PT) como unidad de comparacién y solo se hard referencia a las diferentes

variantes (subtipos) aparecidas en los apartados 4.2.3 y 4.2.4 del presente capitulo.
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Figura 7. Dendrograma basado en la comparacién de los perfiles de macrorestriccién obtenidos con el

enzima Dral. La escala representa los coeficientes de similitud.
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Tabla 11. Resultados del anilisis combinado realizado con los enzimas Xbal y Dral ®.

Xbal Dral Pulsotipo final ' Xbal Dral Pulsotipo final
la 2a 2a 14 15 15
b la la - 15 16 16
lc b b 16a 17a 17a
1d lc lc 16b 17b 17b
le 1d 1d 172 18a 18a
1f le le 176 18b 18b
lg If If 18 19 19
1h lg g 19 20 20
li 2a 2b 20 21 21
lj 2b 2c 2la  22a 22a
1k lh lh 21b  22b 22b
11 2c 2d 2lc  22b 22¢
Im li li 21d  22a 22d
In lc 1j 2le 22 22e
lo 1j 1k 21f  22d 22f
2 3 3 2lg 22 22g
3 4 4 2th  22f 22h
4 5 5 22 23 23
Sa 6a 6a 23 24 24
5b 6b 6b 24 25 25
6a 7a Ta 25 26 26
6b  7b 7b 26a 27 27a
6¢c 7b Tc 26b 27 27b
6d Tc 7d 27 28 28
6e 7b Te 28a  29a 29a
6f 7d 7f 28b  29a 29b
7 8 8 28c  29b 29¢
8 9 9 29 30 30
9 10 10 30 31 31

10a 1la lla ‘ 31 32 32
10b 11b 1ib 32 33 33
11 12 12 332 34. 34a
122  13a 13a 33b 34 34b
12b  13b 13b 34a 35 35a
12¢  13c 13c 34b 35 35b
13 14 14

* El orden establecido en la tabla se corresponde con la fecha de obtencién de los distintos
aislamientos.
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Tabla 12. Subtipos caracterizados tras el andlisis con los enzimas Xbal y Dral.

Pulsotipos N’ subtipos
1 11
2
6
7
11
13
17
18
22
27
29
34
35

NN W00 NND WO S

En las figuras 8 y 9, se pueden observar dos ejemplos de los perfiles obtenidos
con los enzimas Xbal y Dral. En la figura 8 se reflejan los diferentes subtipos
obtenidos para el PT 22. En la figura 9 se puede observar un ejemplo de algunos de

los diferentes PTs obtenidos del estudio de la totalidad de los aislamientos.
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Figura 8. Perfiles de macrorestriccién utilizando los enzimas Xbal (parte superior) y Dral
(parte inferior) que reflejan los diferentes subtipos englobados en el PT 22. Los niimeros a la
izquierda indican los valores de los marcadores de peso molecular en kb.
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Figura 9. Perfiles de macrorestriccion utilizando los enzimas Xbal (parte superior) y Dral
(parte inferior) que reflejan diferentes PTs obtenidos tras el estudio de los aislamientos de P.
aeruginosa. Los nimeros a la izquierda indican los valores de los marcadores de peso
molecular en kb.
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4.2.2 Frecuencia y distribucion de los pulsotipos

% Cortes ambientales

Tras la tipificacion de los 160 aislamientos correspondientes a los 41 cultivos
positivos para P. aeruginosa, se identificaron un total de 15 pulsotipos diferentes. En
la tabla 13, se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los cultivos
realizados en los diferentes cortes ambientales. El pulsotipo més frecuente fue el PT
1, presente en 13 cultivos (31,7 %) (tabla 14). Otros pulsotipos aislados de forma
repetida fueron el PT 7 (7 cultivos), el PT 8 (6 cultivos), el PT 33 (4 cultivos) y los
PTs 12 y 13 (en 3 cultivos cada uno).

Tabla 13. Tipificacién mediante PFGE de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos en
los cortes ambientales.

Cortes  Localizacién Origen * PT ° Cortes Localizacién Origen® PT "
ambientales ambientales
13/09/96 Box 4 S 7 18/11/97 Box7 S 8
8 Box 9 S 15
Sala A G 1 7
Cocina G 1 Box 15 S 12
Personal M 9 Cocina G 1
17/04/97 Box1 S 8 Personal M 15
Box 3 S 1 Personal M [
Box 6 S 1 23/02/98 Box?2 S 20
Box 9 S 7 Box5 S 7
Box 11 S 2 13
Box 14 S 13 Box7 S 7
Box 15 S 12 Box 10 S 7
Box 16 S 1 Box 14 S 22
8 Cocina G 1
Cocina G 1 24/11/98 Box4 S 30
Cocina S 1 Box 7 S 31
Personal M 1 Box 11 S 32
Personal M 1 Box 13 S 2
Personal M 12 Box 16 S 1
18/11/97 Box?2 S 13 Personal M 33
7 Personal M 33
8 Personal M 33
Box 5 S 11 Personal M 33
Box 6 S 8

3 G: grifo; S: superficies; M: manos.
® La nomenclatura de los pulsotipos (PTs) es temporal respecto al total de los aislamientos del estudio.
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Tabla 14. Frecuencia de los pulsotipos obtenidos en los cinco cortes de prevalencia.

Pulsotipo n° cultivos (%) ° Pulsotipo n° cultivos (%) *

1 13 31,7 15 24,9
2 24,9 20 124
7 7(17,1) 22 12,4)
8 6 (14,6) 30 12.4)
9 124 31 12,4
11 1(2,4) 32 12,9
12 3(7,3) 33 4(9,8)
13 3(7,3)

? El ndmero de cultivos es superior a 41 debido a que en 5 cultivos se identificé mas de un pulsotipo.

Respecto a la distribucion de los diferentes pulsotipos, observamos que el PT1
aparecia en todas las localizaciones estudiadas (figura 10). Las superficies de las
habitaciones fueron colonizadas por una gran variedad de pulsotipos (n= 13), siendo
los més frecuentes los PTs 7 y 8. En las manos del personal sanitario de los cinco
pulsotipos obtenidos, los PTs 1 y 33 fueron los mas frecuentes. En dos ocasiones se
aislé el mismo pulsotipo en los cultivos procedentes de las manos y de las superficies
de las habitaciones (PTs 12 y 15). En la cocina, tanto en el grifo como en la
superficie adyacente, inicamente se obtuvo el PT 1. Asimismo, en el otro grifo
estudiado (correspondiente a la sala A) también el tinico pulsotipo encontrado fue el
PT 1.

L M Superficies [OGrifo ElManos

n° cultivos

14 1
124
104~

r 2 7 8 9 11 12 13 15 20 22 30 31 32 33
Pulsotipos

Figura 10. Distribucién de los PTs en funcién de las localizaciones colonizadas.
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o¥%

% Grifos de los boxes

Tras el andlisis de los 348 aislamientos procedentes de los 93 cultivos positivos
de P. aeruginosa, se identificaron 11 pulsotipos diferentes. Sélo un aislamiento no

pudo analizarse debido a repetidas lisis del DNA.

El perfil con mayor representacién fue el PT 2, colonizando el grifo de 10 de los
14 boxes con cultivos positivos de P. aeruginosa, lo que representaba el 74,2 % de
los cultivos (tabla 15). El siguiente pulsotipo en frecuencia fue el PT1, obtenido en
un 32,3 % de los cultivos (30/93) y presente en el grifo de 8 boxes de la UCL. El resto

de los pulsotipos aparecieron de una forma puntual.

Tabla 15. Frecuencia de la colonizacidn de P. aeruginosa en los grifos de los boxes.

PT Boxes * Cultivos )
1 2 3 4 5 7 8 10 11 12 13 14 16 A totales (%)
1 2 1 7 7 5 5 2 1 30(32,3)
2 1 2 12 15 1 11 3 5 12 7 69 (74,2)
5 1 1(L1)
14 1 1(1,1)
17 2 2(2,2)
22 1 1 (LD
23 1 1(1,1)
24 4 4(4.3)
25 1 1(1,1)
27 5 5(5,4)
28 4 44.3)

* El valor indicado en cada box representa el nimero de cultivos en donde se obtuvieron los diferentes

pulsotipos.
® El nimero total de cultivos es superior a 93 debido a que en 26 cultivos se obtuvieron dos PTs

diferentes.

En la tabla 16 se detalla la distribucién de los PTs obtenidos en los diferentes

cultivos de seguimiento realizados en los grifos.
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Tabla 16. Tipificacién mediante PFGE de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos de
los grifos de los boxes.

Box Fecha® PT" Box Fecha® PT" Box Fecha® PT®
1 22/03/96 1 4 _23/04/98 2 10 12/09/98 28
2 26/04/98 2 11 __18/04/97 2
2/05/96 1 30/04/98 1 15/06/98 1
2 2 2
2 _25/06/96 2 29/01/99 1 18/06/98 1
18/07/9¢ 2 2 2
3 12/04/96 1 2/02/99 ] 21/06/98 1
2 5 4/02/97 1 2
29/08/96 2 6/02/97 1 24/06/98 1
11/10/96____ 2 27/10/97 14 27/06/98 1
18/05/98 2 9/05/98 1 2
21/05/98 2 12/05/98 | 12 2/07/98 2
24 15/05/98 1 27
24/05/98 2 18/05/98 1 5/07/98 2
24 5/01/99 1 27
27/05/98 2 7 _26/09/96 1 6/11/98 2
25 ..24/04/98 1 9/11/98 2
30/05/98 2 27/04/98 1 12/11/98 2
5/01/99 2 e 2 16/11/98 27
24 30/04/98 1 20/11/98 2
8/01/99 2 3/05/98 | 27
11/01/99 2 8 30/01/98 2 23/11/98 2
24 17 27
14/01/99 2 2002198 2 5/01/99 2
4 22/04/96 2 5/02/98 2 8/01/99 2
10/05/96.___2 17 11/01/99__ 2
26/07/96 2 8/02/98 2 14/01/99 2
4/10/96 2 _14/02/98 2 20/01/99 2
9/01/98 1 _17/02/98 2 13 __6/04/98 2
2 20/02/98 2 15/04/98 2
13/01/98 1 29/02/98 2 3/11/98 2
2 8/12/98 2 6/11/98 2
8/04/98 2 11/12/98 2 9/11/98 2
23 14/12/98 2 12/11/98 2
11/04/98 1 10 _28/05/98 2 16/11/98 2
...................................... 2 31/05/98 2 14 23/02/98 22
14/04/98 1 3/06/98 2 16 __6/02/99 1
2 3/09/98 28 ' 9/02/99 1
17/04/98 2 _ 6/09/98 28 A 30/05/96 1
20/04/98 2 9/09/98 28 5

* Fecha de obtencion de los cultivos de P. aeruginosa desde el momento de la intubacién del paciente
hasta que finalizaba el seguimiento. En cada box, la linea de puntos separa los cultivos obtenidos
durante el ingreso de un determinado paciente y la lined -=-s-ss=- separa los diferentes ingresos.
® La nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total de Jos aislamientos del estudio
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* Pacientes

El estudio mediante PFGE de los 1.104 aislamientos obtenidos de las distintas
localizaciones anatémicas reveld un total de 22 pulsotipos diferentes. Sélo 4

aislamientos no se pudieron analizar debido a repetidas lisis del DNA cromosémico.

De los 22 pulsotipos obtenidos, los perfiles con mayor representacion fueron los
PTs 1 y 2 encontrdndose en 16 (41 %) y 20 (51,3 %) de los 39 pacientes estudiados,
respectivamente (tabla 17). En 5 de estos pacientes se produjo la presencia
simultinea de ambos PTs, asimismo en otros 9 pacientes se identificaron uno o
ambos PTs junto con otros PTs diferentes (tabla 18). Los PTs 6, 7, 17 y 22 se
hallaron en dos pacientes cada uno. El resto de los pulsotipos (n= 16) se identificaron

en pacientes individuales (tabla 17).

Tabla 17. Frecuencia de los PTs de P. aeruginosa aislados en los 39 pacientes colonizados.

PTs n°pacientes (%) " | PTs n° pacientes (%) *
1 16 (41) 17 2(5,1)
2 20(51,3) 18 12,6)
3 1(2,6) 19 1(2,6)
4 1(2,6) 21 1(2,6)
6 2(,1) 22 25,1
7 2(5,1) 25 1(2,6)
10 1(2,6) 26 1(2,6)
11 1(2,6) 8 1(2,6)
12 1(2,6) 29 1(2,6)
15 1(2,6) 34 1(2,6)
16 1(2,6) 35 1(2,6)

? El n° total de pacientes es superior a 39 debido a que en 16 pacientes se identificé mds de un PT.

En la tabla 18 se refleja la distribucién de los diferentes pulsotipos en cada uno
de los pacientes estudiados, detallando los resultados hallados en las distintas

localizaciones colonizadas.
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Tabla 18. Tipificacién mediante PFGE de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos en
los 39 pacientes colonizados.

Paciente Box Muestra® Dia® PT ¢

Paciente Box Muestra® Dia® PT

2 1 E 3 1
2
F 3 1
2
TET 3 1
T 3 1
4 3 E 6 1
2
CB 7 3
5 4 E 3 1
F 3 2
SG 3 2
R 3 4
6 1 E 2
A
2
7 4 E 3 2
8 A E 1 6
SG i 6
TET 1 6
T 1 6
CB 2 6
11 2 F 3 1
SG 3 1
T 3 1
13 2 E 3 i
F 3 1
SG 3 1
R 3 1
14 4 E 3 2
16 3 F 6 2
s 7 F 6 10
9 10
568G
9 10
R 9 10
21 4 SG 9 11
TET 9 11
T 9 11
22 3 E 3 2
F 3 2
SG 3 2

26 11 TET 9 12
T 9 12

31 5 E 11
T3 1

32 5 E 3 1
36 11 E 6 2
F 6 2

43 5 E 3 15
_6 15

9 15

12 1

PR — _—]5

15 1

15

18 1

15

F 9 15

1215

1515

18 15

SG 9 15

1215

15 15

18 15

TET 9 15

1215

_15 15

18 15

T 9 15

12 15

15 15

18 15

R 9 15

53 4 E 1 16
3 16

F 116

3 16

SG 1 16

3 16

TET _ 1 16

3 16

T _1 16

3 16

CB 3 16
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Tabla 18. (continuacion)

Paciente Box Muestra® Dia® PT ¢

55 8 E 5 17
_____ 2
18 17
2
21 17
F 18 17
21 17
sG g T
21 17
TET 21 17
T 2117
R 1 18
3 18
6 18
9 18
12 18
15 18
_____ 18 17
21 17
18
57 14 E 122
32
14 F i 22"
322
8 6 22
14 7SGTTTTITT)
8 6 22
14 TET 322
8 6 22
VR . T
8 6 22
14 R 119
B2
3 21
22
66 13 E 3 2
2 2
68 4 E 3 1
6 1
2
9 1
2
5 2

Paciente Box Muestra® Dia® PT ¢

68 4 R 5 2
69 7
TE
72 3
TET 6 25
925
12 25
2
T 3 25
6 25
_9 25
2 25
73 10 E 3 1
6 2
R 6 26
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Paciente Box Muestra® Dia® PT®

Paciente Box Muestra® Dia® PT*©

75 15 E

SG

TET

76 11 E

77 12 E

78 10 E

w
Q

TET

—

~
O
N
[

82 13 E 12 2
83 12 E 3 29
F 3 29
1

6 29
9 29
229

15 29

SG 6 29
9 29
1229

15 29
TET 6 29
9 29
1229

15 29
T 6 29
929
1229

15 29

CB 15 29
86 8 E 6 17
F 37
6 7
SGT 37 T
6 7

TET 6 7
T 6 7
CB 8 7
88 12 E 3 34
9 34

F 1 2
3 34

_6 34

9 34

SG 1 34
334

6 2

9 34

TET 134
3 34

6 34
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Tabla 18. (continuacion)

Paciente Box Muestra® Dia® PT ¢ Paciente Box Muestra® Dia® PT ©
88 12 T [ 34 9 5 TET 1 35
3 34 3 35

6 34 %2 4 E .30

9 a2 F 377

12 34 SG 3 7
8 3 E 3 2 TET T
6 2 3 7

9 2 T 3 7

F 9 2 CB 3 7

sG 3 2 R 37

_________ 6 2 94 16 E 3 6

9 2 1
TET 6 2 F o6

9 2 36
T 3 2 sG 1 6

6 2 36

90 5 E b 35 TET 3 6
3 35 T 3 6

N W £ CB3TTE

3 35 R 3 1

SG 135
3 35

* E: estémago; F: faringe; SG: secreciones subgldticas: TET: tubo endotraqueal; T: trdquea; CB:
secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado bronquial; R: recto.

® Dia de aislamiento de los cultivos de P. aeruginosa desde el momento de la intubacion del paciente
hasta que finalizaba el estudio. 1: cultivo obtenido en las primeras 24 horas tras ¢l ingreso, el resto
de las cultivos se realizaron cada 3 dias (3, 6...).

¢ La nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total de los aislamientos del estudio.

Cuando se analizaron las diferentes localizaciones anatémicas por separado se
observé que la distribucién de los diferentes pulsotipos no era uniforme. Se
apreciaron diferencias al comparar, especialmente, la frecuencia de obtencién del PT
1 y el PT 2 con el resto de los PTs obtenidos. De tal forma, en el estomago a pesar de
que el nimero de cultivos donde se obtuvieron el PT 1, el PT 2, y el resto de los PTs
fue similar (figura 11), cuando se contabilizaban todos los cultivos que mostraban el
PT 1 y/o el PT 2 frente al resto de PTs, se observaron diferencias. De este modo, de
los 71 cultivos obtenidos del estémago, mds de la mitad (n= 46) presentaban el PT 1
y/o el PT 2 mientras que el resto de los cultivos (n= 32) mostraban otros PTs

diferentes (7 de estos cultivos mostraban el PT | o el PT 2 junto con un PT
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diferente). En el resto de las localizaciones se observé una tendencia inversa, siendo
més numerosos los cultivos que mostraban PTs diferentes a los PTs 1 y 2. La
probabilidad de obtener cultivos con alguno de estos 2 PTs fue disminuyendo desde
el tracto respiratorio superior al inferior. Un comportamiento similar se observo en
los cultivos provenientes del tubo endotraqueal y el recto. En ninguno de los cultivos
procedentes de las secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado bronquial

se identificaron dichos PTs (figura 11),

[OPT1 mWPT2 BOuosPTs

n° cultivos

W7 e BB ¢ F E B £ B ..
o R0 ¢ BB OFE R OER
201"
10+
0 ' ] ' 5 ‘ E=p .

Estémago Faringe Subgléticas  Triquea Tubo Recto Cepillado

endotraqueal bronquial

Figura 11. Distribucién de los PTs 1 y 2 respecto al resto de PTs en las diferentes
focalizaciones anatémicas estudiadas.

4.2.3 Cronologia y frecuencia de aparicién de los pulsotipos

Durante el perfodo de estudio se observaron diferencias respecto a la frecuencia
de aparicién o persistencia de los diferentes pulsotipos. Asimismo, se advirtié la
aparicion de pequefias variaciones en los perfiles pertenecientes a determinados
pulsotipos. Dichas variantes manifestaban diferencias entre 1 y 6 bandas respecto al

perfil inicial.
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En la figura 12 se muestra la cronologia de la aparicién de los diferentes
pulsotipos y subtipos que caracterizan a los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos
durante el periodo de estudio. A continuacion se detallan estos datos en cada uno de

los estudios realizados.

“* Cortes ambientales

De los 15 pulsotipos identificados, el PT 1 fue el tnico pulsotipo obtenido en
todos los cortes ambientales realizados. Otros pulsotipos (PTs 7, 8 y 13) se aislaron
de una forma repetida y secuencial en diferentes cortes ambientales. El PT 7 en 4 de
los 5 cortes ambientales realizados y los PTs 8 y 13 en tres cortes. El PT 2 se detectd
en dos de los cortes realizados aunque separados por un periodo de 19 meses. El

resto de los pulsotipos aparecieron de una forma puntual (figura 12).

Se observé la aparicién de variaciones en los perfiles de 4 de los 15 pulsotipos
obtenidos (PTs 1, 2, 7 y 13). Durante los 26 meses que englobaban los cinco cortes
realizados, el PT | mostré 7 variantes (o subtipos). La mayor parte de las variaciones
se detectaron a los 7 meses del inicio del estudio ambiental. Tres subtipos (la, 1c y
1g) se aislaron de forma persistente. E1 PT 7 mostré 5 subtipos que aparecieron de
forma secuencial en un periodo de 17 meses. En el PT 13 se detectaron 3 subtipos
(cada uno en un corte ambiental diferente) en un periodo de 10 meses. Por tltimo, en
los 19 meses que separaron los dos aislamientos del PT2 se apreci6 la aparicién de

dos subtipos (figura 12).

% Grifos de los boxes

De los 11 pulsotipos obtenidos, los PTs 1 y 2 colonizaron de forma persistente
los grifos durante todo el periodo de estudio. Dos pulsotipos (PTs 24 y 27) se
obtuvieron en dos ocasiones aunque separados por un periodo de 7 y 4 meses,

respectivamente. El resto de los pulsotipos (n= 7) aparecieron de forma puntual

(figura 12).
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En esta ocasién, los perfiles de 4 de los 11 PTs (PTs 1, 2, 17 y 27) obtenidos
mostraron variaciones. Con respecto al PT 1, aparecieron dos variantes (subtipos 1a
y 1c). La persistencia de los diferentes subtipos varié durante el periodo de estudio.
El subtipo 1a sélo se aislé durante el afio 1996 y posteriormente de una forma
puntual al final del estudio. El subtipo lc se obtuvo a partir del afio 1997. El PT 2
exhibié 4 subtipos (2a - 2d). Con respecto al subtipo 2a, se aislé durante todo el
estudio, apareciendo a partir del afio 1998 el subtipo 2b y coexistiendo ambos hasta
el final del estudio. Los dos subtipos restantes del PT 2 (2c y 2d) aparecieron
esporddicamente. El PT 17 mostr6 dos subtipos que aparecieron casi
simultdneamente (en un periodo de 3 dfas). No obstante, uno de los subtipos (17b) se
volvié a aislar 10 meses después. Por idltimo, el PT 27 presenté también dos

variantes en un perfodo de 4 meses (figura 12).

% Pacientes

De los 22 pulsotipos identificados, los PTs 1 y 2 persistieron durante todo el
periodo de estudio (35 meses) aislandose en 16 y 20 pacientes, respectivamente.
Otros tres pulsotipos (PTs 6, 7 y 22) se obtuvieron en 2 pacientes, cada uno. El PT 6
se identificé en un paciente a mediados del afio 1996 y posteriormente se detect6 en
otro paciente al final del estudio. El periodo de tiempo transcurrido entre los dos
aislamientos de los PTs 7 y 22 fue de dos y cuatro meses, respectivamente. El resto
de los pulsotipos se obtuvieron puntualmente (figura 13). El momento de aparicién y
la persistencia de los PTs 1 y 2 coincidia con lo observado en el estudio de los grifos

de los boxes (figura 12).

Se detect6 la aparicion de pequefias diferencias en los perfiles de 9 pulsotipos
(PTs 1, 2, 6, 7, 18, 22, 29, 34 y 35). El periodo de tiempo transcurrido entre la
aparicion de los diferentes subtipos fue diferente para cada uno de los PTs
mencionados. El PT 1 mostr6 7 variantes. El subtipo 1a se aislé durante el afio 1996
y después a partir del afio 1998 hasta el final del estudio. El subtipo lc se obtuvo a

partir del afio 1997. El resto de los subtipos aparecieron de forma esporidica a lo
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largo del estudio. El PT 2 mostré 3 subtipos, el subtipo 2a se aislé durante todo el
estudio, el subtipo 2b durante el afio 1998 y el subtipo 2d aparecié6 de forma
ocasional. El PT 22 presenté 8 subtipos, dos de ellos (22a y 22b) se obtuvieron en
dos ocasiones en un periodo de 4 meses. Los otros 6 subtipos (22c¢ - 22h) aparecieron
puntualmente (durante el estudio de uno de los 2 pacientes). Las 3 variantes
detectadas en el PT 29 aparecieron en un periodo de 15 dias, durante el estudio de un
paciente. Cinco pulsotipos (PTs 6, 7, 18, 34 y 35) mostraron dos subtipos, cada uno.
Los subtipos de los PTs 18, 34 y 35 (aislados cada uno en un paciente) aparecieron
en periodos que oscilaban entre 3 (PT 35), 9 (PT 34) y 21 dias (PT 18). Respecto a
los PTs 7 y 6 (obtenidos en 2 pacientes, cada uno), el periodo de tiempo transcurrido
entre la obtencion de los 2 subtipos fue de 2 y 32 meses, respectivamente (figura 12 y

13).

La aparicidn y persistencia de los subtipos 1ay 1c del PT 1 y de los subtipos 2a y
2b del PT2 coincidié practicamente con lo observado anteriormente en los grifos de
los boxes, con la excepcién del subtipo la. En los aislamientos de los pacientes
apareci6 durante casi todo el periodo de estudio (con excepcion del afio 1997) y, sin
embargo, en los grifos solo se aisl durante el afio 1996 y puntualmente al final del

estudio (figura 12).
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4.2.4 Variaciéon de los pulsotipos

En nuestro estudio, como se ha comentado anteriormente, se observé la aparicién

de pequeifias variaciones (subtipos) en varios de los PTs obtenidos (tabla 19).

Tabla 19. Variantes observadas en los PTs obtenidos en el estudio.

Pulsotipos N°subtipos ° | Pulsotipos N°subtipos*®
1 11 19 0
2 4 20 0
3 0 21 0
4 0 22 8
5 0 23 0
6 2 24 0
7 6 25 0
8 0 26 0
9 0 27 2
10 0 28 0
11 2 29 3
12 0 30 0
13 3 31 0
14 0 32 0
15 0 33 0
16 0 34 2
17 2 35 2
18 2

* El niimero de subtipos igual a 0 corresponde a aquellos PTs con un tnico perfil, sin variacién. El
ntimero de subtipos igual a 2 corresponde a aquellos PT's con dos variantes (p. €j. 1a y 1b). etc.

El hecho de que algunos pulsotipos presentaran mayor variacion que otros podria
deberse a varios factores. En primer lugar, el genoma de las bacterias es inestable
pudiéndose acumular variaciones con el tiempo. De acuerdo con ello, los pulsotipos
que persistian durante mayor periodo de tiempo tendrian mayor oportunidad para
divergir. Por otra parte, el niimero de veces en los que se aislaba un determinado
pulsotipo podria influir en la capacidad para detectar variaciones en el mismo.
Finalmente, determinados autores han sugerido que en una poblacién pueden existir

o . cargie 29
clones o linajes con una mayor o menor capacidad para divergir *.
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Los resultados obtenidos se analizaron con relacién a estas hipétesis de la

siguiente forma:

a. El grado de relacién que podia existir entre la variacién detectada en los distintos
PTs y el tiempo de persistencia de los mismos se analiz6 mediante el coeficiente
de correlacién de Spearman. En la figura 14 se representa el mimero de subtipos
(o variantes) aparecido en cada uno de los PTs obtenidos en el estudio en funcién
de su tiempo de persistencia. Los PTs que caracterizaban las cepas de P.
aeruginosa obtenidos de una forma puntual (PTs 3, 4, 5, 9, 14, 20, 23, 26, 30, 31,
32 y 33) no se consideraron en el andlisis. Respecto al resto de los PTs se calculé
el periodo de tiempo existente entre la primera y la dltima fecha de su obtencién.
Como nimero de subtipos igual a O se consider6 a todos aquellos PTs que

mostraban un dnico perfil sin variacién (PTs 8, 10, 12, 15, 16, 21, 24, 25 y 28).

El valor obtenido para dicho coeficiente (rs: 0,508; P: 0,016) estimé que la
relacién entre ambas variables era significativa (se considerd una correlacién
significativa al nivel 0,05). Ello podria indicar que el nimero de subtipos o

variantes detectado estaria relacionada de forma directa y creciente con el tiempo.

b. El andlisis de la influencia de la frecuencia de aislamiento de los distintos PTs
con la deteccion de una mayor variacién, se refleja en la figura 15. Se
contabilizaron el nimero de cultivos donde se aislaron los distintos PTs. Los
pulsotipos considerados fueron los mismos que los citados en el andlisis anterior.
De tal forma, no se incluyeron aquellos PTs obtenidos de forma puntual
Igualmente, todos aquellos PTs que mostraban perfiles sin variacién se
englobaron en la categoria nimero de subtipos igual a 0. Nueve PTs mostraron tal
caracteristica y se obtuvieron en un nimero de cultivos que oscilaba entre 2 y 25.
Siete PTs mostraron dos subtipos, aisldndose con una frecuencia similar a los
anteriores (entre 4 y 16 cultivos). Dos PTs, que mostraban 3 subtipos, fueron
obtenidos en 3 y 19 cultivos, respectivamente. Los 4 PTs restantes mostraron 4,
6, 8 y 11 variantes de sus perfiles, siendo obtenidos en 136, 22, 36 y 82 cultivos,

en cada caso. En esta ocasion, la aplicacion del coeficiente de correlacién de
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Spearman también estimé que la relacion entre las variables consideradas era
significativa (rs: 0,470; P: 0,027). Por lo tanto, la capacidad para detectar
variacién también podria estar relacionada de forma directa y creciente con la

mayor frecuencia de aislamiento de los pulsotipos.
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4.3 Colonizacion por P. aeruginosa

De los 72 pacientes incluidos en el estudio, 39 (54,2 %) fueron colonizados por
P. aeruginosa. En el mes de enero de 1999, la prevalencia de la colonizacién fue de
34,8 % de los pacientes con una densidad de colonizacién de 37,8 por 100 dias de
ventilacién mecénica. En estos pacientes se pudieron reconocer dos patrones
diferentes: (i) 23 pacientes (59 %) fueron colonizados por un tinico pulsotipo. En 10
de estos pacientes la colonizacion se produjo de forma puntual, observandose en uno
de estos 10 pacientes la aparicién de dos subtipos del PT identificado. En los otros 13
pacientes la colonizacién persistié de 2 a 12 dias. En 9 de estos pacientes se conservd
el pulsotipo, mientras que en 4 pacientes aparecieron varios subtipos en el PT
determinado. En uno de estos 4 pacientes los diferentes subtipos aparecieron
simultdneamente y en 3 a lo largo del tiempo. (ii) 16 pacientes (41 %) se colonizaron
por dos o més pulsotipos diferentes. Ocho pacientes fueron colonizados por dos o
tres PTs de forma puntual o con una persistencia maxima (de alguno de los PTs) de 9
dias. En los 8 pacientes restantes, la colonizacién se produjo por un PT persistente
(entre 6 y 21 dias) y uno o dos PTs transitorios diferentes. En 5 de estos 8 pacientes
se aprecié la aparicién de variantes de uno o varios de los pulsotipos conforme

transcurria la colonizacién (tabla 20).
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Tabla 20. Distribucién de los PT's tras el anilisis mediante PFGE de los aislamientos de P.
aeruginosa procedentes de los pacientes colonizados.

Paciente  N°total de Periodo de PT*® N°de Persistencia del
aislamientos * seguimiento (dias) ® aislamientos ° PT (dias) ©

2 16 5 la 14 1
2a 2 1

4 8 9 la 1 1
2a 3 1

3 4 1

5 16 6 la 4 1
2a 8 1

4 4 |

6 10 21 la 3 3
2a 7 9

1 4 3 2a 4 1
8 17 3 6a 17 2
11 9 3 1b 9 1
13 16 4 b 16 1
14 4 6 2a 4 1
16 4 11 2a 4 1
18 14 12 10 14 3
21 12 11 1la 12 1
22 12 7 2a 12 1
26 8 15 12 8 1
31 12 5 I¢c 8* 3
32 8 9 Ic 8 3
36 8 i 2a 8 1
43 92 19 Ic 6 6
15 86 15

53 39 4 16 39 3
55 68 21 2b 3 3
17b 38 6
18a 18 21

18b 9 9

57 52 8 22a 9 6
22b 36 6

19 2 1

21 5 3

66 8 15 2a 8 9
68 28 19 la 10 15
ih 1 1

2a 6 9

2b 3 1

2d 8 3

69 64 17 2a 64 9
71 16 11 Ic 13 6
li 3 1

72 61 14 2b 2 9
25 59 9
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Tabla 20. (continuacidn)

Paciente  N°total de Periodo de PT°® N°de Persistencia del
aislamientos * seguimiento (dias) b aislamientos ¢ PT (dias) *

73 12 9 la 4 1

2b 4 1

_ 26 4 1
75 85 16 22a 62 12
22b 2 3
22¢ 7 12

22d 3 3

22e 1 1

22f 1 1

22g 8 6

22h 1 1

76 8 16 Ic 2 i
2a 6 3

77 21 9 la 6 3
I 4 1

2a 3 1

2b 8 1

78 37 15 28 37 6
82 4 16 2a 3 1
2b 1 1

83 74 21 la 2 1
29a 67 12

29b 4 1

29¢ 1 1

86 32 9 7t 28 6
17b 4 1

88 73 21 2a 12 9
34a 60 12

34b 1 1

89 44 9 2a 44 6
90 40 6 35a 34 3
35b 6 3

92 32 8 7d 1 1
7f 31 3

94 36 5 la 1 1
1k 4 1

6b 31 3

* n° total de aislamientos teniendo en cuenta que se estudian un mdximo 4 colonias por cada cultivo
positivo de las diferentes localizaciones estudiadas.

® Periodo comprendido desde el ingreso y la intubacién del paciente hasta el fin del estudio.

¢ Los PTs tipo se han designado con un nimero y sus variantes (subtipos) se han designado con letras.

4 N° de aislamientos caracterizados por un determinado PT o subtipo.

¢ Intervalo de tiempo entre la primera y la tltima fecha de aislamiento del PT determinado.

* En el paciente 31, 4 de los aislamientos no pudieron analizarse debido a repetidas lisis del DNA.
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