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4.3.1 Colonizacion al inicio de la ventilacién mecanica

En 10 de los 39 pacientes colonizados por P. aeruginosa se demostr6
colonizacién al inicio de la ventilacién mecdnica. Durante el seguimiento de estos
pacientes se comprobd que dos pacientes se colonizaron por aislamientos que
presentaban pulsotipo(s) distinto(s) al inicial durante el periodo de ventilacién. Con
relacion a las localizaciones colonizadas, el estémago, la faringe y las secreciones
subgléticas se encontraban colonizadas en 6 de los 10 pacientes, el tubo endotraqueal
y la trdquea en 5 pacientes y el recto en 2 pacientes. En total se obtuvieron 13 cepas
que se distribuyeron en 11 PTs, ya que en dos pares de pacientes alguna de las cepas

identificadas presentaban el mismo PT (tabla 21).

En relacién con el origen de la colonizacién (de acuerdo con las definiciones
expuestas en el apartado 2.6, del capitulo de material y métodos), 7 de las cepas se
consideraron propias del paciente colonizado (6 pacientes). Las 6 cepas restantes
mostraron un origen exégeno: en 3 pacientes los PTs identificados coincidian con los
obtenidos en el grifo de los boxes donde permanecian ingresados, mientras que en los
otros 3 pacientes eran similares a los encontrados previamente en las superficies y/o
manos del personal sanitario y/o otros pacientes y/o grifos de otros boxes de la
unidad. Dos pacientes fueron colonizados simultdneamente por cepas propias y de

origen exdgeno (tabla 21).
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Tabla 21. Dia del primer aislamiento y origen de P. aeruginosa en los pacientes colonizados

al inicio de la VM.
Paciente PT° Grifo® Localizaciones colonizadas®  Origen '
E F SGTET T CB R
g 1 (1
5 e8]
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31 1 (VI E)) E
53 1 ¢))
2 1)
16 O O 1) D ) ) P
55 18 €)) P
57° 22 m @ @ 3 3 3 (3) E
19 €8} P
21 ) P
75° 22 . M) @) 3 E
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34 3 G O GO @ P
90° 1 )
35 D @ M @) d) P
92 ® 1 (N
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94 1 (1)
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* Pacientes con colonizacién del tracto respiratorio inferior.
® Pacientes con diagnéstico de NAV.
¢ PTs obtenidos en los grifos de los boxes y en las localizaciones anatémicas

nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total de los aislamientos del estudio.
9 Dia del primer aislamiento de los PTs obtenidos en el grifo del box (PTs 1, 2, 5y 22).

estudiadas. La

¢ Dia del primer aislamiento de los PTs obtenidos en las localizaciones estudiadas: E: estémago; F:
faringe; SG: secreciones subgléticas; TET: tubo endotraqueal; T: trdquea; CB: secreciones
respiratorias obtenidas mediante cepillado bronquial; R: recto.

TE: exdgena (PTs coincidentes con los encontrados en los grifos y/o superficies y/o manos y/o otros
pacientes (PTs 1, 2, 6, 7 y 22)); P: propia del paciente (PTs 6, 16, 18, 19, 21, 34 y 35).

En negrita, los dos pacientes (55 y 94) que se colonizaron con cepa(s) diferente(s) durante su

estancia en la UCI.
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4.3.2 Colonizacion adquirida durante la ventilaciéon mecanica

Un total de 31 pacientes (79,5 %; 31/39) se colonizaron por P. aeruginosa
durante el periodo de VM. Veintidés pacientes presentaban miiltiples localizaciones
colonizadas y en muchas ocasiones de forma simultdnea. Por otra parte, 9 pacientes
mostraron una tnica localizacién colonizada (8 pacientes presentaban colonizacién

gastrica y uno de la faringe).

<

v Frecuencia de colonizacion

Se observaron diferencias respecto a la frecuencia de colonizacién de las
diferentes localizaciones anatémicas estudiadas. Tal y como se refleja en la figura
16, el estémago se colonizé en 26 de los 31 pacientes (84 %). La faringe y las
secreciones subgléticas se colonizaron con una frecuencia similar, en 17 (55 %) y 16
(51,6 %) pacientes, respectivamente. De la misma forma, aunque con valores algo
inferiores, se comportaron la trdquea y el tubo endotraqueal. Se colonizaron en 13
(42 %) y 11 (35,5 %) pacientes, respectivamente. Solamente en 9 ocasiones (29 %)

se aislé P. aeruginosa del recto.

%
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Estérmago Faringe  Subgldticas  Trdquea Tubo
endotraqueal

Figura 16. Frecuencia de la colonizacién por P. aeruginosa.
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Otro aspecto analizado fue el periodo de tiempo que transcurria hasta la
obtencién del primer aislamiento de P. aeruginosa en cada una de las localizaciones
estudiadas. Tal y como se refleja en la tabla 22, la localizacién que se colonizé en
primer lugar fue el estomago. Posteriormente se colonizaban la faringe, las
secreciones subgléticas y la traquea (estas dos Gltimas casi en el mismo periodo). El
tubo endotraqueal junto con el recto fueron las localizaciones que tardaron mds

tiempo en ser colonizadas.

Tabla 22. Promedio de dfas transcurridos hasta la colonizacién de las localizaciones
estudiadas.

Localizaciones Promedio de dias transcurridos
Estémago 4,6 + 3,7 (intervalo: 3 a 15 dias)
Faringe 5,5 £ 4,4 (intervalo: 3 a 18 dias)
Secreciones subgldticas 6,2 + 4,5 (intervalo: 3 a 18 dfas)
Traquea 6,8 + 4,6 (intervalo: 3 a 21 dfas)
Tubo endotraqueal 7,7+ 4.9 (intervalo: 3 a 21 dias)
Recto 8,0 + 5,4 (intervalo: 3 a 18 dias)

Una vez realizado el andlisis mediante PFGE en los 31 pacientes colonizados se
observé que, 18 pacientes fueron colonizados por un unico pulsotipo, por
consiguiente, 13 pacientes fueron colonizados por mds de un pulsotipo. Respecto a la
variabilidad genotipica del total de cepas aisladas (n= 47), se identificaron 14 PTs
diferentes como consecuencia de que varios pacientes estaban colonizados por cepas
que mostraban el mismo PT. No obstante, dicha variabilidad genotipica fue distinta
en las diferentes localizaciones. De tal forma, en la tabla 23 puede observarse como
las 35 cepas aisladas del estdmago se distribuian en 7 pulsotipos diferentes, mientras
que las 13 cepas aisladas de la trdquea y las 9 del recto, lo hacian en 10 y 8

pulsotipos, respectivamente.
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Tabla 23. Nimero de cepas de P. aeruginosa aisladas en las localizaciones anatémicas
colonizadas.

Localizaciones N°de cepas  PTs diferentes
totales *
Estomago 35 7
Faringe 20 9
Secreciones subgldticas 17 10
Traquea 13 10
Tubo endotraqueal 12 10
Recto 9 8

* Nidmero total de cepas obtenidas en cada una de las localizaciones colonizadas.

.0 - . [
® Origen de la colonizacion

El origen de la colonizacién detectada en los 31 pacientes durante el periodo de
VM se determind tras el andlisis mediante PFGE y de acuerdo con las definiciones
expuestas en el apartado 2.6 del capitulo de material y métodos. A continuacién se

detallan los resultados obtenidos para cada una de las localizaciones colonizadas.

v Estémago

De las 35 cepas de P. aeruginosa aisladas, en 34 (6 PTs) se determind un origen
exdgeno (25 pacientes) mientras que una cepa (1 PT) se consideré como propia del
enfermo (1 paciente). Respecto a las cepas de origen exdgeno: alguno o todos los
PTs identificados en 19 pacientes, coincidian con los obtenidos en el grifo de los
boxes donde permanecian ingresados, mientras que en el resto de los pacientes (n= 6)
eran similares a los encontrados previamente en las superficies y/o manos del

personal sanitario y/o grifos de otros boxes de 1a unidad (tabla 24).
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v Faringe

Respecto a las 20 cepas obtenidas, 18 (7 PTs) presentaban un origen exégeno (16
pacientes) y 2 cepas (2 PTs) se consideraron propias del paciente colonizado (2
pacientes). Un paciente estaba colonizado simultidneamente por una cepa de origen
exdégeno y una cepa propia. Con referencia a las cepas de origen exégeno, alguno o
todos los PTs identificados en 11 pacientes, coincidian con los obtenidos en el grifo
de los boxes donde permanecian ingresados, mientras que en los 5 pacientes restantes
eran similares a los encontrados previamente en las superficies y/o manos del

personal sanitario y/o grifos de otros boxes de la unidad (tabla 24).

v Secreciones subgléticas

De las 17 cepas aisladas, 14 (7 PTs) presentaban un origen exégeno (13
pacientes) y 3 cepas (3 PTs) se consideraron propias del paciente colonizado (3
pacientes). Con referencia a las cepas de origen exdgeno, alguno o todos los PTs
identificados en 9 pacientes, coincidian con los obtenidos en el grifo del box donde
permanecian ingresados, mientras que en los 4 pacientes restantes eran similares a
los encontrados previamente en las superficies y/o manos del personal sanitario y/o

grifos de otros boxes de la unidad (tabla 24).

v Trdquea

De las 13 cepas de P. aeruginosa identificadas en la traquea, 10 (7 PTs)
presentaban un origen exdégeno (10 pacientes) y 3 cepas (3 PTs) se consideraron
propias del paciente colonizado (3 pacientes). Con referencia a las cepas de origen
exégeno, los PTs identificados en 6 pacientes, coincidian con los obtenidos en el
grifo del box donde permanecian ingresados, mientras que en los 4 pacientes
restantes eran similares a los encontrados previamente en las superficies y/o manos

del personal sanitario y/o grifos de otros boxes de la unidad (tabla 24).
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v Tubo endotraqueal

Con referencia a las 12 cepas aisladas, 9 (7 PTs) presentaban un origen exégeno
(8 pacientes) y 3 cepas (3 PTs) se consideraron propias del paciente colonizado (3
pacientes). Con referencia a las cepas de origen exdgeno, los PTs identificados en 6
pacientes, coincidian con los obtenidos en el grifo del box donde permanecian
ingresados, mientras que los 2 pacientes restantes eran similares a los encontrados
previamente en las superficies y/o manos del personal sanitario y/o grifos de otros

boxes de la unidad (tabla 24).

v Recto

Respecto a las 9 cepas aisladas, 6 (7 PTs) presentaban un origen exdgeno (6
pacientes) y 3 cepas (3 PTs) se consideraron propias del paciente colonizado (3
pacientes). Con referencia a las cepas de origen exdgeno, los PTs identificados en 4
pacientes, coincidian con los obtenidos en el grifo del box donde permanecian
ingresados, mientras que en los 2 pacieﬁtes restantes eran similares a los encontrados
previamente en las superficies y/o manos del personal sanitario y/o grifos de otros

boxes de la unidad (tabla 24).
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Tabla 24. Secuencia, dia del primer aislamiento y origen de las cepas de P. aeruginosa en
los pacientes colonizados durante la ventilacién mecénica.

Paciente PT°® Grifo ¢ Localizaciones colonizadas * Origen '
E F SGTET T CB R
2* 1 @O 3 3 3 E
2 1) 3 3 E
4° 1 1 (®) E
2 (1) (6 E
3 N P
5 1 (3) E
2 3) 3) 3 E
4 (3) P
6 1 6) (15) E
2 (12) E
7 2 3 () E
11° ] 3) (3) (3) E
2 ()
13 1 3 3 3 3) E
2 (1
14 2 M @B E
16 2 (1 (6) E
18 1 (1)
10 6) (6) 9) P
21° 2 M
11 9 © (9 P
22 2 M 3 3 3 E
26" 12 9 (9) P
32 1 (3) E
36 2 (3) (6) (6) E
43 1 9) E
14 ()
15 3 ©® G O O 9 E
55° 2 (1) @15 E
17 (1) (15 @18) (18) 21) (21 (18 E
66 2 3) () E
68 1 O ENE) E
2 @G o (15) E
23 (1) ‘
69° 1 )
2 (3) _(6) (6) (9 (12) (6) E
71 1 1y 3 (3) E
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Tabla 24. (continuacién)

Paciente PT° Grifo* Localizaciones colonizadas * Origen
E F SGTET T CB R
72* 2 3 (12) E
24 3)
25 9 3 © 3 © & E
73 1 3) E
2 n ® E
26 6) P
76 1 (nH  (12) E
2 O E
77 1 ® 3 3 (6) E
2 () © 3 E
27 (D
78 28 O B _©® O O O (6) E
82 2 1 12 E
83 1 3) E
2 (D
27 C))
29 3)_B) () 6 (6 (17 p
86 2 (D)
7 G & ©® ©O 6 E
17 6) E
89* 2 h G O 3 o 6 E
24 (1)
94 1 M 3 (3) E

? Pacientes con colonizacidn del tracto respiratorio inferior.

® Pacientes con diagnéstico de NAV.

¢ Pulsotipos (PTs) obtenidos en los cultivos procedentes de los grifos de los boxes y de las
localizaciones anatémicas estudiadas. La nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total de
los aislamientos del estudio.

¢ Dia del primer aislamiento de los PTs obtenidos de los grifos en cada box (PTs 1, 2, 14, 17, 22, 23,
24, 25,27y 28).

° Dia del primer aislamiento de los PTs obtenidos en las diferentes localizaciones estudiadas: E:
estémago; F: faringe; SG: secreciones subgléticas; TET: tubo endotraqueal; T: tridquea; CB:

secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado bronquial; R: recto.

f Origen de la cepa de P. aeruginosa aislada en los pacientes, E: exégena (PTs coincidentes con los
encontrados en los grifos y/o superficies y/o manos (PTs 1, 2, 7, 15, 17, 25 y 28); P: propia del

paciente (PTs 3, 4, 10, 11, 12,26 y 29).
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En resumen, en todas las localizaciones estudiadas la mayoria de las cepas
aisladas mostraban un origen exégeno (tabla 25). No obstante, fue en el estémago
donde se observé de forma méas patente la influencia del ambiente en su
colonizacién, ya que el 97 % de las cepas aisladas eran de origen exégeno. En el
resto de las localizaciones se observé el mismo comportamiento aunque los

porcentajes fueron algo menores.

Tabla 25. Resumen del origen de las cepas de P. aeruginosa

Localizaciones N? total de cepas Origen

Exégenc (%) Propia del paciente (%)

Estémago 35 34 (97) 1(3)
Faringe 20 18 (90) 2(10)
Subgléticas 17 14 (82,4) 3(17,6)
Traquea 13 10 (77) 3(23)
Tubo endotraqueal 12 9(75) 3(25)
Recto 9 6 (67) 3(33)

Finalmente, los resultados globales referidos al origen de la colonizacién en los
39 pacientes colonizados por P. aeruginosa, se reflejarian en la figura 17. En los 10
pacientes colonizados al inicio de la VM, el 54 % de las cepas aisladas fueron
consideradas como propias de los enfermos y el 46 % procederian del ambiente de la
UCI Respecto a los pacientes cuya colonizacién se detecté durante la ventilacion
mecanica, el 85 % de las cepas obtenidas poseian un origen exdgeno y el resto de las

cepas (15 %) fue considerado como propias de los pacientes colonizados.
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o

* Colonizacion del tracto respiratorio inferior durante Ila
ventilacion mecdnica ‘

En nuestro estudio, de los 31 pacientes en los que se detecté colonizacidn durante
la VM, 13 presentaron colonizacién del tracto respiratorio inferior (trdquea) por P.
aeruginosa (tabla 24, pdg. 163). La ruta de colonizacidn de la traquea se determiné
basdndose en la cronologia de la obtencién de los diferentes pulsotipos en las
muestras clinicas estudiadas. En tres pacientes se demostré una colonizacién gastrica
previa. En 2 pacientes se produjo colonizacién previa de las vias respiratorias altas
(faringe y/o secreciones subgldticas). En ningiin caso se demostré colonizacion rectal

previa a la colonizacion respiratoria.

En el resto de los pacientes no se pudo establecer de forma clara el lugar inicial

de la colonizacién dado que:

e En 5 pacientes se produjo colonizacién gastrica simultinecamente a la
colonizacién de las vias respiratorias altas.

e En dos pacientes se encontré colonizacién simultdnea de las vias respiratorias
altas y la trdquea.

¢ En un paciente se produjo colonizacién simultdnea del tubo endotraqueal y de la

traquea.

4.3.3 Pacientes con diagnostico de NAV

Ocho (11,1 %) de los 72 pacientes incluidos en el estudio desarrollaron neumonia
asociada a ventilacién mecdnica (NAV) por P. aeruginosa. El diagndstico de la
neumonia se efectué como media a los 6,9 * 4,45 dias (mediana: 5,5; intervalo: 2 a
17 dias) desde el momento de la instauracién de la ventilacién mecdnica. Sélo un

paciente presenté neumonia antes de los 5 dias de VM.
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En todos los pacientes se identificé una dnica cepa como causante de la NAV. No
obstante, se identificaron un total de 6 PTs dado que, en dos pares de pacientes la
cepa causante de la infeccién pertenecia al mismo PT (figura 19). Cinco pacientes
presentaban, ademds, una o mas localizaciones colonizadas por uno o mds pulsotipos

diferentes al causante de la infeccién (tabla 21, pag. 157; tabla 24, pig. 163).

Con respecto al origen de las cepas de P. aeruginosa causantes de neumonia
(segun las definiciones del apartado 2.6, del capitulo de material y métodos), en 4
ocasiones la cepa se considerd como propia del enfermo. En el resto de los casos las
cepas mostraban un origen exdgeno: en un paciente el PT identificado coincidia con
el encontrado en el grifo de su propio box mientras que en los otros 3 pacientes eran
similares a los encontrados previamente en las superficies (n= 2) y en otro paciente

(n=1) (tabla 21, pag. 157; tabla 24, pag. 163; figura 19).

Siete de los 8 pacientes con NAV presentaban colonizacién del tracto respiratorio
superior e inferior (trdquea) por la cepa causante de la infeccion con anterioridad al
diagnodstico de neumonia. El promedio de dias que transcurrieron desde el primer
aislamiento de P. aeruginosa en la trdquea hasta el diagnéstico de la NAV fue de 3,6
t 3,4 dias (intervalo: 1 a 11 dias) (figura 20). Asimismo, se demostré colonizacién
del estomago previa al diagndstico en 6 pacientes y del recto en un paciente. Uno de
los 8 pacientes tinicamente mostraba colonizacién gastrica previa al diagnéstico de
NAV, pero por una cepa distinta a la causante de la infeccién (tabla 21, pag. 157;
tabla 24, pag. 163). Con referencia a la ruta de adquisicién de la cepa causante de la
infeccidn, las vias respiratorias altas (faringe y/o secreciones subgléticas) fueron el
lugar inicial de colonizacién en 2 de los 8 pacientes con NAV. En otros 4 pacientes
se detect6 también colonizacién géastrica simultdnea y, ademds, 3 de estos 4 pacientes
presentaban colonizacién compartida de la triquea. En un paciente el tubo
endotraqueal fue el primer lugar colonizado y el resto de las localizaciones se
colonizaron posteriormente. En el paciente restante, la cepa causante de la infeccion
se detectd dnicamente en las secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado
bronquial (tabla 21, pag. 157; tabla 24, pig. 163). Por tanto, en ningtin caso el

estémago y el recto fueron el primer lugar colonizado.
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4.3.4 Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes incluidos en
el estudio

En la tabla 26 se refleja los resultados obtenidos al comparar los 72 pacientes en
funcidén de si mostraban colonizacién exdgena por cepas de P. aeruginosa o no. Los
2 grupos comparados constaban de 33 pacientes colonizados por cepas de P.
aeruginosa exdgenas y 39 pacientes colonizados por cepas propias o no colonizados
por P. aeruginosa. No se observaron diferencias entre ambos grupos de pacientes
con relacién a las caracteristicas: edad, el valor del pH gastrico, coma, schock,
politraumatismo, EPOC, EAP, cirugia, hepatopatia, inmunodepresién, nutricién
parenteral, neoplasia, diabetes, profilaxis con ranitidina y profilaxis con sucralfato.
Se apreciaron diferencias de distribucion en los dos grupos para las variables Apache
IT al ingreso, SDRA y dieta enteral, aunque sin Ilegar a ser significativas desde un

punto de vista estadistico (tabla 26).

Se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de pacientes
considerados respecto a las variables: duracién de la estancia en la UCI y el
tratamiento con cefalosporinas de tercera generacién (cefotaxima y ceftriaxona)
(tabla 26). Se entiende por estancia en la UCI, la duracién total del ingreso del
paciente hasta el exitus o el traslado y no el tiempo previo a la colonizacién. En la
figura 21 se muestra una curva de supervivencia en la que se relaciona la

colonizacién ex6gena con el tiempo de exposicion a riesgo.

100
90 A
80
70 -
60 -
50
40 4
30 +
20 - )
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Figura 21. Relaci6n entre la colonizacién exdgena y el tiempo de exposicion a riesgo.
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Tabla 26. Caracteristicas epidemioldgicas de los 72 pacientes incluidos en el estudio.

Variables P. aeruginosa propia  P. aeruginosa Valor P °
o no-colonizacién exdgena
(n=39) (n=33)

Edad* 65,74 (18,33) 65,73 (15,87) 0,99
Apache II* 18,74 (7,47) 22,03 (7,73) 0,07
Duracion estancia en UCI ® 14,92 (16,07) 22,56 (17,67) 0,006
pH gdstrico® 5,72 (1,08) 5,95 (0,92) 0,34
Coma® 17 (43,6) 14 (42,4) 0,92
Shock ® 17 (43,6) 10 (30,3) 0,25
Politraumatismo ® 2.1 13,0 1,00
EPOC® 14 (35,9) 12 (36,4) 0,97
SDRA® 2(5,b 7(21,2) 0,07
EAP® 4(10,3) 3(9,1) 1,00
Cirugia® 7 (17,9) 6 (18,2) 0,98
Hepatopatia ° 2(5,1) 3(9,1) 0,66
Inmunodepresion ® 5(12,8) 5(15,2) 0,78
Nutricion parenteral ® 5(12,8) 4 (12,1) 0,93
Neoplasia ® 3(7,7) 3(9,1) 1,00
Diabetes® 7(17,9) 3(9,1) 0,28
Tratamiento con cefalosporinas 5(12.8) 11 (33,3) 0,04
de 3° generacion®

Dieta enteral ® 32 (82,1) 32 (97) 0,06
Ranitidina ° 12 (30,8) 11 (33,3) 0,82
Sucralfato® 33 (84.6) 29 (87,9) 0,69

? Los valores reflejados corresponden a la media y entre paréntesis se indica la desviacién estdndar.

® Los valores reflejados corresponden al niimero de individuos que presentan la caracteristica indicada

y entre paréntesis se indica el porcentaje.

€ El valor de P se obtuvo mediante las pruebas: t-Student, U-Mann Whitney, Chi-cuadrado de Pearson
y la prueba exacta de Fisher en los casos en los que se consideré adecuado, de acuerdo a las

caracteristicas de los datos a analizar.

En el modelo multivariable se incluyeron todas las variables de las que se
obtuvieron un valor de P< 0,1 en el estudio univariable y que se consideraron

clinicamente relevantes. Dos de ellas constituyeron factores de riesgo independientes

para la colonizacién por P. aeruginosa adquirida en la UCIL: el Apache II en el

ingreso y el padecer SDRA. No obstante, dada la inestabilidad del estudio

multivariable, estas asociaciones deben considerarse con precaucion.



-Resultados- 173

4.4 Cultivos policlonales

Con el propésito de determinar la posible existencia de cultivos policlonales (ver
definicion en el apartado 2.6, capitulo material y métodos), se estudiaron varias
colonias (hasta un mdaximo de 4 por cultivo) de cada cultivo positivo de P.
aeruginosa. En principio se escogieron colonias que exhibian diferente morfologia
en el medio de aislamiento. En caso de que no presentaran diferente apariencia

morfoldgica, la eleccién se realizaba al azar.

En los 403 cultivos considerados (con mas de dos colonias analizadas) se detecté
un total de 52 cultivos policlonales (13 %) y 351 cultivos (87 %), por tanto,
mostraban un tnico PT (tabla 27). De los 52 cultivos policlonales, el 61,5 % (32/52)
procedian del ambiente, encontrdndose especialmente en los grifos de los boxes.
Respecto a los 20 cultivos policlonales restantes, procedentes de los pacientes
colonizados, el 80% (16/20) de los mismos correspondia a los cultivos obtenidos del
tracto gastrointestinal (estébmago y recto). En los siguientes puntos de este apartado,
se detallan los resultados obtenidos en funcion de la procedencia de los cultivos

realizados.

*  Cultivos procedentes de los cortes ambientales

Cinco de los 41 cultivos positivos para P. aeruginosa (12,2 %) fueron
considerados como policlonales (tabla 27). Cuatro de los cinco cultivos mostraban
dos pulsotipos diferentes de P. aeruginosa y un cultivo presentd tres pulsotipos
distintos. Todos los cultivos procedian de las superficies adyacentes a los grifos de
los boxes. Los 36 cultivos restantes se consideraron monoclonales (mostraban un

s6lo pulsotipo).
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* Cultivos procedentes de los grifos

De los 88 cultivos de P. aeruginosa obtenidos de los grifos de los boxes, 27
(30,7 %) fueron considerados policlonales (tabla 27). Todos los cultivos mostraban
dos pulsotipos diferentes. En concreto, 14 de los 27 cultivos mostraban cepas
caracterizadas por los PTs 1 y 2. Ademas, en los 13 cultivos restantes una de las dos
cepas mostraban uno de los 2 PTs. En los 61 cultivos restantes (69,3 %) tinicamente

se obtuvo un pulsotipo.

% Cultivos procedentes de los pacientes

A la hora de reflejar los resultados obtenidos en los cultivos pertenecientes a los
pacientes colonizados, se decidié analizar las diferentes localizaciones estudiadas
englobédndolas de la siguiente forma: tracto gastrointestinal (cultivos obtenidos del
estdbmago y recto), tracto respiratorio superior (cultivos procedentes de la faringe y
secreciones subgléticas), tracto respiratorio inferior (cultivos obtenidos de la traquea
y las secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado bronquial). El tubo
endotraqueal se consideré de forma separada. El estudio, por tanto, demostré la
existencia de cultivos policlonales en todas las localizaciones excepto en las
procedentes del tracto respiratorio inferior (tabla 27). Entre el resto de las
localizaciones, en el tracto gastrointestinal se obtuvo el mayor nimero de cultivos
policlonales (n= 16). De los 16 cultivos policlonales, 13 procedian del estémago lo
que suponia el 19,1 % del total de cultivos obtenidos de esta localizacién (13/68).
Los otros 3 cultivos provenian del recto, correspondiendo a un 14,3 % (3/21) del
total de cultivos considerados. Respecto a los 3 cultivos policlonales obtenidos en el
tracto respiratorio superior, 2 procedian de la faringe y 1 de las secreciones

subgléticas. De los 37 cultivos obtenidos del tubo endotraqueal, uno fue policlonal

(tabla 27).

Todos los cultivos policlonales mostraban dos pulsotipos diferentes. En 8 de los

20 cultivos policlonales se demostré la presencia de los PTs 1 y 2 (6 de los 8 cultivos



-Resultados- 175

procedian del estémago). Ademds, en la mayoria de los 12 cultivos restantes alguno

de estos 2 PTs caracterizaba a una de las dos cepas existentes.

Tabla 27. Frecuencia de cultivos policlonales en la totalidad de los cultivos de P.

aeruginosa.

Cultivos Cultives Cultives
totales ? monoclonales (%) policlonales (%)
Ambiente
o Grifos de los boxes 88 61 (69,3) 27 (30,7)
e Otros cultivos del ambiente 41 36 (87,8) 5(12,2)
Total 129 97 (75,2) 32 (24,8)
Pacientes
¢ Tracto gastrointestinal 89 73 (82) 16 (18)
- Estémago 68 55 (80,9) 13 (19,1)
- Recto 21 18 (85,7) 3(14,3)
* Tracto respiratorio superior 100 97 (97) 3033
- Faringe 51 49 (96,1) 23,9
- Secreciones subgldticas 49 48 (98) 1)
o Tracto respiratorio inferior 48 48 (100) 0
- Traquea 42 42 (100) 0
- Cepillado bronquial 6 6 (100) 0
¢ Tubo endotraqueal 37 36 (97,3) 12,7)
Total 274 254 (92,7) 20 (7,3)

? Cultivos con més de dos colonias estudiadas por cultivo.

4.4.1 Relacién de la morfologia de las colonias con los pulsotipos

Se intenté determinar si, en los distintos cultivos estudiados, existia
correspondencia entre la variacion de la morfologia colonial y la variacién genotipica

detectada mediante PFGE.

En relacién con la fotalidad de los cultivos considerados, en 341 cuitivos
(84,6 %) los aislamientos presentaban igual apariencia morfolégica, mientras que 62
cultivos (15,4 %) mostraron colonias con diferente morfologia (tabla 28). En 12

(3,5 %) de los 341 cultivos con una tnica morfologfa se identificé mas de pulsotipo
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de P. aeruginosa. El resto de los cultivos (96,5 %) presentaban un tnico pulsotipo.

Por otra parte, 40 (64,5 %) de los 62 cultivos con distinta morfologia colonial

mostraron pulsotipos diferentes de P.aeruginosa. Los 22 cultivos restantes

presentaban un solo pulsotipo

Tabla 28. Correspondencia de la morfologia de las colonias con el PFGE en la totalidad de
cultivos estudiados.

N° de cultivos 403 °*
N°de cultivos con igual morfologia de las colonias 341 (84,6 %)
= Un pulsotipo 329 (96,5 %)
- Diferentes pulsotipos 12 (3,5 %)
N°de cultivos con diferente morfologia de las colonias 62 (15,4 %)
= Un pulsotipo 22 (35,5 %)
- Diferentes pulsotipos 40 (64,5 %)

 Cultivos con un minimo de 2 colonias estudiadas.

En la tabla 29 se reflejan los distintos resultados obtenidos, desglosados en

funcién de la procedencia de los cultivos.

a)

b)

Respecto a la morfologia colonial, la mayoria de los cultivos obtenidos en los
cortes ambientales (87,8 %) y de los pacientes colonizados (90,1 %) mostraban
colonias con la misma apariencia morfolégica. Dicho porcentaje fue inferior en
los cultivos procedentes de los grifos de los boxes (66 %). Como caracteristica
comiin, en la mayoria de dichos cultivos (93 % - 97,6 %) se detect6 un tnico
pulsotipo. No obstante, un porcentaje de dichos cultivos con una sola morfologia
de las colonias y que oscilaba entre un 2,4 % de los procedentes de los pacientes

y un 7 % de los obtenidos en los grifos de los boxes, mostraban pulsotipos

diferentes.

El niimero de cultivos con colonias de diferente apariencia morfolégica fue del
34 % en los obtenidos de los grifos de los boxes. Dicho porcentaje fue inferior en
los procedentes de los cortes ambientales (12,2 %) y en los pertenecientes al total

de los pacientes colonizados (9,9 %). De la misma forma, en la mayoria de los
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cultivos procedentes de los grifos (76,7 %), la variacién morfolégica se
correspondié con la presencia de pulsotipos diferentes. Dicha correlacién fue
ligeramente inferior en los cultivos obtenidos en los cortes ambientales (60 %) y
en los pertenecientes a los pacientes colonizados (51,8 %). Por otra parte, un
porcentaje de cultivos que oscilaba entre un 23,3 % de los grifos de los boxes y
un 48,2 % de los pacientes colonizados, a pesar de la variacién morfolégica de las

colonias mostraban un tinico pulsotipo.

Tabla 29. Comparacién de la morfologia de las colonias con el PFGE en los cultivos
procedentes de los cortes ambientales, grifos de los boxes y en los 39 pacientes colonizados.

Cortes Grifos Total
ambientales pacientes
N° de cultivos 41 88* 274°
N°de cultivos con igual morfologia de las colonias 36 (87,8 %) 58(66%) 247 (90,1 %)
- Un pulsotipo 34(94,4 %) 54 (93 %) 241(97,6%)
- Diferentes pulsotipos 2(5,6 %) 4 (7 %) 6 (2,4 %)
N°de cultivos con diferente morfologia de las colonias 5 (122%) 3034%) 27(9.9%)
- Un pulsotipo 2 7(1233%) 13(48.2%)
- Diferentes pulsotipos 3 23 (76,7 %) 14 (51,8 %)

 Cultivos con un minimo de 2 colonias estudiadas.

En la tabla 30 se reflejan, asimismo, los resultados obtenidos en las diferentes

localizaciones anatOmicas estudiadas. Para ello se han considerado de forma similar

a la descrita en el apartado anterior (pig. 174), agrupandolas en: tracto

gastrointestinal, tracto respiratorio superior, tracto respiratorio inferior y tubo

endotraqueal.

a) Respecto a la morfologfa de las colonias, la mayoria de los cultivos obtenidos en

las distintas localizaciones anatémicas mostraban colonias .con la misma
apariencia morfoldgica (valores que oscilaban entre un 85,4 % y un 97,3 %). No
obstante, el tracto gastrointestinal fue la localizacién con la mayor proporcién de
cultivos con colonias con diferente apariencia morfoldgica (14,6 %). La mayoria

de estos cultivos se obtuvieron del estémago.
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b)

c)

En todas las localizaciones, la mayoria o la totalidad (tracto respiratorio inferior)
de los cultivos con colonias de la misma morfologia mostraban un unico
pulsotipo. No obstante, en un 5,3 % de los cultivos procedentes del tracto

gastrointestinal se identificaron dos pulsotipos diferentes.

Al analizar los 27 cultivos con aislamientos que presentaban diferente
morfologia, se observd que en el tracto gastrointestinal, en 12 de 13 cultivos
(92,3 %) la diferente morfologia de las colonias se correspondié con pulsotipos
distintos. Por el contrario, en 7 de los 9 cultivos del tracto respiratorio superior y
en los 4 del tracto respiratorio inferior o en el cultivo del tubo endotraqueal, a

pesar de la variacién morfoldgica, se identificé un tnico pulsotipo.
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4.5 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos

4.5.1 Evaluacion de los patrones de sensibilidad por cultivo

Tal como se detalla en el apartado 2.4.3 del capitulo de material y métodos, en
cada cultivo se estudiaron, siempre que fue posible, 4 colonias escogiendo, en
principio, las que exhibian diferente apariencia morfoldgica. En el caso de que todas

las colonias fueran iguales morfolégicamente la eleccidn se realizaba al azar.

A la hora de realizar un antibiograma deben considerarse ciertos factores que
pueden influir en el resultado obtenido como son el medio de cultivo, el pH y la
atmdsfera de incubacion, la concentracién del indculo o la temperatura y el tiempo
de incubacién. En el caso del método de difusién en agar con disco, ademds, debe
tenerse en cuenta la concentracién del antimicrobiano en el disco, la capacidad de
difusién de los antimicrobianos en medios con agar, la altura de la capa del medio
s6lido, la concentracién del agar en el medio de cultivo y la velocidad del
crecimiento del microorganismo 2. Dado que el control absoluto de estas variables es
dificil, sino imposible, la misma cepa puede presentar en distintos antibiogramas
pequeiias oscilaciones en el halo de inhibicién. En nuestro estudio se han seguido las
recomendaciones del NCCLS que contemplan la categoria sensible, intermedia y
resistente '*’. A la hora de valorar, en un determinado cultivo, las variaciones en el
perfil de sensibilidad dentro de un mismo pulsotipo no hemos considerado aquellas
variaciones que representaban un cambio de intermedio a sensible o de intermedio a
resistente a fin de eliminar las interferencias debidas a los defectos de

reproducibilidad de la técnica del antibiograma por disco-difusion.

% Expresion, en un cultivo, de varios fenotipos de sensibilidad por un pulsotipo

En la tabla 31 se recogen las mediciones de los 56 cultivos que mostraban

fenotipos de sensibilidad diferentes expresados por el mismo pulsotipo. Puede
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observarse como finalmente solo 40 (71,4 %) de estos 56 cultivos se han considerado
como verdaderas diferencias en el patrén de sensibilidad. La frecuencia de los
antimicrobianos responsables de la heterogeneidad de la sensibilidad se refleja a

continuacion.

Fenotipo * Frecuencia®
IMP 16
AZT 10
GEN 10
TOB 2

CIp 1

AK 1

GEN AK 1

AZT IMP CIP 1

* AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino.

® La suma de los valores es superior a 40 cultivos debido a que en 2 cultivos los diferentes fenotipos
de sensibilidad eran debidos a la resistencia a mas de un antimicrobiano.

Los 40 cultivos en los que un pulsotipo presentaba mds de un antibiotipo
procedian en 28 ocasiones (70 %) de 11 pacientes y en 12 (30 %) de 10 muestras
ambientales (5 obtenidas de los grifos, 4 de las superficies himedas y 1 procedente

de las manos del personal sanitario).

Los 16 cultivos en los que no se valoraron diferencias menores en el halo de
inhibicién procedian en 4 ocasiones (25 %) del ambiente (obtenidos de los grifos de

los boxes) y en las 12 ocasiones restantes (75 %) de 7 pacientes.
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Tabla 31. Heterogeneidad de la sensibilidad a los antimicrobianos en cultivos con un tnico
pulsotipo.

_Cultivos* __PT® Morfologia © _Sensibilidad ° Halo de inhibicidn * Antibiotipo
Ambiente 2 1 S S (29 1
1 S S(28) 1
1 S S (28) 1
1 IMP R (6) 2
Ambiente 1 1 S S (30) 1
1 S S22 1
1 S S (30) 1
1 AZT R (6) 2
Ambiente 8 1 IMP GEN TOB AK S (>24) 1
1 IMP GEN TOB AK S (>24) 1
1 AZT IMP GENTOB AK R (6) 2
1 AZT IMPGEN TOB AK R (6) 2
Ambiente 1 1 S@27) |
1 S (28) 1
1 1
1 1
Ambiente 2 1 1
1 1
1 S 1
1 GEN 2
Ambiente 2 1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
2 S S (>24) 1
2 R (6) 2
Ambiente 2 1 S 16) 1
1 S (16) 1
2 R (10) 2
2 R (10) 2
Ambiente 2 1 S (30) 1
1 S (30) 1
5 )
2 1
Ambiente 1 1 1
1 1
2 1
2 1
Ambiente 1 1 1
1 1
1 1
1 2
Ambiente 1 1 S(26)S31)S(22) 1
1 S2@NHSEBHS23) 1
1 S(27)S (30) S (22) 1
. o g )
Ambiente 2 2 1
2 g 1
1 S(22)R(12)] 2
1 S (22) R (12)] 2
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_Cultivos * _PT* Morfologia © Semtbzlzdad d Halo de inhibicidn © Antibiotipo "
Ambiente 2 1 148 sas5s (17) 1
1 2
1 2
_ 1 2
Ambiente 2 1 1
1 1
1 1
1 {(18)R 1
Ambiente 7 1 AZT GEN TOB AK S (30) 1
1 AZT GEN TOB AK S (29) 1
1 AZT GEN TOB AK S (29) 1
1 AZT GEN TOB AK CIP R (6) 2
Ambiente 1 1 GEN TOB AK S (>24) S (>24) S (>24) 1
1 GEN TOB AK S (>24) S (>24) S (>24) 1
2 GEN TOB AK AZT IMP CIP R (10) R (6) R (6) 2
Paciente 2 1 1 S S (26) 1
1 S S (27) 1
1 S S (27) I
1 GEN R (6) 2
1 ] S S @27 1
1 S S (27 1
1 S S (27) 1
1 AK R (6) 2
Paciente 4 3 1 R (6) 1(16)1017) 1
| 5
1 {16} 2
1 S (21)1(16)'S (28) 2
Paciente 6 2 1 I8 1
1 102055 (19) 1
1 10195 (19) ]
1 S (22)1Q14) 1
Paciente 8 6 1 S(>24)S (>24) 1
1 S (>24) S (>24) 1
1 R (6) S (>24) 2
1 S (>24) R (10) 3
6 1 IMP S (>24) 1
1 IMP S (>24) 1
1 IMP S (>24) 1
1 IMP TOB R (6) 2
Paciente 11 1 ] AZT GEN AK CIP 1(20)S (>24) R (12) R (14) 1
1 AZT GEN AK CIP '1’; 0) S (>24)R (12) R (14) ]
1 AZT IMP CIP 2
2 AZTIMP CIP R (1"43 R (13) S (>24) S (>24) 2
Paciente 13 1 1 AZT CIP 1{20) S (>24) S (>24) 1
1 GEN AK CIP S (>24)1 (13 L(16) 1
1 GEN AK CIP S (>24)1(14)1(15) 1
1 GEN AK CIP S (>24)1(14)1(1®) 1
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Tabla 31. (continuacidn)

_Cultivos* PT®_ Morfologia ©_Sensibilidad ° Halo de inhibicidn * Antibiotipo
Paciente 13 1 AZT IMP GEN ; R©6)R ) 1
i) S (>24)
S (>24)

S S (25)
IMP R(11)
IMP R 11)

1
1 2
1 2
1 GEN AK S >24)R{12) 2
1 1 CIp S (>24) 1
1 CIp S (>24) 1
1 CIP S (>24) 1
1 AZT CIP R (6) 2
Paciente 26 12 1 MP S (>24) 1
1 IMP S (>24) 1
1 IMP S (>24) 1
1 AZT IMP R (6) 2
Paciente 36 2 1 AZT S (>24) 1
1 AZT S (>24) 1
1 AZT S (>24) l
1 AZT IMP R (6) 2
Paciente 43 15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R (11) 2
15 1 S S (25) 1
I S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R (12) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R (11) 2
1 IMP R(11) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 mP R (11) 2
1 IMP R(1D) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R 11) 2
1 IMP R (11) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R(11) 2
1 IMP R(11) 2
15 1 S S (25) 1
1 S : S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R(11) 2
15 1 S S (25) 1
1 1
1 2
1 2
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Cultivos* __PT® Morfologia ©_Sensibilidad ° Halo de inhibicign Antibiotipo
Paciente-43 15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP RD 2
1 IMP R (11) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R (11) 2
15 1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 S S (25) 1
1 IMP R (10) 2
Paciente 55 18 1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
1 AZT R (6) 2
18 1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
1 AZT R (6) 2
18 1 S S (>24) 1
1 S S (>24) 1
1 AZT R (6) 2
1 AZT R (6) 2
18 2 S S (>24) 1
1 AZT R (6) 2
1 AZT R (6) 2
1 AZT R (6) 2
Paciente 69 2 1 AZT GEN S (>24) R{¥ 1
1 AZT GEN S G24)R 12 1
1 GEN S (>24) 1
] 2
2 1 1
1 1
2 AZT IMP 1
2 1
2 1 1
1 i 1
1 R (12) £{15) 1
2 SQ27)S 27 2
2 2 AZT IMP GEN 1(19) 1
2 AZT IMP S (29) 1
1 AZT IMP S (29) 1
1 AZT IMP S (29) ]
Paciente 71 ] 1 S S(22) 1
1 S S (22) 1
1 S $(22) 1
] GEN 1(14) 1
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Tabla 31. (continuacidn)

Cultivos® __PT® Morfologia ©_Sensibilidad Halo de inhibicién * Antibiotipo |

Paciente 75 22 1 S S (15) S (20)
S S (15) S (20)
( )

5 S(16)S 1)
$(16)S (21)
2 S(16)S (21)
S(16)S (21)
1)
22 Sl
S (>24) S (>24)
Paciente 76 2 S (>24)
S (>24)

Paciente 88 34 S22
R (14)
R (14)
R (14)

Paciente 94 6 S (24)

T e T T oy ey U PR ) N0 T T T T e S SUu ey e
B e I N T N N S I S o e T T e e —

* Procedencia de los cultivos analizados. Con el nombre de ambiente se designan los cultivos
procedentes de los cortes ambientales y de los grifos de los boxes. Los cultivos procedentes de los
pacientes colonizados se distinguen con el nidmero de cada paciente.

® Pulsotipo(s) (PT) presente en cada cultivo. La nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total
de los aislamientos del estudio.

° 1: colonias iguales entre sf; 2: colonias iguales entre sf, pero diferentes de 1.

¢ AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino. En negrifa se destaca el o los antibiticos diferenciales y en gris aquellos
antibigticos con diferencias en el antibiotipo 'R o I:S que no se han considerado.

¢ S: sensible; I: resistencia intermedia; R: resistente. Entre paréntesis se refleja el valor de la medida
del halo de inhibicién en mm. Solo se expresan los valores correspondientes a el o los antibidticos
diferenciales (en negrita o gris se destacan los valores correspondientes a los antibidticos, en
funcidén de lo mencionado anteriormente).

f1: antibiotipos iguales entre sf; 2: antibiotipos iguales entre si, pero diferentes de 1.
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% Expresion, en un cultivo, de varios fenotipos de sensibilidad por varios
pulsotipos

Por lo que hace referencia a los 33 cultivos que presentaban fenotipos de
sensibilidad diferentes expresados por pulsotipos distintos, en esta ocasion
finalmente se consideraron 16 (48,5 %) de estos cultivos como diferencias
verdaderas en el patrén de sensibilidad (tabla 32). La frecuencia de los
antimicrobianos responsables de la heterogeneidad de la sensibilidad se refleja a

continuacion.

Fenotipo * Frecuencia ®
GEN
CIP 5
IMP 3
AZT IMP 2
1
1
1
1

AZT AK

AZT IMP CIP
AZT IMP TOB AK
IMP TOB AK CIP

* AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino.

® La suma de los valores es superior a 16 cultivos debido a que en 2 cultivos los diferentes fenotipos
de sensibilidad eran debidos a la resistencia a mds de un antimicrobiano.

Los 16 cultivos en los que los diferentes pulsotipos expresaban mds de un
antibiotipo procedian en 11 ocasiones (68,8 %) de 6 muestras ambientales (4
procedian de los grifos de los boxes y 2 de las superficies adyacentes a los mismos) y

en 5 ocasiones (31,3 %) de 4 pacientes.

Los 17 cultivos en los que no se valoraron diferencias menores en el halo de
inhibicién procedian en 13 ocasiones de 6 muestras ambientales (todas ellas eran

grifos de los boxes) y en 4 casos de 3 pacientes.
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Tabla 32. Heterogeneidad de la sensibilidad a los antimicrobianos en cultivos con distintos

pulsotipos.
Cultivos* __PT® Morfologia © _Sensibilidad * Halo de inhibicion * Antibiotipo '
Ambiente 7 1 GEN TOB AK AZT IMP R (6) R (6) R (6) R (6) 1
7 1 GEN TOB AK AZT IMP R (6) R (6) R(6) R (6) 1
13¢ 2 GEN S(24)S (>24)S (>24)S (>24) 2
13¢ 2 GEN S(24)S >24)S (>24)S (>24) 2
Ambiente  13b 1 GEN TOB AK S (>24)S >24)S (>24) 1
13b 1 GEN TOB AK S (>24)S >24) S (>24) 1
7 2 GEN TOB AK AZT IMP R (6) R (6) S (>24) 2
8 2 GENTOB AKAZTIMPCIP R(6) R(6)R (6) 3
Ambiente 2 1 1
1 2 1
2 1 1
Ambiente 2 1 |
1 2 1
2 1 |
2 1 1
Ambiente 17a 2 1
2 1 1
2 1 i
2 1 1
Ambiente 2 1 1
2 1 1
17b I 1
17b 1 1
Ambiente 2 2 3 1
2 2 ) 1
23 1 (335 (17 1
23 1 S(24)S >24) 1
Ambiente 1 1 23)sUD 1
5 ) ; |
2 2 1
2 2 1
Ambiente 1 1 1
2 2 1
2 2 1
2 2 1
Ambiente 2 2 1
2 2 1
1 1 1
2 2 AFPGEN HT 1G4 I
Ambiente 1 1 S S(22)S (16) 1
1 1 S S(22)S (16) 1
1 1 S S (22)S (16) 1
2 2 AZT GEN 1
Ambiente 2 1 AZT 1
2 1 AZT 1
24 2 S 1
24 2 S 1
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Cultivos* _PT® Morfologia

Sensibilidad ®

Halo de inhibicién *

Antibiotipo '

Ambiente 2 1 9) 1
5 ) |
2 2 1
24 3 S (27) 1
Ambiente 1 1 S(17)S(22) 1
1 1 S(7) S (22) 1
1 1 S(7S(22) 1
2 2 R (12) i 6) 2
Ambiente 1 1 Sans (22) 1
2 2 2
1 1 1
2 2 2
Ambiente 2 2 [ 1
2 2 ; 1
1 1 S S(32)S (7S (22) 2
1 1 S $(32)$(7) S (22) 2
Ambiente 2 1 A7 1
2 1 AZ ; i 1
1 2 S $(32)S(17) s (22) 2
1 2 S SBHSUADHS 22 2
Ambiente 2 1 GEN 1(143S (30) i
27a 2 CIp S(25R12) 2
27a 2 crre S25RA3 2
Ambiente  27a 2 CIp S(25)R13) 1
5 | e )
2 1 2
2 1 2
Ambiente 1 i 1
1 1 { 2
1 1 ff‘ S (>24)1(i6) R (6) 2
5 2 IMP R (10) S (20) S (>24) S (26) S(>24) 3
Ambiente 2 1 S S (35) 1
2 1 S S (35) 1
27b 2 CIp R (12) 2
2 1 S S (35) 1
Ambiente 2 1 S S(33) 1
27b 1 CIp R (13) 2
27b 1 crr R13) 2
27b 1 CIp R{(13}) 2
Ambiente 24 2 S 1
24 2 S 1
2 1 GEN 1
2 1 GEN 1
Ambiente 24 2 S 1
2 1 GEN 1
2 1 GEN 1
2 I GEN ]
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Tabla 32. (continuacién)

Cultivos® _PT® Morfologia  _Sensibilidad * Halo de inhibicidn Antibiotipo *
Paciente 4 2 1 S S (>24)S (>24) 1
1 2 S S (>24) S (>24) 1
2 1 AZT IMP R (6) R (6) 2
2 1 S S (>24) S (>24) 1
Paciente 6 2 1 A 3 1
1 2 S S23)S (19) 1
2 1 S S (23) S (15) 1
1 2 S S$(23)S (19 1
Paciente 43 1 2 S S (32) 1
1 2 S S (32) 1
15 1 mp R (10) 2
15 1 IMP R (10) 2
Paciente 57 21 1 GEN S (>24)S (>24) S (>24) 1
21 1 GEN 1
19 2 AZT GEN T 2
19 2 AZT GEN T¢ 2
21 1 1
21 1 1
22a 1 2
21 1 I
Paciente 68 2 2 1
2 2 1
1 1 7 1
1 1 S23)Sd7N 1
1 1 S(23)S¢( 17) 1
2 2 3 {
2 2 1
2 2 1
Paciente 83 29a 1 1
29a 1 1
1 2 1
1 2 1
Paciente 94 6 1 1
6 1 1
6 1 ] 1
1 1 S(23)S (34) 2

* Procedencia de los cultivos analizados. Con el nombre de ambiente se designan los cultivos
procedentes de los cortes ambientales y de los grifos de los boxes. Los cultivos procedentes de los
pacientes colonizados se distinguen con el nimero de cada paciente.

® Pulsotipo(s) (PT) presente en cada cultivo. La nomenclatura de los PTs es temporal respecto al total
de los aislamientos del estudio.

© 1: colonias iguales entre si; 2: colonias iguales entre si, pero diferentes de 1.

4 AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino. En negrita se destaca el o los antibiticos diferenciales y en gris aquellos
antibi6ticos con diferencias en el antibiotipo I:R o I:S que no se han considerado.

© S: sensible; I resistencia intermedia; R: resistente. Entre paréntesis se refleja el valor de la medida
del halo de inhibicién en mm. Solo se expresan los valores correspondientes a el o los antibiéticos
diferenciales (en negrita o gris se destacan los valores correspondientes a los antibidticos, en
funcién de lo mencionado anteriormente).

£ 1: antibiotipos iguales entre sf; 2: antibiotipos iguales entre si, pero diferentes de 1.
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“* Relaciéon del patrén de sensibilidad con la morfologia de las colonias y los
pulsotipos

En funcién de los resultados mencionados anteriormente y con referencia a la
totalidad de los cultivos estudiados se observé que 341 cultivos (84,6 %) presentaban
aislamientos con la misma morfologia de las colonias, mientras que 62 cultivos
(15,4 %) mostraban diferente apariencia morfolégica. Treinta y seis (10,6%) de los
341 cultivos con colonias morfoldgicamente iguales presentaban diferentes patrones
de resistencia, expresados en 33 de ellos por aislamientos que mostraban el mismo
PT (tabla 33). Los otros 305 cultivos mostraban un tinico antibiotipo, observandose
un solo pulsotipo en 296 cultivos y diferentes pulsotipos en 9 cultivos. Por otra parte,
en 20 (32,3 %) de los 62 cultivos donde se aprecié diferente apariencia morfologica
se detectaron antibiotipos diferentes, correspondiéndose dichas variaciones con la
presencia de PTs distintos en 13 cultivos, mientras que en los 7 cultivos restantes los
aislamientos mostraban el mismo PT. En los 42 cultivos restantes, los aislamientos
analizados expresaban el mismo antibiotipo. En 15 de estos cultivos mostraban el

mismo PT, mientras que en los 27 cultivos restantes se identificé més de un PT.

Tabla 33. Comparacién de la morfologia de las colonias con el antibiotipo y el PEGE de los
cultivos realizados.

N°de cultivos 403 °

N?de cultivos con igual morfologia de las colonias 341 (84.6 %)

- Mismo antibiotipo 305 (89,4 %)
Un PT 296 (97 %)
Diferentes PTs 93 %)

- Distinto antibiotipo 36 (10,6 %)
UnPT 33 (91,7 %)
Diferentes PTs 3(8,3 %)

N°de cultivos con diferente morfologia de las colonias 62 (15,4 %)

- Mismo antibiotipo 42 (67,7 %)
UnPT 15 (35,7 %)
Diferentes PTs 27 (64,3 %)

- Distinto antibiotipo 20 (32,3 %)
UnPT 7 (35 %)
Diferentes PTs 13 (65 %)

? Cultivos con mds de dos colonias estudiadas por cultivo.
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En resumen, el 10,6 % de los cultivos con una sola morfologia de las colonias
presentaron mas de un antibiotipo. En el 91,7 % de las ocasiones los diferentes
patrones de resistencia fueron expresados aislamientos que mostraban el mismo

pulsotipo.

Por otra parte, en el 32,3 % de los cultivos en los que se observé distinta
morfologia de las colonias se obtuvieron antibiotipos diferentes, correspondiéndose
con la presencia de PTs diferentes en 13 cultivos (65 %), mientras que en 7 (35 %)

no se observaron diferencias genotipicas.

En la tabla 34 se reflejan los resultados obtenidos en cada uno de los estudios
realizados (cortes ambientales, estudio de los grifos de los boxes y total de pacientes

colonizados).

a) El nimero de cultivos con igual morfologia de las colonias oscilé entre el 66 %
de los grifos de los boxes y el 90,1 % del total de los pacientes colonizados. En la
mayoria de los cultivos (83,3 % - 94,8 %) se detectd un tnico antibiotipo que en
mds del 93,3 % de los casos correspondia a un tnico pulsotipo. El porcentaje de
cultivos donde se detectaron diferentes antibiotipos fue similar en los cultivos
procedentes de los cortes ambientales (16,7 %) y de los 39 pacientes colonizados
(11 %), mientras que en los procedentes de los grifos el porcentaje fue inferior
(5,2 %). En practicamente la mayoria (pacientes) o la totalidad de dichos cultivos
(ambiente), los diferentes patrones de sensibilidad eran expresados por
aislamientos que mostraban el mismo PT. En uno de los 3 cultivos procedentes de
los grifos y en el 7,4 % de los pertenecientes a los pacientes, los distintos

antibiotipos eran expresados por pulsotipos diferentes.

b) El nimero de cultivos con colonias de diferente morfologia fue del 34 % en los
obtenidos de los grifos de los boxes, dicho porcentaje fue menor en los obtenidos
en el estudio ambiental (12,2 %) y en los pertenecientes a los pacientes (9,9 %).
En mds de las tres cuartas de los cultivos obtenidos de los pacientes colonizados y

en algo menos de las dos terceras partes de los procedentes de los grifos y de los
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cortes ambientales se detectd un tnico antibiotipo. En el 79 % de los cultivos de
los grifos el tnico patréon de resistencia era expresado por aislamientos que
mostraban PTs diferentes. Dicho porcentaje era inferior en los cultivos obtenidos

en el estudio ambiental (50 %) y en los procedentes de los pacientes (52,4 %).

En los cultivos procedentes de los grifos, en la mayoria de los cultivos con
colonias diferentes y méds de un antibiotipo se detecté mds de un pulsotipo (el
72,7 % de las ocasiones). Este hecho se producia con una frecuencia inferior en
los cultivos procedentes de los cortes ambientales (dos de los 3 cultivos
obtenidos) y en los obtenidos en los 39 pacientes colonizados (50 % de los

cultivos).
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Asimismo, en la tabla 35 se reflejan los resultados obtenidos en los cultivos de

los pacientes en funcién de las distintas localizaciones anatémicas estudiadas. Para

ello, se agruparon de forma similar a la mencionada en un apartado anterior (pag.

174), es decir, el tracto gastrointestinal, el tracto respiratorio superior, €l tracto

respirétorio inferior y el tubo endotraqueal.

a)

b)

El nimero de cultivos con igual morfologia de las colonias oscil6 entre el 85,4 %
del tracto gastrointestinal y el 97,3 % del tubo endotraqueal. En la mayoria de los
cultivos (83,3 % - 91,2 %) se detectd un tinico antibiotipo que en mas del 97 %
de los casos correspondia a un tinico pulsotipo. El porcentaje de cultivos donde se
detectaron diferentes antibiotipos fue similar en el tracto respiratorio superior (8,8
%) y en el tracto gastrointestinal (9,2 %) aunque con valores algo inferiores a los
observados en el tracto respiratorio inferior (13,6 %) y el tubo endotraqueal (16,7
%). En todas las localizaciones excepto el tracto gastrointestinal, los diferentes
patrones de resistencia eran expresados por aislamientos que mostraban el mismo
PT. En el tracto gastrointestinal en el 28,6 % de las ocasiones, los distintos

antibiotipos eran expresados por pulsotipos diferentes.

El nimero de cultivos con colonias de diferente morfologia fue del 14,6 % en el
tracto gastrointestinal disminuyendo dicho porcentaje a medida que se progresaba
hacia el tracto respiratorio inferior. En mds de las dos terceras partes de estos
cultivos se detecté un tnico antibiotipo. En todos los cultivos procedentes del
tracto gastrointestinal el unico patrén de resistencia era expresado por
aislamientos que mostraban PTs diferentes. Todos los cultivos habian sido
obtenidos del estdémago. En cambio, en todos excepto 2 de los cultivos obtenidos
del tracto respiratorio superior y en los cultivos procedentes del tracto respiratorio

inferior, los aislamientos presentaban el mismo PT.

La mayoria de los cultivos con colonias diferentes y mas de un antibiotipo
procedian del tracto gastrointestinal detectdndose mds de un pulsotipo en todos
excepto uno de los cultivos. Cuando esta eventualidad se producia en el tracto

respiratorio, los distintos antibiotipos se correspondian con un nico pulsotipo.
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4.5.2 Patrones de sensibilidad

% Cortes ambientales

Una vez realizado el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos en los
aislamientos de P. aeruginosa pertenecientes a los 41 cultivos obtenidos, en 14
cultivos los aislamientos estudiados mostraron sensibilidad a todos los antibidticos
estudiados. En los 27 cultivos restantes se obtuvieron 13 patrones de resistencia
diferentes (tabla 36). En 18 de estos 27 cultivos, los aislamientos estudiados
expresaron un tnico antibiotipo. Ademds, en 6 cultivos los aislamientos de P.
aeruginosa mostraron dos patrones de resistencia distintos y en los 3 cultivos
restantes, expresaron un fenotipo sensible y un fenotipo resistente. Respecto a los
fenotipos de resistencia mas frecuentes: la resistencia al aztreonam se expresé en 7
cultivos, en 6 cultivos los aislamientos estudiados expresaron resistencia a todos los
antibiéticos estudiados, en 4 cultivos expresaron resistencia a todos los antibidticos

excepto a ciprofloxacino y en otros 4 cultivos fueron resistentes al imipenem.

Tabla 36. Frecuencia de la sensibilidad expresada por los aislamientos de P. aeruginosa
obtenidos en los cortes ambientales.

Fenotipo ? Frecuencia (%)°
S 17 (41.5)
AZT 717.D
AZT IMP GEN TOB AK CIP 6 (14,6)
AZT IMP GEN TOB AK 4(9,8)
IMP 4 (9,8)
CIP 24,9
GEN TOB AK 249
AZT GEN TOB AK 24,9
GEN 2 (4,9)
AZTIMP 124
AZT GEN 1(2.4)
AZT GEN TOB 1(24)
IMP GEN TOB AK 124
AZT GEN TOB AK CIP 1(24)

* AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino.

® La suma de los valores indicados es superior a 41 y 100 %, respectivamente, debido a que 9 cultivos
mostraron mds de un patrén de resistencia o un fenotipo sensible y resistente conjuntamente.
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* Grifos

Tras el estudio de sensibilidad realizado en los aislamientos de P. aeruginosa
procedentes en los 93 cultivos obtenidos, en 47 cultivos los aislamientos estudiados
mostraron sensibilidad a todos los antibidticos estudiados. En los 43 cultivos
restantes se obtuvieron 8 patrones de resistencia diferentes (tabla 37). Treinta y
cuatro de estos cultivos mostraban un tnico antibiotipo. Ademds, en un cultivo los
aislamientos de P. aeruginosa expresaban dos patrones de resistencia diferentes,
mientras que en los 11 cultivos restantes, los aislamientos expresaron un fenotipo
sensible y un fenotipo resistente. Respecto a los fenotipos de resistencia, los
expresados con mds frecuencia fueron: resistencia a gentamicina (23 cultivos),
resistencia a aztreonam (10 cultivos), resistencia a ciprofloxacino (6 cultivos) y la

resistencia a ambos antibidticos (5 cultivos).

Tabla 37. Frecuencia de la sensibilidad expresada por los aislamientos de P. aeruginosa
obtenidos en los grifos.

Fenotipo * Frecuencia (%) °
S 58 (62,4)
GEN 23 (24,7)
AZT 10 (10,8)
CIP , 6 (6,5)
AZT GEN 5(5,4)
GEN AK 22,2

IMP 1(LD)

IMP TOB AK CIP 1(1,1)
AZT GEN TOB AK CIP 1(1,1)

? AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:

ciprofloxacino.
® La suma de los valores indicados es superior a 93 y 100 %, respectivamente, debido a que 12
cultivos mostraron mds de un patrén de resistencia o un fenotipo sensible y resistente

conjuntamente.
% Pacientes

Con referencia a los 39 pacientes colonizados por P. aeruginosa, en 7 pacientes

los aislamientos analizados expresaron sensibilidad a todos los antimicrobianos
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estudiados, mientras que en el resto de los pacientes se obtuvieron un total de 18

patrones de resistencia (tabla 38). En 10 pacientes, todos los aislamientos expresaron

un Unico antibiotipo. Siete pacientes portaban aislamientos que mostraban mds de un

fenotipo de resistencia, mientras que en los 15 pacientes restantes, los aislamientos

de P. aeruginosa expresaron un fenotipo sensible y uno o méis de un fenotipo

resistente. Entre los diferentes fenotipos de resistencia observados, los mas

frecuentes fueron la resistencia a aztreonam (9 pacientes), resistencia a gentamicina

(9 pacientes), resistencia al aztreonam e imipenem (6 pacientes), resistencia al

imipenem (5 pacientes) y la resistencia al aztreonam y gentamicina (5 pacientes).

Tabla 38. Frecuencia de la sensibilidad expresada por los aislamientos de P. aeruginosa
procedentes de los pacientes colonizados.

Fenotipo * Frecuencia (%) °
S 22 (56,4)
AZT 9 (23,1
GEN 9 (23,1)
AZT IMP 6(15,4)
IMP 5(12,8)
AZT GEN 5(12,8)
GEN AK 2 (5,1)
CIP 23,1
AZT GEN AK 2(51
AZT GEN AK CIP 2(5,1)
AZT IMP GEN TOB AK 2(51)
AK 1(2,6)
IMP GEN 1(2,6)
IMP TOB 1(2,6)
AZT IMP GEN 1(2,6)
AZT IMP CIP 1(2,6)
GEN TOB AK 1(2,6)
AZT IMP GEN AK 1(2,6)
AZT IMP GEN AK CIP 1(2,6)

* AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:

ciprofloxacino.

® La suma de los valores indicados es superior a 39 pacientes y 100 %, respectivamente, debido a que
los aislamientos procedentes de 22 pacientes expresaron mds de un patrén de resistencia o un
fenotipo sensible y uno o mds de un fenotipo resistente conjuntamente.
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5.1 Caracterizacion molecular de P. aeruginosa

P. aeruginosa es uno de los microorganismos patégenos mas frecuentemente
aislados en el 4mbito hospitalario y especialmente en las UCIs. El disefio de
estrategias de seguimiento, control y prevencién de las infecciones causadas por este
microorganismo deberd apoyarse en estudios epidemiolégicos apropiados que
permitan el seguimiento de las cepas circulantes a fin de conocer los reservorios, vias
de colonizacién de los enfermos y la patogenia de las infecciones. Para tal fin, es

necesaria la aplicacién de métodos de tipificacién que cumplan ciertos criterios tales
como la tipabilidad, la reproducibilidad, la estabilidad y el poder discriminativo 248,
Con referencia al estudio de la epidemiologia de P. aeruginosa, clasicamente se han

20 239
b

aplicado diversos marcadores fenotipicos como el serotipado el

oy = . 2 .
189.239 , e] antibiotipado "* >, Sin

180, 189, 239

fagotipado 2> ** 1% 1a produccién de bacteriocinas

embargo, diversos problemas asociados a estos métodos junto con los

avances en €l campo de la genética molecular estimularon el desarrollo de métodos
de tipificacién basados en el andlisis de los 4cidos nucleicos. Los distintos métodos
genotipicos aplicados en el estudio de P. aeruginosa incluyen i) la digestién

enzimatica del DNA cromosémico y separaciéon de los fragmentos obtenidos

. . . 4 2 . ) . , 2 . 25 .o
mediante electroforesis convencional 8 134136 por PFGE 21,22, 37,93, 240, 244 '; i) la

hibridacién con sondas de secuencia conocida, p. ej. que incluyen genes de

virulencia: el toxA > % algD y lasA '** o genes que codifican para las pili %, o

, 1 sy . e » :
28.30. 181 v nor dltimo, iii) técnicas

. ., . . 12 P .,
basadas en la amplificacion: de secuencias repetidas 1, amplificacién

27, 98, 112, 219, 240

con sondas de carécter universal: el ribotipado
arbitraria o la deteccién de dianas de restriccién **°. Aunque
recientemente varios estudios abogan por la utilidad de los métodos basados en la
técnica de amplificacién (AP-PCR y AFLP) 112.290 " o] PFGE es considerada todavia

la técnica de eleccién '! por lo que ha sido utilizada en nuestro estudio.

El método de PFGE permite resolver en un tnico perfil de restriccién la totalidad
del genoma del microorganismo al utilizar enzimas que detectan dianas de restriccion

distribuidas de forma infrecuente a lo largo del cromosoma. La obtencién de perfiles
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de macrorestriccién diferentes se deberd a cambios en la distribucién y en el niimero
de las dianas de restriccidn en el cromosoma, asi como a la variacién en el niimero de
nucledtidos existente entre secuencias diana que se hallen en el limite de resolucion
del gel. Ademds, en diversos trabajos dirigidos al estudio de P. aeruginosa se ha
demostrado la alta capacidad discriminativa, la tipabilidad, la reproducibilidad y la

2 . .
90. 93, 101, 244, 251 " En nuestro estudio se ha podido

estabilidad de este marcador
comprobar la alta tipabilidad del PFGE (solamente el 0,3 % de la totalidad de los
aislamientos de P. aeruginosa no fueron tipables debido a repetidas lisis del DNA
gendmico), asi como su reproducibilidad, gracias a la introduccién de una cepa

control en los diferentes geles realizados.

Por otra parte, en el caso del PFGE se han establecido una serie de criterios de

257 mediante los cuales se intenta correlacionar el nivel de la variacién

interpretacion
detectada entre los perfiles que se comparan con una estimacién de la probable
relacion epidemioldgica de los aislamientos. No obstante, estas pautas se consideran
apropiadas para estudios de epidemias limitadas en el tiempo (1 a 3 meses). En estos
casos se pretende determinar si las cepas analizadas pertenecen o no al tipo
epidémico. De tal forma que, en estudios de endemia que comportan un gran niimero
de aislamientos y se producen en periodos de tiempo superiores o iguales a un afio,
como es el caso de nuestro estudio, la interpretacion de los resultados se complica.
La inexistencia de una cepa epidémica plantea ciertas limitaciones a la hora de
establecer una relacién epidemioldgica entre los distintos aislamientos. De forma
natural, a lo largo del tiempo los microorganismos pueden acumular variaciones en
su genoma favorecidas, en muchas ocasiones, por la presién selectiva a la que se ven
sometidos. La variabilidad detectada puede reflejar alteraciones en cualquier punto
del genoma debidas a duplicaciones, delecciones, inversiones, transposiciones o
mutaciones puntuales °, aunque este tltimo evento parece no ocurrir con la misma
frecuencia *. Esta variabilidad puede dificultar el establecimiento de una relacién
clonal entre los diferentes aislamientos. De tal forma, por ejemplo, en especies con
una alta capacidad de variacién se deberd suponer una “relacién” epidemioldgica
reciente en aquellos aislamientos relacionados obtenidos en un periodo corto de

tiempo o al contrario, si las especies poseen una baja capacidad de variacion los
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aislamientos relacionados es probable que posean una “relacion” epidemiolégica
lejana 2. Algo similar puede ocurrir dentro de una determinada especie, dado que
diferentes clones o linajes pueden mostrar una menor capacidad de variacién que se
traduzca en una menor diversidad de los aislamientos. Por ello, la similitud
29

genotipica no siempre es producto de una propagacién reciente Como

consecuencia de estas limitaciones, se suele recomendar la eleccién de un patrén
ne M M " » ., - .
indice o tipo” respecto al cual realizar la comparacién de los perfiles pertenecientes
a los distintos aislamientos '™ **°. Con este método es posible que los aislamientos
que se hayan designado como subtipos de un determinado tipo difieran entre ellos lo
suficiente como para poder ser considerados tipos distintos. No obstante, la
comparaciéon con el patrén indice los mantiene como subtipos de este patrén
considerandose que forman parte de secuencias de diversificacién distintas de dicho

patrén "inicial”.

En nuestro caso, en un principio se compararon todos los perfiles obtenidos entre
si. Posteriormente, se escogié entre los perfiles pertenecientes a los aislamientos
relacionados el perfil obtenido con més frecuencia. Este perfil se consider6 como
"patrén tipo” a partir del cual se denominaron los distintos subtipos de un
determinado pulsotipo. Los criterios aplicados fueron los ya mencionados y
propuestos por Tenover y cols. »’. Dichos criterios se han considerado, ademds,
adecuados para el estudio de P. aeruginosa incluso en estudios de colonizacién
llevados a cabo durante largos periodos de tiempo (p. ej. en pacientes afectados de

fibrosis quistica) ** ***,

La caracterizacién de la poblacién de P. aeruginosa obtenida del ambiente de la
UCI y de los pacientes ingresados en la misma ha demostrado una importante
heterogeneidad genética en las cepas analizadas. Dicha heterogeneidad se demostrd
en el ambiente de la UCI, identificindose 15 PTs diferentes en las superficies y
manos del personal sanitario (2 de los PTs fueron identificados en ambas
localizaciones) y 11 PTs en el estudio de seguimiento de los grifos de los boxes. Tres
de los 11 PTs también fueron aislados en las superficies, por tanto, el nimero total de

pulsotipos obtenidos del ambiente fue 23. En los 39 colonizados se obtuvieron 22
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PTs diferentes, 10 de los cuales coincidian con los identificados en las diferentes
localizaciones ambientales mencionadas. Por tanto, se identificaron un total de 35
pulsotipos. Al igual que en nuestro estudio, esta heterogeneidad genética ha sido

31, 65,75

demostrada mediante la aplicacién del PFGE en el ambiente hospitalario en

estudios en los que se analiza la colonizacién causada por P. aeruginosa en los

37, 240

pacientes ingresados en la UCI y sometidos a ventilacién mecédnica 0, también,

en pacientes colonizados de forma crénica (p. ej. pacientes afectados de fibrosis

quistica o bronquiectasia) ‘2%,

En nuestro estudio, 13 de los 35 pulsotipos identificados mostraron un total de 49
variantes o subtipos (considerados como tales todos aquellos perfiles que mostraran 6
o menos bandas de diferencia (atribuibles a dos eventos genéticos independientes)™’.
No obstante, no todos los pulsotipos mostraban el mismo nimero de variantes. Es
decir, habia pulsotipos que mostraban mayor capacidad de variacién que otros. La
existencia de una variacion subclonal o la aparicién de subtipos en los pulsotipos se
ha descrito en la colonizacién crénica causada por P. aeruginosa en pacientes
afectados de enfermedades como fibrosis quistica o bronquiectasia °* '0% 2% 2,
Probablemente, este fendmeno se deba a la interaccién de miiltiples factores. Tal y
como se comenta en el apartado 4.2.4 del capitulo de Resultados, el hecho de que
algunos PTs mostraran una mayor capacidad de variacién que otros podia deberse a
una mayor oportunidad para divergir en funcioén del mayor periodo de persistencia, a
una mayor facilidad de deteccion de dicha variacién en funcién de una mayor
frecuencia de aislamiento, o a la existencia de determinados linajes o clones de una
poblacién que mostraran una menor o mayor capacidad de divergir *_En nuestro
trabajo, se ha podido determinar que el nimero de variantes o subtipos detectados
podia estar relacionado, en cierta magnitud, de forma directa y creciente tanto con el
periodo de tiempo de persistencia de los pulsotipos como con la mayor frecuencia de
aislamiento de los pulsotipos. No obstante, el hecho de que el coeficiente utilizado no
pueda cuantificar la magnitud de dicha relacién supone una limitacién de este
cdlculo. Por otra parte, el andlisis para la valoracion de la mayor o menor capacidad
de variacién de determinados clones o linajes dentro de una poblacién, debe

. e e . . . 2 29
realizarse con individuos no relacionados de dicha poblacién <. En nuestro caso no
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hemos podido analizar esta circunstancia ya que nuestra poblacién de P. aeruginosa
no cumple dicho requisito dado que los distintos pacientes, por el hecho de estar
ingresados en la UCI, pueden considerarse como individuos relacionados tanto por el
ambiente que comparten, como por los enfermos ingresados durante el periodo de

estudio y que no fueron incluidos en el mismo.
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5.2 La UCI, un importante reservorio de P. aeruginosa

P. aeruginosa es un microorganismo de distribucién cosmopolita que manifiesta
predileccién por los ambientes hiimedos. La humedad es un factor critico en la
contaminacion causada por este microorganismo en el ambiente hospitalario, donde
se le considera endémico dada su capacidad de sobrevivir en condiciones
ambientales desfavorables y su resistencia intrinseca a los antibiéticos y antisépticos.
De tal forma, se ha detectado en una gran variedad de soluciones acuosas como
desinfectantes, jabones, soluciones de irrigacién y de dilisis, etc...'®. Asimismo, se
han descrito otros posibles focos de contaminacién como, por ejemplo, los grifos, los
lavamanos, el equipamiento médico (ventilacion mecénica, terapia respiratoria,...),
etc...!"™ 1% Por otra parte, el ambiente hospitalario puede constituir un importante
reservorio para otros microorganismos como, otros bacilos gramnegativos
(Acinetobacter sp., Serratia marcescens, etc..) y cocos grampositivos (por ejemplo,
S. aureus, estafilococos coagulasa negativa, enterococos, etc...) *> ¥’ que, junto con
P. aeruginosa, estarian involucrados en un gran nimero de infecciones
nosocomiales, de gran importancia especialmente en el dmbito de la UCI En
concreto, en EE.UU la neumonia nosocomial ademds de contribuir al aumento de la
morbilidad y la mortalidad, tiene un importante impacto econémico con unos costes

adicionales estimados en alrededor de 1.500 millones de délares 2°.

En nuestro estudio, englobando los resultados obtenidos en los cinco cortes
ambientales asi como el estudio de seguimiento de los grifos de la unidad, se
demostré que el ambiente de la UCI constituia un importante reservorio para la
transmisién de microorganismos. Los microorganismos obtenidos con mds
frecuencia fueron estafilococos coagulasa negativa. En una proporcién menor se
aislaron P. aeruginosa, S. aureus, Enterobacteriaceae, Corynebacterium spp. y
Bacillus spp. Asimismo, se observaron diferencias respecto a la distribucién de los
microorganismos en las distintas localizaciones estudiadas. De tal forma que, los
estafilococos coagulasa negativa, Enterobacteriaceae y P. aeruginosa se aislaron

preferentemente en las superficies adyacentes a los grifos. Los grifos de los boxes
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fueron contaminados principalmente por P. aeruginosa. Otros microorganismos
como estafilococos coagulasa negativa y S. aureus colonizaron con més frecuencia
las manos del personal sanitario, asi como otras superficies de frecuente contacto

como los teléfonos, estetoscopios y la superficie del control de enfermeria.

Con referencia a P. aeruginosa, manifesté preferencia por el ambiente himedo
(grifos y superficies adyacentes, tanto de los boxes como de la cocina), destacando su
escasa presencia en los cultivos procedentes de las manos del personal sanitario. El
porcentaje de cultivos positivos de las manos es similar al obtenido en un estudio
reciente . Ademds, después del andlisis mediante la técnica de PFGE de los
aislamientos ambientales se observé que, a pesar de la variabilidad genotipica
demostrada (23 PTs diferentes), ciertos PTs colonizaban de forma frecuente y estable
alguna de las localizaciones estudiadas. De tal forma, los grifos de mas de la mitad
de los boxes de la unidad estaban colonizados preferentemente por los PTs 1y 2
aisldndose, ademads, durante todo el periodo de estudio. Asimismo, las superficies
himedas de varios de los boxes estaban repetidamente contaminadas por otros 2 PTs
(PTs 7 y 8). Aunque en menor frecuencia, en esta localizacién también se aisl6 el PT

1.

Otros trabajos, la mayoria estudios de brotes o estudios realizados en un periodo
de tiempo inferior al nuestro, también han aislado P. aeruginosa preferentemente en

31,65, 122, 260 y los grifos 25,31,75,

el ambiente himedo hospitalario como, los lavamanos
. 17 Asimismo, la aplicacién de diversos métodos de tipificacién ha permitido
determinar la persistencia y propagacién de determinados genotipos en algunas de las

25. 31, 65, 94, pudiéndose establecer, en algunos casos, su

localizaciones mencionadas
implicacién en la colonizacién de los pacientes ingresados. Sin embargo, en algunos
de estos estudios se plantean dudas acerca de la direccion de dicha contaminacién, es
decir, si la existencia de un reservorio ambiental pudiera ser la causa o el resultado
de la colonizaciéon de los pacientes. La contaminacién de los lavamanos podria
conllevar la contaminacién de las manos del personal sanitario durante su lavado y,

65,

. . . 2 .
por consiguiente, la colonizacién de los pacientes 8 Alternativamente, los

pacientes podrian comportarse como reservorio, transmitiéndose P. aeruginosa entre
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. . . . - 77, 178, 290
ellos via las manos del personal, sin la intervencién aparente del ambiente .
Asimismo, ocasionarfan la contaminacién de las manos o del instrumental que

25260 grifos (éstos de una forma

podrian a su vez contaminar diferentes lavamanos
retrégrada) ** posibilitando la propagacién de P. aeruginosa (resultado de una
transmision horizontal) y convirtiéndolos asi en reservorios estables durante largos

periodos de tiempo.

En nuestro estudio, la contaminacién ambiental constituy6, tal y como se
comentard mds adelante, un importante factor de riesgo de colonizacién para los
pacientes ingresados en la UCI, que normalmente poseen mecanismos de defensa
comprometidos y padecen enfermedades subyacentes graves. El hecho de que ciertos
genotipos contaminaran de forma persistente los grifos de los diferentes boxes de la
unidad, podria sugerir la existencia de un reservorio de este organismo en el sistema
de abastecimiento general del hospital. No obstante, tal extremo no ha podido ser
demostrado, debido a que no se tomaron muestras de otras salas del hospital o de las

diferentes tuberias de conduccidn.

Asimismo, tampoco se ha podido encontrar la causa de la expansion de
determinados PTs en las superficies adyacentes a los grifos en los distintos boxes. Se
podria sugerir una transmisién horizontal a través de las manos u otros fomites. Sin

embargo, dichos PTs no se encontraron en los cultivos de las manos.

Se deberian comentar ciertas limitaciones de nuestro estudio que podrian influir

en la valoracién del ambiente como reservorio para la colonizacién de los enfermos.

e Solo se han realizado cinco cortes durante los 35 meses que comprenden la
totalidad del estudio. Si la contaminacién del ambiente fuera transitoria, este

hecho podria dificultar el andlisis del origen de la colonizacién detectada en los

pacientes ingresados.

e A pesar de que el estudio se realizé sin previo aviso, no fue posible controlar si el

personal se habfa lavado las manos previamente a la recogida de las muestras, lo
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que pudo influir en el bajo nimero de cultivos positivos obtenidos. Debe
seflalarse, asimismo, que el tiempo de supervivencia de P. aeruginosa en las
manos y aerosoles es limitado 5. Probablemente, los estudios de prevalencia
subestiman la importancia de las manos del personal sanitario como via de
transmisi6n. Deberfan realizarse estudios sistematicos y simultdneos en los que se
buscara los pulsotipos que colonizan a los enfermos en las manos del personal

sanitario.

Seria recomendable considerar algunas estrategias encaminadas a controlar la
contaminacién ambiental, especialmente la procedente de los grifos y las superficies
adyacentes. La contaminacién del agua puede deberse a una contaminacion del
sistema general de abastecimiento o al arrastre de las pseudomonas acantonadas en
las tuberias o los grifos de la UCL En el Hospital Parc Tauli de Sabadell, el agua de
la red general pasa por un depésito donde, ademads, se controla el nivel de cloracién y
desde aqui se distribuye a todo el hospital. Con respecto al agua caliente, sufre el
mismo proceso y se calienta en una caldera antes de su distribucién. Ya se ha
comentado que, dadas las caracteristicas de nuestro estudio no se pudo determinar el
origen exacto de la contaminacion. Tanto el control de la cloracién del sistema de
abastecimiento de agua como la sustitucién de los grifos de la unidad, se han
considerado medidas efectivas en algunos estudios "°. Como medida de prevencion
seria aconsejable realizar un seguimiento de los grifos de la unidad junto con Ia
implantacién de ciertas medidas de desinfeccion y la utilizacion de agua estéril en el
contacto con el paciente. Respecto a las superficies, la limpieza y desinfeccién de las
mismas se realizaba con lejia o una asociacién de aldehidos al 1 %, que se
corresponden con las medidas recomendadas . Si bien este procedimiento suele ser
efectivo, en nuestro estudio no se pudo determinar la causa de la persistencia de P.
aeruginosa en las superficies. Hay que sefialar que la mayoria de estos pulsotipos no

procedian del agua de los grifos.
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5.3 El ambiente de la UCI, origen principal de la
colonizacion

La importancia de determinar el origen o la procedencia de las cepas de P.
aeruginosa aisladas en los pacientes colonizados, radica en el futuro disefio de
estrategias de control y prevencidn efectivas. A pesar de que se conoce la preferencia
de P. aeruginosa por los ambientes hiimedos, el reservorio de este microorganismo
asi como su modo de transmisién atn no se conocen con exactitud '*°. Dentro del
ambiente hospitalario se han sugerido diversos focos de contaminacién. Sin
embargo, no ha sido hasta la aplicacién de diversos métodos de tipificacién cuando
se ha podido determinar el papel que puede jugar dicho ambiente en la colonizacién
y/o infeccién de los diferentes pacientes ingresados. Diversos estudios han podido
establecer la relacién entre ciertas fuentes ambientales y la existencia de brotes
epidémicos o colonizaciones causadas por P. aeruginosa > % 75 9L 7. 300 - Oyeros
estudios, en cambio, no consideran importante la contribucién de la contaminacion
ambiental a la colonizacién de los enfermos por P. aeruginosa y sugieren un origen

30,37, 18, 290 En puestro trabajo, la

“endogeno” para la colonizacién detectada
combinacién de un estudio de seguimiento tanto del ambiente de la UCI como de los
pacientes ingresados en la misma, junto con la aplicacién de un método de
tipificacién como el PFGE han permitido esclarecer ciertos aspectos relacionados
con la colonizaciéon causada por P. aeruginosa en los pacientes ingresados en la

unidad.

En un principio, si nos referimos a la colonizacién detectada, algo mds de la
mitad de los pacientes incluidos en el estudio (54,2 %) mostraron colonizacion por P.
aeruginosa. Solo 10 de estos pacientes estaban colonizados al inicio de la ventilacion
mecénica, por lo que la mayoria de los pacientes adquiri6 la colonizacién durante el
desarrollo de la misma. Ademds, se evidencié que dos de los pacientes colonizados al
inicio del estudio se colonizaron por cepa(s) diferente(s) durante la ventilacion
mecinica. En otros estudios, el porcentaje de pacientes colonizados por P.

. e 65, 176, 240 -
aeruginosa es inferior (entre un 23 % y un 37 %) 2 . En nuestro trabajo, el
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hecho de que la mayoria de los pacientes se colonizaran durante el perfodo de
ventilacién mecdnica, sugeriria la existencia de una fuente exdgena y/o la posible
existencia de transmisién cruzada entre los pacientes como rutas de adquisicién de P.

aeruginosa.

Como se ha comentado en el apartado anterior, en el estudio ambiental se
determiné que la UCI constituia un importante reservorio de P. aeruginosa,
principalmente los grifos de los boxes y las superficies adyacentes a los mismos. En
26 de los 39 pacientes colonizados el origen de las cepas era exégeno o ambiental.
En 6 pacientes el origen se consideré endégeno o propio del paciente y en 7
pacientes se aislaron cepas de origen ambiental y cepas propias del paciente

colonizado.
Origen de las cepas que colonizaron a los enfermos

Colonizacion de origen ambiental: Seis de los 10 pacientes (60 %) que mostraban
colonizacién al inicio de la VM tenian una cepa de origen exégeno. En 3 ocasiones,
la cepa procedia del grifo del box donde permanecia ingresado el paciente. El agua
de los grifos se utiliza para el lavado de las manos del personal sanitario, el lavado
del paciente, la administracién de la medicacidn y el control de permeabilidad de la
sonda nasogéstrica. En un paciente la colonizacién inicial del tubo endotraqueal
sugiere la inoculacién directa de la cepa colonizadora por el personal sanitario. En
los 2 pacientes restantes no pudimos establecer las vias de transmisién de las cepas
de origen exdgeno que los colonizaban. Una posible explicacién para esta
colonizacién inicial con cepas exdgenas podria ser la demora en la toma de las
muestras, que podia realizarse en las primeras 24 horas desde el ingreso e intubacién
del paciente. Este periodo de tiempo pudo ser suficiente para que P. aeruginosa
colonizara a estos pacientes, particularmente en aquellos casos en los que la cepa

colonizadora procedia del agua del grifo del box donde se encontraban ingresados los

pacientes.
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Por otro lado, 28 de los 31 pacientes (90,3 %) que se colonizaron durante el
proceso de ventilacion mecdnica adquirfan P. aeruginosa del ambiente. Este valor es
superior al obtenido en otros estudios, realizados en UCIs con las mismas
caracteristicas, que oscila entre un 33 % y un 60 % " '7¢, Los grifos de la unidad se
podrian considerar, en nuestro trabajo, como los focos principales de contaminacidn.
En la mayorfa de los pacientes (78,6 %) alguno o todos los PTs identificados

coincidian con los obtenidos en los grifos de sus propios boxes.

Colonizacion por cepas con origen en el propio enfermo: La colonizacién con cepas
consideradas como propias del paciente colonizado se detectd, unicamente, en 4 de
los 10 pacientes colonizados al inicio de la VM y en 3 de los 31 pacientes

colonizados durante el desarrollo de la misma.
Colonizacion de las distintas localizaciones anatémicas

Durante el proceso de ventilacién mecédnica el comportamiento de las distintas
localizaciones anatdmicas fue diferente por lo que respecta a la cronologia y
frecuencia de colonizacién. Sin embargo, en cuanto al origen de la colonizacién, los
resultados, aunque con ligeras variaciones, fueron similares. Asi, el estomago fue la
localizacién que menos tiempo tardé en colonizarse. El tracto respiratorio se
colonizaba con posterioridad, siendo la traquea la tltima localizacién colonizada. El
tubo endotraqueal y el recto fueron las localizaciones que mds tardaron en
colonizarse. La misma tendencia se observaba respecto a la frecuencia de
colonizacién. Durante el periodo de ventilacion mecdnica, la mayoria de los
pacientes (84 %) mostraban colonizacién gdstrica. El resto de las localizaciones

anatémicas mostraron una menor frecuencia de colonizacién, siendo el recto la

localizacién menos colonizada.

Por iltimo, la influencia del ambiente y principalmente la implicacion de los
grifos queda igualmente constatada al examinar las distintas localizaciones
anatémicas estudiadas. En todos excepto uno de los pacientes con colonizacién

géstrica, P. aeruginosa procedia del ambiente y en un porcentaje considerable de
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dichos pacientes (73 %), los PTs identificados coincidian con los obtenidos en los
grifos de los boxes donde permanecian ingresados. Al igual que ocurria en el
estdmago, en el resto de las localizaciones la mayoria de los pulsotipos obtenidos
eran similares a los obtenidos previamente en el ambiente y, aunque en un porcentaje
superior procedian del grifo de su propio box, dicha tendencia fue disminuyendo
(especialmente en la trdquea y en el recto). Ademds, se observé que la probabilidad
de identificar pulsotipos propios del paciente aumentaba en las localizaciones
respiratorias (en especial en la triquea y el tubo endotraqueal) y fundamentalmente
en el recto, donde 3 de los 9 de los PTs identificados eran propios del paciente

colonizado.

Como resumen a los comentarios realizados, quedaria demostrado el papel que el
ambiente de la UCI puede jugar en la colonizacién de los pacientes ingresados en la
misma. En la literatura no existe consenso acerca de la importancia real de las
fuentes exdgenas frente al origen endégeno de la colonizacién. En diversos estudios

25, 65, 75, 91, 260

en el ambito hospitalario como las UCIs o las unidades de quemados

17. 200 por ejemplo, se ha podido evidenciar el papel de la contaminacién ambiental
en la colonizacién detectada en los pacientes. En ocasiones, se ha destacado la
importancia de ciertas rutas de transmision como el instrumental médico

28.245 4 las manos del personal sanitario ®>77 %, Otros trabajos asumen

contaminado
la existencia de una transmisién cruzada entre los pacientes basdndose en el
aislamiento de la misma cepa, la coincidencia de la estancia de los enfermos en el
espacio y en el tiempo, sin poderse determinar la fuente ambiental o el modo de
transmisién 2" 7% 18 Por dltimo, otros estudios abogarian por un origen "endégeno”
de la colonizacién 337 118240252 ‘Taleq argumentos se basarfan, en la mayoria de los
casos, en la identificacion de genotipos tinicos en los pacientes colonizados junto con
la deteccién de una baja tasa de transmisién de paciente a paciente durante su

30.37,240 4 1a existencia de una reducida contaminacién ambiental

118, 252

estancia en la UCI
en dichas unidades ** . No obstante, en algunos de estos estudios no se
realizaban estudios de seguimiento ambiental que pudieran apoyar tales
consideraciones " **°. En nuestro estudio, no se ha podido valorar la contaminacién

cruzada entre los pacientes debido a los criterios de inclusién de los pacientes
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mencionados en el apartado 2.3.1. (capitulo material y métodos). A pesar de ello, 9
pares de pacientes entre los 39 pacientes colonizados coincidieron en su estancia en
la UCI. De ellos, 4 pares de pacientes no compartian los pulsotipos de P. aeruginosa.
Los 5 pares de pacientes restantes mostraban pulsotipos comunes. Sin embargo, en 4
ocasiones los pulsotipos identificados coincidian con los obtenidos en el grifo de los
boxes donde permanecian ingresados. En el par restante, uno de los pacientes
mostraba un PT comiin con el otro paciente, no coincidente con el obtenido en el

grifo de su propio box y del que no pudo demostrase su forma de adquisicién.

Como se ha comentado en el apartado anterior, una limitacion del estudio es el
reducido nimero de cortes ambientales realizados (n= 5) durante los 35 meses de
estudio y el periodo de tiempo transcurrido entre los mismos (entre 3 y 9 meses)
pudo dificultar, en algunos casos, la identificacién de la via de adquisicion de la
colonizacién. Este problema se plante6 en aquellos pacientes colonizados por
aislamientos que mostraban PTs similares a los encontrados en superficies, manos
del personal sanitario o los grifos de otros boxes de la unidad y que no coincidian ni
en el espacio ni en el tiempo. El origen de dicha colonizacién se determiné en

funcién de las definiciones establecidas (apartado 2.6, capitulo material y método).

Por tltimo, en vista de los resultados obtenidos deberia plantearse la necesidad
de establecer ciertas estrategias para prevenir la colonizacién por P. aeruginosa. El
agua procedente de los grifos de la unidad y utilizada para la comprobacién de la
permeabilidad de la sonda nasogdstrica, la administraciéon del tratamiento, el lavado
de los pacientes y de las manos del personal sanitario, constituye en nuestro estudio
un importante reservorio de P. aeruginosa. Dada su importante implicacién en la
colonizacién de los pacientes (especialmente en la colonizacién géstrica) debiera
valorarse la utilizacién de soluciones estériles, al menos en la administracion del
tratamiento y en el control de la permeabilidad de la sonda nasogéstrica. Esta politica
deberia mantenerse hasta que se haya eliminado este reservorio. Por otra parte, el
reducido porcentaje de contaminacién detectado en las manos del personal sanitario
y su escaso papel, en principio, en la colonizacién de los pacientes tratados, no puede

llevar, a ignorar esta via de transmision, tal y como se ha demostrado en otros
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trabajos ® 7 *° La misma consideracién deberfa realizarse con respecto a la
contaminacion de las superficies himedas de los boxes. Aunque no se ha podido
determinar su relacién directa en la colonizacién, se han detectado algunos casos de
colonizacién en los que los pulsotipos implicados contaminaban las superficies de
forma persistente. Las soluciones antisépticas utilizadas para la limpieza de estas
superficies estdn de acuerdo con la normativa establecida *, por ello, deberia

supervisarse su correcta utilizacion.
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5.4 Colonizacion respiratoria por P. aeruginosa durante el
periodo de ventilacion mecanica

El conocimiento de la secuencia de colonizacion que precede al desarrollo de la
NAV es importante para el posterior desarrollo de medidas de prevencién. Sin
embargo, no existe consenso sobre las vias o rutas a través de las cuales P.
aeruginosa llega al tracto respiratorio inferior dando lugar a una neumonia. La
colonizacién del tracto respiratorio se ha considerado un importante factor de riesgo
para el desarrollo de la NAV causada por P. aeruginosa, sugiriéndose la importancia
tanto de la colonizacién faringea como de la colonizacién traqueal 2% 3234 43,62, 170.252
Algunos de estos estudios han destacado la existencia de una colonizacién primaria
de la tréquea (sin una colonizacién previa de otras localizaciones) % "% 22
sugiriendo, en ocasiones, como posible explicacién un origen exdgeno de P.
aeruginosa %2, Todos los estudios mencionados anteriormente, cuestionan el papel
del estémago como lugar inicial de colonizacién previa a la colonizacién del tracto
respiratorio o al desarrollo de NAV. No obstante, existen trabajos que defenderian la

.1 . . ‘ . .
9. 105 por lo que la importancia del estdmago como reservorio es aun

tesis contraria
objeto de controversia *>'”!, En algunos estudios, se ha concedido cierta importancia
al recto como posible reservorio potencial ''* '** o como origen probado de la
colonizacién del tracto respiratorio *’. Sin embargo, las diferencias metodolégicas en
relacion con las poblaciones objeto de estudio, las localizaciones anatémicas
analizadas (en muchos casos, sin estudios de seguimiento) y, a que en muchos casos,
no se haya aplicado métodos de tipificacién, han dificultado el establecimiento de

tesis claras a este respecto.

Trece pacientes (42 %) mostraron colonizacién del tracto respiratorio inferior
durante su permanencia en la UCI. Unicamente se pudo determinar el lugar inicial de
colonizacién en 5 de estos pacientes: el estdémago en 3 pacientes y el tracto
respiratorio superior (faringe y/o secreciones subgléticas) en 2 pacientes. En los 8

pacientes restantes la simultaneidad de la colonizacion en las distintas localizaciones
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incluida la traquea no permiti6 discernir el lugar inicial de la colonizacién. En ningtin

caso el recto fue el lugar colonizado inicialmente.

No obstante, la colonizacién respiratoria (trdquea) detectada en nuestros
paciéntes se caracterizaba principalmente por el origen exégeno de la mayoria de las
cepas causantes de la colonizacién, ya que en 10 de los 13 pacientes (77 %) los
pulsotipos obtenidos se habian identificado en el ambiente de la UCL En los 3
pacientes restantes (23 %), se consideraron como propios del paciente colonizado. En
cinco de los 10 pacientes con colonizacién respiratoria de origen exégeno, los
pulsotipos aislados fueron el PT 1 y el PT 2 (obtenidos de forma persistente en los
grifos de la unidad). En los 5 pacientes restantes se obtuvieron pulsotipos distintos en
cada uno de ellos pero que coincidian con los identificados en los distintos
reservorios ambientales. Sin un estudio ambiental como el realizado en esta tesis, es
probable que a estos pacientes se les hubiera atribuido un origen “"endégeno”. De
hecho, en este sentido cabria cuestionar los resultados del estudio de Bonten y

7 en el que 24 pacientes mostraban colonizacién del tracto respiratorio

cols. *
adquirida durante su estancia en la UCI, identificdindose un total de 25 genotipos.
Dada la importante heterogeneidad genética detectada concluyen que sus resultados
no apoyan un papel del ambiente como origen de la colonizacion respiratoria. Sin
embargo, no realizaron estudios de seguimiento ambientales que quizd podrian haber

modificado los resultados obtenidos, tal y como se ha evidenciado en este trabajo.

Con referencia a los casos de neumonia, en nuestro estudio el 11 % de los 72
pacientes incluidos desarrollaron NAV causada por P. aeruginosa. Dado que los
pacientes incluidos en el estudio no se corresponden con el total de enfermos
sometidos a ventilacién mecdanica ingresados, el porcentaje obtenido no se puede
considerar como la incidencia de neumonia en esta UCI que oscila entre 16 y 18
episodios por cada 1.000 dias de ventilacién mecénica. Los pacientes que desarrollan
NAYV causada por P. aeruginosa pueden estar colonizados por multiples pulsotipos
(en nuestro estudio, 5 de los 8 pacientes). Este hecho también ha sido comentado por
otros autores >2. No obstante, a pesar de que en nuestro caso los pacientes estaban

colonizados por varias cepas, s6lo una de ellas era la causante de la infeccion.
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En 7 de los 8 pacientes con NAV se demostré colonizacién en el tracto
respiratorio superior e inferior previa al diagnéstico de neumonia. En 2 pacientes las
vias respiratorias altas fueron el lugar inicial de colonizacién. En otro paciente el
origen de la colonizacién fue el tubo endotraqueal. En los 4 pacientes restantes se
produjo la colonizacién simultdnea del tracto respiratorio y el estémago por lo que no

fue posible determinar el lugar inicial de colonizacién.

No obstante, si se pudo determinar la importancia de la contaminacién ambiental,
de tal forma que en 4 de los 8 episodios de NAV, P. aeruginosa presentaba un origen
exdgeno. Los otros 4 casos de neumonia se produjeron por cepas propias de los
enfermos. De las 4 cepas de origen exdgeno, una tenia su reservorio en el grifo del
box donde se encontraba ingresado el paciente; 2 cepas mostraban el mismo PT
identificado en las superficies himedas. Respecto a la cuarta cepa, a pesar de no
haberse aislado de ambiente de la UCI, presentaba el mismo PT identificado en un
paciente anterior. Es posible que dicha cepa persistiera en un nicho ecoldgico

ambiental no pudiendo ser detectada en los cortes ambientales realizados.

En todos los enfermos en los que se pudo determinar el lugar inicial de
colonizacién, las cepas aisladas eran de origen exdgeno. En nuestro estudio, la
colonizacién de origen "enddgeno” o propio del paciente afectd siempre a varios
territorios simultdneamente, no siendo posible determinar la secuencia que conducia

a la colonizacién del tracto respiratorio inferior.

Hasta el momento, no hemos encontrado estudios similares (un estudio ambiental
y un seguimiento de los pacientes y los grifos de los boxes donde permanecian
ingresado), donde se haya demostrado la vinculacién de la contaminacién ambiental
en la colonizacién del tracto respiratorio inferior de los pacientes. Algunos
trabajos 2! 2252 destacan la transmisién cruzada entre los pacientes como causante
de la colonizacién respiratoria o la infeccién detectadas. No obstante, en ningtin caso

han podido identificar la via de transmision.
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En nuestro estudio, el estémago tuvo una cierta importancia como reservorio
inicial en la colonizacién respiratoria aunque en ninguno de los casos de NAV pudo
demostrarse que fuera el lugar inicial de colonizacién. Bergmans DCJJ y cols. %
destacan la escasa participacién de la colonizacién gastrica en el posterior desarrollo
de neumonia. No obstante su importancia sigue siendo motivo de controversia 35171
Con referencia al tracto respiratorio superior, pudo determinarse como el lugar inicial
de colonizacién en 2 de los pacientes con colonizacién traqueal y en 2 de los
pacientes con NAV. Por otro lado, se ha podido evidenciar la colonizacién de esta
localizacién y de la trdquea previa al diagnéstico de neumonia. Otros estudios,
también destacan la importancia del tracto respiratorio (faringe y traquea) como lugar
de colonizacién inicial y previa al diagndstico de neumonia 22 Por tltimo, nuestro
estudio pone en evidencia el nulo papel que ejerce el recto como reservorio tanto en
la colonizacién respiratoria como en la infeccién. En algunos trabajos se destaca el
escaso papel del recto como reservorio inicial de la NAV (en 1 de 10 casos de NAV)
*2_ Otros trabajos destacan su papel en la colonizacién respiratoria adquirida durante
la estancia de los pacientes en la UCI ¥’ o le identifican como un importante lugar
inicial de colonizacién de P. aeruginosa 118, 164 No obstante, las diferencias en la
poblacién estudiada y los métodos aplicados, asi como la ausencia del estudio de

algunas localizaciones anatémicas (estdmago y trdquea 164 y estémago y

orofaringe ''%, dificultarfan la comparacion de los resultados.

Debe senalarse que, probablemente, la frecuencia de la recogida de las muestras
en nuestro estudio (cada 3 dias) constituyera una limitacion a la hora de valorar la
ruta de la colonizacién y/o la infeccién, siendo necesario quizd realizar muestreos
diarios o varios muestreos durante el dia ** '7°, En este mismo sentido se ha sugerido
como otra limitacién la posibilidad de obtener falsos cultivos negativos que

. . . . . . ., . 170
mostrarian un niimero de microorganismos inferior al umbral de deteccién ** '7°,

Finalmente, nuestros resultados remarcan la necesidad de realizar cultivos de
seguimiento de diferentes localizaciones utilizando, ademds, métodos de tipificacién,
como el PFGE, a la hora de realizar estudios enfocados a estudiar la epidemiologia

de la colonizacién o la infeccidn causada por P. aeruginosa.
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5.5 Implicaciones del hallazgo de cultivos policlonales.

5.5.1 Estudios epidemiolégicos

La existencia de colonizaciones o infecciones policlonales, es decir, la presencia
simultdnea de dos o mds cepas de un microorganismo en la misma o en distintas
localizaciones anatdémicas de un paciente, presenta relevancia tanto en el d&mbito
clinico como epidemioldgico. Este hecho puede demostrarse por medio de cultivos
de seguimiento de las diferentes localizaciones y, especialmente, por el estudio de
miiltiples colonias en cada uno de los cultivos obtenidos. La presencia en un cultivo
de varios pulsotipos de la misma especie puede detectarse por diferencias en la
morfologia colonial. Asf, el estudio de los diferentes morfotipos de las colonias
permitiria demostrar la policlonalidad del cultivo. No obstante, en ocasiones,
distintos pulsotipos de la misma especie pueden dar lugar a colonias idénticas o de
muy dificil diferenciacién. En estos casos, solo es posible detectar la policlonalidad
del cultivo estudiando varias colonias escogidas al azar. En nuestro estudio, el
analisis de 4 aislamientos por cultivo permitié por un lado, determinar la existencia
de cultivos policlonales tanto en el ambiente de la UCI como en los pacientes
ingresados en la misma. Por otra parte, se evidenci6 no sélo la correlacién existente
entre dichas diferencias genotipicas y las variaciones morfolégicas mostradas por los
aislamientos analizados, sino que los aislamientos con el mismo morfotipo podian

asimismo presentar diferentes pulsotipos.

Con referencia a la totalidad de los cultivos obtenidos, un 13 % fueron
policlonales y aunque en mds de la mitad de dichos cultivos policlonales (77 %) las
diferencias genotipicas se correspondian con variaciones en la morfologia de los
aislamientos analizados, en un porcentaje notable (23 %) no pudieron identificarse

las distintos pulsotipos presentes en el cultivo en funcion de la morfologia de las

colonias.
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La importancia de la composicién policlonal de las colonizaciones o infecciones
se ha destacado en varios trabajos enfocados al estudio de diversos microorganismos,
p. €j. Mycobacterium avium ' 2* 3. Siaphylococcus aureus 14y estafilococos

13.81.273  analizando en la mayoria de los casos varias colonias de

coagulasa negativa
cada cultivo. Asimismo, en uno de estos estudios 81 también se menciona que las
diferencias genotipicas se producian no solo en los casos de variacién morfolégica de
las colonias, sino que también se observaban en los aislamientos que mostraban el
mismo morfotipo. Respecto a P. aeruginosa, no hemos encontrado en la bibliografia
trabajos que se parezcan desde un punto de vista metodoldgico al nuestro. Se ha
descrito la posibilidad de una colonizacién por varias cepas de P. aeruginosa durante
el seguimiento efectuado a lo largo del tiempo en pacientes con una colonizacién

38.90. 244  1a infeccién por

crénica (p. ej. enfermos que presentan fibrosis quistica)
cepas de P. aeruginosa diferentes a las identificadas en diversas localizaciones en
pacientes con bacteriemia '*°. En enfermos sometidos a ventilacién mecénica
también se ha demostrado la colonizacién por diferentes genotipos de P. aeruginosa,
gracias al estudio de varias localizaciones y del seguimiento de las mismas en el

. 22
tiempo .

Analizando la procedencia de los cultivos estudiados, aproximadamente dos
tercios de los cultivos policlonales procedian del ambiente de la UCI, mientras que el
resto de los cultivos pertenecian a los pacientes colonizados. Respecto a la
colonizacién policlonal ambiental, la mayoria de dichos cultivos (84,4 %) se
obtuvieron de los grifos de los boxes. El resto de los cultivos policlonales
ambientales provenian de las superficies himedas adyacentes a los grifos. Todos los
cultivos procedentes de las manos del personal fueron monoclonales. En el 85,2 % de
los cultivos policlonales procedentes de los grifos, existia una correlacién con la

variaciéon morfoldgica de los aislamientos analizados.

Respecto a los pacientes colonizados, en un 41 % se detecté la presencia de dos o
mdis cepas de P. aeruginosa en la misma o diferentes localizaciones anatdmicas.
Dicha frecuencia era superior a la expresada en otros estudios similares (que oscilaba

entre un 9,5 % y un 30 %) 2" ?2. No obstante, la presencia de pulsotipos distintos no
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fue uniforme en las diferentes localizaciones estudiadas. De tal forma que, la gran
mayoria (80 %) de los cultivos policlonales detectados en los pacientes procedian del
tracto gastrointestinal (que agrupaba los cultivos obtenidos del estémago y el recto),
y en particular del estémago. En el tracto gastrointestinal, la presencia de varios
pulsotipos pudo detectarse en un 75 % de los casos por la diferente morfologia de las
colonias analizadas. El resto de los cultivos policlonales se obtuvieron en el tracto
respiratorio superior (que agrupaba los cultivos procedentes de la faringe y las
secreciones subgldticas) y en el tubo endotraqueal. Dos de los 3 cultivos policlonales
obtenidos en el tracto respiratorio superior manifestaban diferencias en la morfologia
de las colonias. Es destacable el hecho de que en los cultivos pertenecientes al tracto
respiratorio inferior (trdquea y secreciones respiratorias obtenidas mediante cepillado
bronquial), todos los aislamientos estudiados presentaban el mismo pulsotipo. Asf,
incluso a pesar de que un 8,3 % de dichos cultivos mostraban colonias con diferente

apariencia morfolégica, todos los aislamientos presentaban el mismo PT.
A la vista de los resultados obtenidos se podrian destacar varios aspectos,

e El estudio de varias colonias por cultivo ha permitido establecer la relacién, ya
descrita en un apartado anterior, entre la contaminacién ambiental por P.
aeruginosa y la colonizacién de origen exdgeno detectada en la mayoria de los
pacientes ingresados en dicha unidad. Probablemente, si solo se hubiera estudiado
una colonia por cultivo dificilmente se podia haber determinado tal relacién o al
menos en tal alto porcentaje. Esta consideracién también se ha puesto de
manifiesto en un estudio referente a Mycobacterium avium, donde gracias al
estudio de hasta 10 colonias en cada cultivo pudieron demostrar por un lado, la
presencia de multiples genotipos en una fuente ambiental y, en consecuencia,

establecer el origen de la infeccién detectada en los pacientes estudiados 7,

¢ La existencia de varios pulsotipos en los cultivos procedentes de los grifos de los
boxes donde estaban ingresados los pacientes, se traduce en el hallazgo de los

mismos pulsotipos en los cultivos obtenidos del estémago de los pacientes. Asi, 9
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de los 13 cultivos policlonales obtenidos en el estémago eran consecuencia de los

cultivos policlonales detectados en los grifos.

e Otra causa de policlonalidad en los pacientes ha sido la exposicién a varias
fuentes ambientales contaminadas por distintos pulsotipos. De tal forma, tres
pacientes (pacientes 43, 73 y 86) mostraban distintos PTs en diferentes
localizaciones o en la misma localizacién a lo largo del tiempo, habiéndose

aislado los pulsotipos en fuentes ambientales diferentes.

e Es muy importante destacar que la colonizacién policlonal ha estado limitada al
tracto gastrointestinal (en concreto al estémago) y, en menor grado, al tracto
respiratorio superior. La investigacién de las vias de colonizacién de los enfermos
exige la deteccién de los distintos pulsotipos mediante el andlisis de varias
colonias por cultivo. La colonizacién de la trdquea siempre ha sido monoclonal,

asi como todos los casos de NAV.

Ante los resultados obtenidos seria recomendable la seleccién de varias colonias
en cada cultivo (tanto de aislamientos que muestren diferencias morfolégicas como
de los que presenten el mismo morfotipo), no solamente para poder determinar con
mayor seguridad el origen de las cepas que colonizan a los pacientes sino también

para poder establecer las rutas de colonizacién de los mismos.

5.5.2 Heterogeneidad de los fenotipos de sensibilidad a los
antimicrobianos

La policlonalidad existente en los cultivos no solo tiene importancia
epidemioldgica sino, ademds, importantes implicaciones clinicas, especialmente
relacionadas con el tratamiento de las infecciones. La presencia de pulsotipos
diferentes en un mismo cultivo puede traducirse en la expresiéon de diferentes

fenotipos de sensibilidad a los antimicrobianos. En un cultivo, la deteccién de los
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diferentes fenotipos de sensibilidad existentes es importante para una correcta

. ., . . . . 2
orientacion del tratamiento y, por tanto, para la supervivencia del paciente 81,280

En nuestro estudio, tras las consideraciones ya especificadas en el
correspondiente apartado del capitulo de Resultados, un 14 % del total de cultivos
analizados mostraban diferentes fenotipos de sensibilidad a los antimicrobianos. Este
hecho se dio con una frecuencia ligeramente superior en los cultivos que mostraban
mds de un morfotipo de colonia que en los que presentaban una tnica morfologia. A
pesar de ello, en 36 (10,6 %) de los 341 cultivos con una tinica morfologia colonial
se detectaron antibiotipos diferentes que no se hubieran detectado si el antibiograma
se hubiera realizado a partir de una sola colonia de la placa de aislamiento. En la
mayoria de estos cultivos (91,7 %) dichos antibiotipos eran expresados por
aislamientos que mostraban el mismo pulsotipo. Por otra parte, 20 (32,3%) de los 62
cultivos con mds de una morfologia de las colonias mostraban diferente sensibilidad
a los antimicrobianos. En esta ocasién, ademas, en 13 de esos cultivos (65 %) los
diferentes antibiotipos eran expresados por aislamientos que presentaban diferentes

pulsotipos.

Si se analizan estos resultados en funcién de la procedencia de las muestras se
observa que, en los cultivos con un tnico tipo de colonia el porcentaje de cultivos
con diferentes antibiotipos y un tunico pulsotipo fue similar en los cultivos

ambientales (8,5 %) y en los procedentes de los pacientes (10,1 %).

En cambio, en los 62 cultivos con mds de un morfotipo de colonia se observaron
diferencias. Tanto la presencia de mds de un antibiotipo como de més de un pulsotipo
se dio con una frecuencia mayor en las muestras ambientales que en los pacientes.
Asi, en el 40 % de los cultivos ambientales con diferente morfologia de las colonias
se detecté mds de un antibiotipo que se correspondian con diferentes pulsotipos en la
mayoria de ellos (71,4 %). Por otra parte, solo un 22,2 % de los cultivos con mas de
un morfotipo de colonia procedentes de los pacientes mostraban mds de un
antibiotipo y en la mitad de ellos se correspondian con diferentes pulsotipos. La

presencia de més de un antibiotipo se dio con una frecuencia superior en las muestras
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procedentes del tracto gastrointestinal. Ademads, en la mayoria de dichos cultivos (2
de 3) los distintos antibiotipos se correspondian con pulsotipos diferentes. En el resto
de los territorios analizados (tracto respiratorio superior e inferior) s6lo un cultivo
mostraba diferentes perfiles de sensibilidad y dichos cultivos siempre presentaban un
ﬁnicb pulsotipo. Estos resultados estan en consonancia con la mayor policlonalidad

de las colonizaciones del tracto gastrointestinal discutidas en el apartado anterior.

En resumen, en los cultivos con idéntica morfologia de las colonias, la expresién
de més de un antibiotipo por un pulsotipo se da por igual en los cultivos ambientales
y en las distintas localizaciones anatémicas de los pacientes, mientras que en los
cultivos con varios tipos de colonia, la presencia de més de un antibiotipo en los
cultivos ambientales, suele deberse a cultivos policlonales. En los pacientes, debe
distinguirse entre el tracto gastrointestinal y el tracto respiratorio. En el tracto
gastrointestinal, la presencia de mas de un antibiotipo también suele ser debida a la
policlonalidad del cultivo. En cambio, en el tracto respiratorio, por una parte este
hecho se da con menor frecuencia y por otra parte, los diferentes antibiotipos, que se

corresponden con colonias distintas, suelen deberse a un tnico pulsotipo.

En nuestro estudio, ademds, un mismo antibiotipo era expresado por aislamientos
con pulsotipos diferentes. La probabilidad de observar este hecho era mayor en los
cultivos con mds de un morfotipo de colonia. Asi, solo un 3 % de los 305 cultivos
con idéntica morfologia de las colonias y un dnico antibiotipo, mostraban diferentes
pulsotipos. En cambio, el 64,3 % de los 42 cultivos con diferente morfologia colonial
y un antibiotipo, mostraban diferentes pulsotipos. Dieciséis de estos 27 cultivos eran
ambientales y 11 procedian de las muestras recogidas de los pacientes. En concreto,
9 cultivos provenian del estémago y 2 del tracto respiratorio superior. Asi, en el
ambiente y en el tracto gastrointestinal el 59,5 % de los cultivos con mds de un tipo
de colonia'y el mismo antibiotipo eran policlonales, mientras que en el tracto
respiratorio practicamente todos ellos presentaban un tnico pulsotipo. La existencia
de cultivos policlonales con tnico antibiotipo se deberfa a un bajo poder

discriminativo del antibiograma cuando se utiliza como marcador epidemiolégico.
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No sorprende el hecho que distintos pulsotipos presenten diferentes fenotipos de
sensibilidad, ni que un patrén de sensibilidad sea compartido por varios pulsotipos.
Por ello, centraremos la discusién en aquellos casos en los que un pulsotipo

expresaba mas de un patrén de sensibilidad.

La heterogeneidad con respecto a la sensibilidad detectada puede deberse, por un
lado a que el mecanismo de resistencia en esta poblacién sea de aparicidn reciente y
coexistan las células sensibles y resistentes. Si existe la presién selectiva adecuada
probablemente se seleccionaran las células resistentes y rapidamente se obtendrd una
poblacién homogénea. En definitiva, estarfamos hablando de deficiencias en la

estabilidad del antibiotipo como marcador epidemioldgico ' 26,

La correlacién entre las diferencias obtenidas tras la aplicacién de una técnica
molecular y la expresién de diferente sensibilidad a los antimicrobianos, ha sido
observada en varios trabajos, ya mencionados, relativos a la colonizacién de catéteres
por estafilococos coagulasa negativa ®' o al desarrollo de infecciones causadas por

280

2 . o
273 o por Mycobacterium avium *°.

éstos ultimos

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto las limitaciones de realizar
estudios de sensibilidad a partir de una sola colonia ante la posible existencia de
cultivos policlonales '* 8" *”3 Ademds, deberia tenerse en cuenta la posibilidad de
que aunque los cultivos sean monoclonales los aislamientos pueden expresar
antibiotipos diferentes, tal y como se ha evidenciado en este estudio. El estudio de la
sensibilidad a partir de varias colonias permitiria detectar poblaciones mixtas, siendo

necesario un estudio posterior para identificar los distintos fenotipos de sensibilidad

coexistentes.

En conclusién, aproximadamente en un 10 % de los cultivos con una unica
morfologia de las colonias y con un tnico pulsotipo se identificaron diferentes
antibiotipos. Este hecho se producia con mayor frecuencia en las muestras del tracto

respiratorio de los pacientes colonizados y podria deberse a una falta de estabilidad

de este marcador.
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Por otra parte, en un 32,5 % de los cultivos con diferente morfologia de las
colonias y con pulsotipos distintos se identificaron antibiotipos diferentes. A pesar de
ello en 67,5 % de dichos cultivos con colonias de diferente apariencia morfolégica y
que mostraban diferentes PTs se detecté un tinico antibiotipo lo que podria significar

un bajo poder discriminativo de dicho marcador epidemiolégico.
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1. Se ha demostrado una importante heterogeneidad genética en las cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas en una Unidad de Cuidados Intensivos al
tipificarlas mediante macrorestriccion genoémica. La existencia de variaciones
subclonales en algunos de los pulsotipos obtenidos se ha asociado a la

persistencia de los pulsotipos y a la frecuencia de su aislamiento.

2. P. aeruginosa ha mostrado especial predileccién por las localizaciones himedas
tales como, los grifos de los boxes de la unidad y las superficies adyacentes a los
mismos, que han sido un reservorio estable de este microorganismo. Por el

contrario, su aislamiento en las manos del personal sanitario fue infrecuente.

3. La colonizacién de los pacientes ha sido, mayoritariamente, de origen ex6geno o

ambiental.

4. En la mitad de los episodios de neumonia asociada a la ventilacién mecanica las
cepas responsables eran propias de los pacientes, por lo que no se verian influidas

por las medidas encaminadas a eliminar el reservorio ambiental.

5. Los grifos de los boxes donde permanecian ingresados los pacientes se han
identificado como el reservorio principal para la colonizacién de origen exdgeno
por P. aeruginosa durante el periodo de ventilacion. Sin embargo, tan solo 1 de

las 8 cepas asociadas a neumonia procedia del grifo.

6. El lugar inicial de colonizacién solo pudo identificarse en una tercera parte de los
pacientes con colonizacion del tracto respiratorio inferior adquirida durante la
ventilacibn mecanica, en estos casos, tanto el estdbmago como el tracto
respiratorio superior tuvieron una importancia equivalente. Por otra parte, en los
episodios de neumonia asociada a la ventilacibn mecanica en los que pudo

determinarse el lugar inicial de colonizacion, el estémago no fue el origen.
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7.

10.

11.

El 13% de los cultivos fueron policlonales. En el 23% de los cultivos policlonales
no pudieron identificarse los distintos pulsotipos presentes en funcion de la

morfologia de las colonias.

Los cultivos policlonales han sido un hecho frecuente en los cultivos obtenidos
de los grifos de los boxes y, en consecuencia, en los procedentes del tracto
gastrointestinal de los enfermos, especialmente los del estomago. En contraste
con este hecho, es importante resaltar que los cultivos provenientes del tracto
respiratorio y de las muestras diagnésticas de neumonia, con independencia de la

morfologia de las colonias, han mostrado un Gnico pulsotipo.

En el 10,6 % de los 341 cultivos con una Gnica morfologia de colonia se detecto
mas de un antibiotipo. El estudio de la sensibilidad a partir de varias colonias
permitiria detectar poblaciones mixtas, siendo necesario un estudio posterior para

identificar los distintos fenotipos de sensibilidad coexistentes.

Se ha detectado una cierta falta de estabilidad en el antibiotipo ya que el 11,4 %
de los cultivos con un @nico pulsotipo mostraban més de un antibiotipo. Por otra
parte, también se ha puesto de manifiesto la falta de poder discriminativo del
antibiotipo ya que en el 69% de los cultivos con mas de un pulsotipo solo se

observé un antibiotipo.

Para determinar el origen de las cepas de P. aeruginosa y las vias de colonizacion
de los enfermos sometidos a ventilacion mecanica, es necesario realizar un
seguimiento de las distintas localizaciones anatémicas y del ambiente junto con
la aplicacion de un método de tipificacion como la electroforesis en campo

pulsante. Asimismo, es necesario analizar varias colonias por cultivo.
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Tabla 1. Morfologia de las colonias, pulsotipos y antibiotipos de los aislamientos de P.

aeruginosa obtenidos en los cortes ambientales.

Cortes  Localizaciéon Origen® N° Morfologia ¢ PT° Antibiotipo
_ambientales colonias ®
13/09/96 Box 4 S 2 1 = AZT IMP GEN TOB AK 2)
' 2 1 '8 AZT IMP GEN TOB AK )
Sala A G 3 1 1 GENTOB AK 2)
2 1 AZTIMP GENTOB AKCIP (1)
Cocina G 4 1 1 AZT 3)
1 1 AZTGEN (1)
Personal M 4 1 9 AZTIMP
17/04/97  Box1 S 4 1 8 IMP
Box 3 S 4 1 1 S (3
1 1 AZT )
Box 6 S 4 1 1 S
Box 9 S 4 1 7 AZT GENTOB
Box 11 S 4 1 2 S 3)
1 2 IMP (1)
Box 14 S 4 1 13 S
Box 15 S 4 1 12 IMP
Box 16 S 3 1 P18 3)
1 1 8 S (1)
Cocina G 4 1 1 S
Cocina S 3 1 1 S
Personal M 4 1 1 S 3)
1 1 GEN (1)
Personal M 4 1 1 S
Personal M 4 1 12 S
18/11/97 Box?2 S 2 1 13.. GENTOB AK )
1 2 7. AZT IMP GEN TOB AK )]
1 2 8 AZTIMP GENTOB AK CIP (1)
Box 5 S 4 1 11 AZT IMP GEN TOB AK CIP
Box 6 S 4 1 AZT IMP GEN TOB AK CIP
Box 7 S 4 1 IMP GEN TOB AK 2)
1 AZT IMP GEN TOB AK 2)
Box 9 S 2 1 AZT IMP GEN TOB AK CIP (2)
2 2 AZT IMP GEN TOB AK CIP (2)
Box 15 S 4 1 IMP
Cocina G 2 1 1 AZT
Personal M 4 1 15 AZTIMP GENTOB AKCIP (2)
2 15 AZTIMP GENTOB AK CIP (2)
Personal M 4 1 1 S
23/02/98 Box?2 S 4 1 S
Box s S 2 1 AZT IMP GEN TOB AK 2)
2 2 GEN (2)
Box 7 S 4 1 AZT GEN TOB AK
Box 10 S 4 1 7 AZT GENTOB AK 3)
1 7 AZT GENTOB AK CIP ¢}
Box 14 S 4 | 22 S
Cocina G 4 1 1 S
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Tabla 1. (continuacion)

Cortes  Localizacion Origen*® N° Morfologia © PT ° Antibiotipo ©
ambientales colonias ®

24/11/98 Box4 S 4 I 30 CIpP
Box 7 S 4 1 31 S
Box 11 S 4 1 32 CIP
Box 13 S 4 1 2 S
Box 16 S 4 1 1 S
Personal M 4 1 33 AZT
Personal M 4 1 33 AZT
Personal M 4 1 33 AZT
Personal M 4 1 33 AZT

* G: grifo; S: superficies; M: manos.

® N° de colonias de cada cultivo con un determinado patrén de PFGE.

¢ 1: colonias iguales entre sf; 2: colonias iguales entre si, pero diferentes de 1.

¢ La nomenclatura de los pulsotipos (PTs) retleja el orden cronoldgico de obtencidn del total de los
aislamientos del estudio. En color gris se destacan los cultivos policlonales.

¢ AZT: azreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino. Entre paréntesis se indica el n® de colonias de cada cultivo con un antibiotipo
determinado. Cuando no aparece el valor significa que todas las colonias del cultivo expresan la
misma sensibilidad a los antimicrobianos estudiados.
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Tabla 2. Morfologia de las colonias, pulsotipos y antibiotipos de los aislamientos de P.
aeruginosa obtenidos de los grifos de los boxes.

Box Fecha® N° colonias” Morfologia® PT° Antibiotipo ©
1 22/03/96 3 1 1.8 (3
1 1 2.8 ()]
2/05/96 2 2 'S 2)
2 1 285 2
2 25/06/96 4 1 2 S (2)
2 2 S )]
2 2 _GEN ()
18/07/96 4 1 2 S (3)
1 2 GEN ay
3 12/04/96 2 1 © 18 (2)
2 1 2.8 2
29/08/96 4 1 2 _AZT
11/10/96 4 1 2 _GEN
18/05/98 4 ] 2 A7T
21/05/98 2 1 £ 248 (2)
2 2 248 (2)
24/05/98 3 1 28 (1
2 28 (2)
1 3 £24 S 1
27/05/98 2 2 28 (2)
2 1 258 2)
30/05/98 3 1 2 _AZT
5/01/99 2 1 <208 (2)
2 2 24 S (2)
8/01/99 4 1 2 GEN (3)
2 2 GEN ()
11/01/99 3 1 28 (3)
1 2 24 S (€))]
14/01/99 4 1 2 GEN
4 __22/04/96 4 1 2_GEN
10/05/96 4 1 2_S
26/07/96 4 1 2 _AZT
4/10/96 4 1 2 __GEN
9/01/98 1 2 1 nH
2 1 2. (2)
13/01/98 1 2 L )]
3 1 2 3)
8/04/98 2 2 2 (2)
2 1 23 2
11/04/98 1 1 i1 (N
3 2 2 3)
14/04/98 1 1 1 (D
3 2 .20 3)
17/04/98 4 1 2
20/04/98 4 1 2
23/04/98 4 1 2 _AZT GEN
26/04/98 4 1 2_S
30/04/98 1 1 1S (1)
3 2 £2.8 (3)
29/01/99 3 1 1 S (3)
1 2 128 1)
2/02/99 4 1 1 S
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Tabla 2. (continuacién)

Box Fecha® N° colonias” Morfologia ¢ PT*° Antibiotipo
5 4/Q2/97 1 1 .S
6/02/97 4 1 1.8
27/10/97 3 1 14_AZT GENTOB AK CIP
9/05/98 4 1 1.8
12/05/98 2 1 1S (2)
15/05/98 1 1 1. S 8}
18/05/98 4 1 1S
5/01/99 4 | 1 S
7 _.26/09/96 4 1 1._S
24/04/98 4 1 1..S
27/04/98 3 1 IS 3)
1 2 28 (1)
30/04/98 1 1 | N
3/05/98 4 1 1S
8 30/01/98 3 1 28 3
1 2 178 (L
2/02/98 4 | 2__GEN
5/02/98 2 1 28 (2)
2 1 172 S (2)
8/02/98 4 1 2. GEN
14/02/98 4 1 2__GEN
17/02/98 4 | 2._GEN
20/02/98 4 1 2 GEN 3
2 2 _GEN (D
29/02/98 4 1 2 _GEN
8/12/98 4 1 2_S
11/12/98 4 1 2.8
14/12/98 4 | 2 S
10 __28/05/98 4 1 2__GEN
31/05/98 4 1 2 S (2)
2 2 GEN 2)
3/06/93 4 2 PANN (2)
1 2 S (2
3/09/98 1 1 28 S
6/09/98 1 1 28 S
9/09/98 4 1 28_8S
12/09/98 4 1 28 S
11 __18/04/97 4 1 2 _AZT
15/06/98 3 1 =18 (3)
1 2 2. GEN )]
18/06/98 2 1 18 (2)
2 2 2 GEN )
21/06/98 2 1 218 (2)
2 2 2 -GEN 2)
24/06/98 4 1 1 S (2)
2 1 S (2)
27/06/98 2 2 IS (2)
2 1 2 GEN (2)
12 2/07/98 1 1 2.8 (N
2 2 27 CIP (2)
5/07/98 3 1 2:8 (3)
1 2 27 CIP (1)
6/11/98 4 1 2.5
9/11/98 4 | 2.8
12/11/98 4 1 2 S
16/11/98 4 ] 21 _CIP
20/11/98 3 1 2.8 3)
1 2 27 CIP (1)
23/11/98 1 1 278 (N
3 1 27 :CIP 3)
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Tabla 2. (continuaci6n)

Box Fecha® N°colonias” Morfologia© PT ° Antibiotipo *
12 __5/01/99 4 1 2 _AZT
8/01/99 4 1 2 _AZT
11/01/99 4 1 2 _AZT
14/01/99 2 1 2 AZT
20/01/99 4 1 2 AZT
13 __6/04/98 2 1 2 AZT GEN
15/04/98 4 1 2 _AZT GEN
3/11/98 4 1 2 GENAK
6/11/98 4 1 2 GENAK
9/11/98 4 2 2 S )]
1 2 GEN (03]
12/11/98 4 1 2 S (¢))
1 2 GEN 3)
16/11/98 4 1 2 GEN
14 23/02/98 4 1 22 S
16 __6/02/99 4 1 1 S
9/02/99 4 1 1 S
A 30/05/96 3 1 -CIP 2
1 »1..IMP TOB AK CIP 0]
1 2 5 IMP @

* Fecha de aislamiento 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 de
seguimiento obtenidos durante el ingreso de un determinado paciente y la linea -------- separa los
ingresos de los diferentes pacientes.

® N° de colonias de cada cultivo con un determinado patrén de PFGE.

¢ 1: colonias iguales entre si; 2: colonias iguales entre s, pero diferentes de 1; el 3, colonias diferentes
dely?2.

¢ La nomenclatura de los pulsotipos (PTs) refleja el orden cronolégico de obtencién del total de los
aislamientos del estudio. En color gris se destacan los cultivos policlonales.

¢ AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino. Entre paréntesis se indica el n° de colonias de cada cultivo con un antibiotipo
determinado. Cuando no aparece el valor significa que todas las colonias del cultivo expresan la
misma sensibilidad a los antimicrobianos estudiados.
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Tabla 3. Morfologia de las colonias, pulsotipos y antibiotipos de los aislamientos de P.
aeruginosa procedentes de los 39 pacientes colonizados.

Paciente Box Muestra® Dia ° N° colonias © Morfologia ® PT * Antibiotipo '
2 1 E 3 3 1 1S (3)
1 1 2°S (1)
F 3 3 1 1.8 (3)
1 1 2.8 €]
TET 3 4 1 I S €)
1 1 AK (1)
T 3 4 1 1 S 3
1 1 GEN (H
4 3 E 6 1 2 1S (H
3 1 2:8 (2)
1 2 AZT IMP (1)
CB 7 4 1 3 GENAK (3)
1 3 GENTOB AK @)
5 4 E 3 4 1 1 S
F 3 4 1 2. . GEN
SG 3 4 1 2 GEN
R 3 4 1 4 S
6 1 E 12 | 1 2 AZT GEN
1S 1 1 1 S
18 2 2 1S (2)
2 1 28 (2)
21 4 | 2 AZT
7 4 E 3 4 1 2 S
8 A E 1 4 1 6 IMP
SG 1 4 1 6 IMP (2)
1 6 AZT IMP @))]
1 6 IMP GEN (0
TET 1 1 1 6. IMP
T 1 4 1 6. IMP
CB 2 4 1 6 IMP (3
1 6 IMP TOB 1)
11 2 F 3 4 1 1 AZT GEN AK CIP (3)
2 1 AZT GEN AK CIP (1)
SG 3 4 1 I AZT GEN AK CIP (2)
1 1 AZTIMP CIP @))
2 I AZT IMP CIP (1)
T 3 1 1 1 AZT GEN AK CIP (.
13 2 E 3 4 1 1 CIP
F 3 4 1 1 CIP 3)
1 i AZT CIP (0
SG 3 4 | i "CIp
R 3 4 i 1"AZT GENAK Cip 3)
1 1 AZT IMP GEN AKCIP (1)
14 4 E 3 4 1 2 _AZT
16 3 F 6 4 1 2 AZT
18 7 F 6 1 1 10 GEN
9 4 1 10 GEN
SG 6 1 1 10 GEN
9 4 l 10 GEN
R 9 4 1 10 GEN
21 4 SG 9 4 1 11 AZT
TET 9 4 1 11 AZT
T 9 4 1 11 _AZT
22 3 E 3 4 1 2 GEN
F 3 4 1 2 GEN
SG 3 4 1 2 _GEN
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Tabla 3. (continuacion)

Paciente Box Muestra® Dia " N° colonias © Morfologia © PT * Antibiotipo '
26 11 TET 9 4 1 12 _IMP
T 9 4 1 12 IMP (3)
1 12 AZT IMP 1)
31 5 E 1 4 1 S
. 3 4 1 S
32 5 E 3 4 1 S
6 4 1 S
36 11 E 6 4 1 AZT
F 6 4 1 AZT (3)
1 AZT IMP (€))]
43 5 E 3 4 | S
6 4 1 S
9 4 1 S
12 2 2 -S 2)
2 1 “IMP 2)
15 1 2 S )]
3 1 S 3)
18 3 2 8 (3)
1 1 S (€))]
F 9 4 1 S (3)
1 IMP O
12 4 1 S
15 4 1 S
18 4 1 S 3)
1 IMP (1)
SG 9 4 1 S 3
1 IMP 1)
12 4 1 S
15 4 1 S
18 4 1 S (2)
1 IMP (2)
TET 9 4 1 S (2)
1 IMP 2)
12 4 1 S 2)
| IMP 2)
15 4 1 S (2)
1 IMP )
18 4 1 S 2)
1 IMP (2)
T 9 4 1 S (2)
1 IMP 2)
12 4 1 S 3
1 IMP (1)
15 4 1 S
18 4 1 S
R 9 4 i S 3)
1 IMP €))
53 4 E 1 4 1 S
3 4 1 IMP
F 1 4 1 S
3 4 1 S
SG 1 4 1 S
3 4 1 S
TET 1 4 1 S
3 4 1 S
T ) 4 1 S
3 2 1 S
CB 3 i 1 S
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Tabla 3. (continuacion)

Paciente Box Muestra * Dia ® N° colonias © Morfologia ® PT * Antibiotipo
55 8 E 15 3 1 178 (3)
1 2 25 )
18 2 1 17:8 2)
2 2 2.8 (2)
21 4 1 17 S
F 18 4 1 178
21 4 1 17 S
SG 18 4 1 178
21 4 1 17 8§
TET 21 4 1 17..8
T 21 4 1 17..8
R 1 4 1 188
3 4 1 18 S
6 4 2 18 S (1
1 18 AZT 3)
9 4 1 18 S 3
1 18 AZT H
12 4 { 18 S 3
1 18 AZT ()
15 4 1 18 S (2)
1 18 AZT 2
18 4 1 17 S
21 1 1 178 )
3 1 18-S 3)
57 14 E 1 4 1 22 S
3 4 1 22 S
14 F 1 4 1 22.8
3 4 1 22 S
8 6 4 1 22 S 2
2 22§ (2)
14 SG 3 4 1 22.8
8 6 4 1 22 S
14 TET 3 4 1 228
8 6 4 1 22 S
14 T 3 4 1 22 .S
8 6 4 | 22§
14 R 1 2 2 19 AZT GEN AK (2)
2 1 21 GEN Q)
3 3 1 21 GEN 3)
1 1 22°S ()
66 13 E 3 4 1 2 AZT GEN
12 4 1 2 AZT GEN
68 4 E 3 4 1 1 S
6 2 1 1S )
2 2 28 2)
9 1 1 1S )
3 2 2:S 3)
15 4 1 2 AZT GEN
18 4 1 1 AZT GEN
R 15 4 1 2 _CIpP
18 4 1 2 _CIP
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Tabla 3. (continuacion)

Paciente Box Muestra * Dia® N° colonias ¢ Morfologia  PT © Antibiotipo '
69 7 E 6 4 1 2 AZT GEN
9 4 1 2 AZT IMP GEN
12 4 1 2 AZTIMP GEN AK
15 4 1 2 AZT IMP GEN AK
F 6 4 1 2 AZTGEN 3
1 2 AZTIMP GEN (€))]
9 4 1 - 2 AZT IMP GEN
12 4 1 2 AZTIMP GEN AK
15 4 1 2 AZTIMP GEN AK
SG 9 4 1 2 AZTIMP GEN
12 4 1 2 AZT IMP GEN AK
15 4 1 2 AZTIMP
TET 12 4 1 2 AZTIMP GEN AK
15 4 1 2 AZT IMP (2)
2 2 AZT IMP (2)
T 6 4 1 2__AZT GEN
12 4 2 2 AZTIMP (@))]
1 2 AZTIMP GEN 3)
15 4 1 2 AZTIMP 3)
2 2 AZTIMP (D
71 5 E 3 4 1 1S
6 4 1 1 S
9 4 1 1. S
SG 3 4 s
72 3 E 3 3 1 L S (3)
1 2 'S 1)
6 4 1 S
9 4 1 S
12 4 1 S
F 6 4 1 S
9 4 1 S
12 4 1 S
SG 3 1 1 AZT
6 1 1 S
9 4 1 S
12 4 1 S
TET 6 2 1 S
9 4 1 S
12 3 1 'S 3)
1 1 S (1)
T 3 1 1 S
6 4 1 S
9 4 1 S
12 4 1 S
73 10 E 3 4 1 1 _AZT
6 4 | 2 GEN
R 6 4 1 26 AZT IMP GEN TOB AK
75 15 E 1 4 1 22 S
6 4 1 22 S
9 4 1 22 S
F 1 4 1 22 .S
3 4 1 22 S
6 4 1 22 8
9 4 i 22 S
12 4 1 22 S
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Tabla 3. (continuacién)

Paciente Box Muestra * Dia ® N° colonias ¢ Morfologia ° PT * Antibiotipo '
75 SG 1 4 1 22 S
3 4 1 22 8§ 3)
2 22 S )]
6 4 | 22 S
9 4 1 22 S
12 2 1 22 S H
2 22 S (1
TET 3 3 1 22 S
6 4 1 22 S
9 4 1 22 8
12 4 1 22 S
T 1 4 1 2285
3 4 1 22 S
6 4 1 22 S
9 4 1 22 S
12 4 1 22 S
76 11 E 9 4 1 2 GEN
12 2 1 1 AZT GEN 2)
2 2 2 AZT GEN (2)
77 12 E 6 4 1 1 GEN
F 3 1 1 1._GEN
6 4 1 2 GEN
SG 3 3 1 2. GEN 3
1 2 1 GEN ()
6 4 1 2 GEN
T 6 4 1 1S
78 10 E 3 1 1 28 S
6 4 1 28 S
9 4 | 28 AZT
F (o) 4 1 28 .S
9 4 1 28 S
SG 9 4 | 28..S
TET 9 4 | 28 AZT
T 9 4 I 288
R 6 4 1 28 .8
9 4 1 28 AZT
82 13 E 12 4 1 2 GEN AK
83 12 E 3 4 1 29 S
F 3 2 1 29.°S (2)
2 2 BN (2)
6 4 1 29 S
9 4 1 29 §
12 4 1 29 S
15 4 1 29 §
SG 6 4 1 29 S
9 4 1 29 S
12 4 | 29 § 3)
2 29 S (1)
15 4 1 29 S 2)
2 29 S (2)
TET 6 4 1 29 S
9 4 1 29 S
12 4 1 29 S
15 4 1 29 S
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Tabla 3. (continuacion)

Paciente Box Muestra * Dia° N° colonias ¢ Morfologia ° PT © Antibiotipo '
83 12 T 6 4 1 29 S
9 4 1 29 S
12 4 1 29 §
15 4 1 29 S 2)
2 29 S (2)
CB 15 2 1 29 S (H
2 29 S (¢))
86 8 E 6 4 1 17 8
F 3 4 1 7__AZT GEN AK
6 4 1 7 AZT GEN AK
SG 3 4 1 7 _AZT GEN AK
6 4 1 7 _AZT GEN AK
TET 6 4 1 7. AZT GEN AK
T 6 4 1 1..AZT GEN AK
CB 8 4 1 7 AZT GEN AK
88 12 E 3 4 1 34 S
9 4 1 34 S
F 1 4 1 2 AZT
3 4 1 34 S
6 4 1 34 8§
9 4 1 34 S
SG 1 4 1 34 S
3 4 1 34 S
6 4 1 2 AZT
9 4 1 34 S
TET 1 4 1 34 S
3 4 1 34 S
6 4 1 34 S (1)
1 34 AZT 3
9 1 1 34 AZT
T 1 4 1 34 S
3 4 1 34 S
6 4 1 34 AZT
9 4 1 2 AZT
12 4 1 34 §
89 3 E 3 4 1 2_GEN
6 4 1 2 GEN
9 4 1 2 GEN
F 9 4 | 2. GEN
SG 3 4 1 2_GEN
6 4 1 2 GEN
9 4 1 2 GEN
TET 6 4 1 2 _GEN
9 4 1 2 GEN
T 3 4 1 2 GEN
6 4 1 2 GEN
9. 5 E 1 4 1 35 S
' 3 4 1 358
F 1 4 1 35 8§
3 4 1 35 S
ettt SG ] 4 ] 35S =3
' 3 4 1 35 8
TET 1 4 1 35. 8
3 4 1 35 8
T 1 4 1 35_8
3 4 1 35 8§
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Tabla 3. (continuacion).

Paciente Box Muestra® Dia " N° colonias ¢ Morfologia ¢ PT * Antibiotipo '
92 4 E 3 4 | 1. AZT IMP GEN TOB AK
F 3 4 1 1. AZTIMP GEN TOB AK
SG 3 4 1 1..AZT IMP GENTOB AK
TET 1 4 1 7. AZT IMP GEN TOB AK
3 4 1 7. AZT IMP GEN TOB AK
T 3 4 1 7. AZT IMP GENTOB AK
CB 3 4 1 1. AZT IMP GEN TOB AK.
R 3 4 1 7__AZTIMP GEN TOB AK
94 16 E 3 3 1 6 IMP 3)
1 1 1S ()
F 1 4 1 6.__IMP
3 4 1 6. AZT IMP
SG 1 4 1 6.__IMP
3 4 1 6. _AZT IMP
TET 3 4 1 6...AZT IMP
T 3 4 1 6...AZT IMP
CB 3 4 1 6. AZT IMP
R 3 4 1 1 S

* E: estémago; F: faringe; SG: subgléticas: 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 intubacién del paciente

hasta que finalizaba el estudio. 1: muestra tomada en las primeras 24 horas tras el ingreso, el resto de

las muestras se tomaron cada 3 dias (3, 6,..).

¢ N° de colonias de cada cultivo con un determinado patrén de PFGE.,

4 1: colonias iguales entre si; 2: colonias iguales entre si, pero diferentes de 1.

° La nomenclatura de los pulsotipos (PTs) refleja el orden cronoldgico de obtencidn del total de los
aislamientos del estudio. En color gris se destacan los cultivos policlonales.

© AZT: aztreonam; IMP: imipenem; GEN: gentamicina; TOB: tobramicina; AK: amikacina; CIP:
ciprofloxacino. Entre paréntesis se indica el n° de colonias de cada cultivo con un antibiotipo
determinado. Cuando no aparece el valor significa que todas las colonias del cultivo expresan la
misma sensibilidad a los antimicrobianos estudiados.
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