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1.- INTRODUCCIÓN





Introducción

3

1.1.- Pseudomonas aeruginosa. PATOGENIA Y EPIDEMIOLOGÍA

Pseudomonas y otros bacilos gramnegativos no fermentadores constituyen un

conjunto complejo de microorganismos aerobios caracterizados por utilizar los hidratos

de carbono a través del metabolismo respiratorio. Además, las bacterias pertenecientes a

este grupo toleran un amplio rango de temperaturas de crecimiento (4-42ºC) y tienen

escasos requerimientos nutricionales debido a su capacidad para emplear un gran

número de compuestos como fuentes de carbono y nitrógeno. Gracias a esta versatilidad

metabólica, este grupo microbiano ocupa un gran número de hábitats acuáticos y

terrestres, donde se encuentra generalmente asociado a materia orgánica en

descomposición, vegetales y otros seres vivos. Pseudomonas también se aísla con

frecuencia en el ámbito hospitalario, principalmente en ambientes húmedos como

respiradores, equipos de diálisis e incluso soluciones desinfectantes (Murray y cols,

2007).

Pseudomonas aeruginosa (PA), bacilo gramnegativo descrito por Schöoter en el

año 1872, es un patógeno oportunista que afecta mayoritariamente a pacientes

inmunodeprimidos (Schechner y cols, 2009), sometidos a procedimientos invasivos en

unidades de cuidados intensivos (Falagas y col, 2006; Gaynes y cols, 2005; Harris y

cols, 2002a) y/o aquejados de fibrosis quística (Lyczak y cols, 2002).

Entre los cuadros clínicos que PA puede causar, destacan la infección del tracto

respiratorio inferior (neumonía aguda e infecciones crónicas de las vías respiratorias),

infección de piel y tejidos blandos (ectima gangrenoso, piodermia, foliculitis,

dermatitis, osteomielitis, infección de quemaduras), infección del tracto urinario

(principalmente en pacientes portadores de catéteres urinarios de larga duración que han

recibido múltiples pautas antibióticas), infecciones óticas (otitis externa, otitis externa

maligna, otitis media crónica supurativa), infecciones oculares (queratitis post-

traumática, endoftalmitis y oftalmia neonatal), así como bacteriemia, septicemia y

endocarditis (principalmente en pacientes adictos a drogas por vía parenteral). Con

menor frecuencia, PA causa infecciones localizadas en el aparato digestivo

(enterocolitis necrosante e infecciones perirrectales), en el sistema nervioso central

(meningitis y abscesos cerebrales), y en el sistema musculoesquelético (pioartrosis

estenoarticular y osteomielitis) (Mandell y cols, 2006).
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Según datos del sistema de vigilancia de infección nosocomial de Estados

Unidos, PA causó el 7,9% de los episodios infecciosos comunicados en los años 2006 y

2007, ocupando la cuarta posición entre los patógenos nosocomiales más frecuentes

después de los estafilococos coagulasa negativos, Staphylococcus aureus y Escherichia

coli (Hidron y cols, 2008). Según datos del US Centers for Disease Control and

Prevention (CDC), PA es la segunda causa más frecuente de neumonía (17%), la tercera

de infección del tracto urinario (7%), la cuarta de infección de herida quirúrgica (8%), la

séptima de infecciones del torrente sanguíneo (2%) y el quinto patógeno más frecuente

en muestras de cualquier procedencia (9%), todas ellas en el ámbito nosocomial (El

Solh y Alhajhusain A, 2009).

En España, según los datos proporcionados por la Sociedad Española de

Medicina Preventiva, Salud Pública e Higiene en el Estudio de Prevalencia de las

Infecciones Nosocomiales es España (EPINE) correspondientes al Estudio de la

Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales del año 2010, la mayoría de las

infecciones bacterianas fueron causadas por bacterias gramnegativas (48,9%), tanto en

el ámbito nosocomial (54,5%), como comunitario (45,2%). Considerando el total de

microorganismos aislados en infecciones nosocomiales y comunitarias, PA fue la

segunda causa global de infección (8,1%) después de E. coli (18,6%), y la segunda

causa de infección nosocomial y comunitaria (10,9% y 6,3%, respectivamente) después

de E. coli (17,2% y 19,5%, respectivamente). Además, este estudio mostró que PA era

la primera causa de infección respiratoria nosocomial (18,6%), la segunda de infección

urinaria nosocomial (9,8%), respiratoria comunitaria (12,0%) y de herida quirúrgica

(10,7%), y la cuarta de infección urinaria comunitaria (5,3%). La prevalencia de PA en

bacteriemia fue inferior, siendo este microorganismo la séptima causa en el caso de la

bacteriemia nosocomial (4,4%) y la octava en la de origen comunitario (1,8%) junto a

Enterobacter cloacae y Enterococcus faecium. Para el conjunto de muestras restantes,

PA fue la segunda causa de infección nosocomial (9,5%) y la tercera de infección

comunitaria (4,8%) (EPINE, 2010) (Tabla 1).

En la Clínica Universidad de Navarra (CUN), durante el periodo 2002-2009 y

considerando tanto los aislamientos comunitarios como los nosocomiales, PA fue el

segundo patógeno más aislado en esputo (13,1%) y aspirado bronquial (16,5%), el

tercero en lavado broncoalveolar (13,9%) y herida (8,6%), el quinto en orina (4,1%) y el

octavo en hemocultivos (1,8%).
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La capacidad de PA para causar esta amplia variedad de infecciones, se explica

al menos en parte, por el gran número de factores de virulencia que posee esta bacteria.

Así, entre otros, se han descrito factores estructurales (cápsula exopolisacarídica,

adhesinas, pili, pigmentos difusibles, endotoxina), toxigénicos (exotoxinas A, S y T) y

enzimáticos (elastasas, proteasa alcalina, ramnolípido, fosfolipasa C) (Murray y cols,

2007). Además, PA tiene un alto nivel de resistencia intrínseca a los antibióticos, lo que

no es de extrañar, dado que compite con microorganismos productores de antibióticos

en los hábitats que ocupa. En gran medida la estructura responsable de esta baja

permeabilidad es la membrana externa de PA, que actúa como barrera de permeabilidad

contra muchas sustancias, y evita eficazmente que muchos compuestos antimicrobianos

alcancen sus blancos dentro de la célula. Se ha descrito que la membrana externa de PA

posee una permeabilidad de un 8% comparada con la de E. coli (Hancock y Speert,

2000). Esta propiedad combinada con la actividad de las bombas de flujo (MexAB-

OprM y MexXY-OprM, en particular) y las beta-lactamasas (expresión constitutiva de

AmpC) confieren a este patógeno su amplio espectro de resistencia antibiótica

(Hancock y Speert, 2000).

Además de su resistencia intrínseca, PA es capaz de adquirir mediante

transferencia horizontal muchos otros mecanismos de resistencia (enzimas que

modifican e inactivan antibióticos, otras beta-lactamasas, etc…), lo que dificulta en

mayor grado la terapia antipseudomonas (Ferrara, 2006; Ferreira y cols, 2004;

Livermore, 2001; Martínez-Martínez y Calvo, 2010). Por tanto, la gravedad de las

infecciones causadas por PA se explica tanto por el tipo el huésped que este

microorganismo infecta (pacientes inmunodeprimidos, sobre todo) como por su alta

resistencia antibiótica, que deja escasas posibilidades terapéuticas disponibles.
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Tabla 1. Prevalencia en España de las principales bacterias causantes de infección (informe global EPINE 2010).

(ITU) Infección del tracto urinario; (IHQ) Infección herida quirúrgica; (SARM) Staphylococcus aureus resistente a meticilina; (SCN) Estafilococos coagulasa negativos.

Nosocomial Comunitario

IT
U

E. coli (11,7%), P. aeruginosa (9,5%), SARM (6,2%), S. epidermidis

(6,1%), S. aureus (5,0%), C. difficile (4,7%), E. faecalis (4,4%), SCN

(3,6%), E.f aecium (3,4%), K. pneumoniae (3,4%)

E. coli (10,3%), S. aureus (7,7%), P. aeruginosa (4,8%), E. faecalis

(3,6%), SARM (3,4%), P. mirabilis (2,4%), S. epidermidis (1,7%), E.

faecium (1,7%), E. cloacae (1,7%), estreptococos grupo viridans (1,6%)

O
tr

as

in
fe

cc
io

n
es

E. coli (19,1%), P. aeruginosa (10,7%), E. faecalis (7,3%), S. aureus (5,6%), E. faecium (5,4%), E. cloacae (5,2%), S. epidermidis (4,4%), S ARM

(3,7%), P. mirabilis (3,6%), A. baumanii (2,8%)IH
Q

In
fe

cc
ió

n

re
sp

ir
at

o
ri

a

P. aeruginosa (18,6%), A. baumannii (8,9%), E. coli (7,9%), S. aureus

(7,3%), SARM (7,3%), K. pneumoniae (4,3%), H. influenzae (4,0%), S.

maltophilia (3,1%), E. cloacae (3,0%), S. marcescens (2,5%)

S. pneumoniae (16,2%), P. aeruginosa (12,0%), H. influenzae (6,3%),

(8,9%), S. aureus (6,1%), E. coli (4,9%), SARM (3,6%), K. pneumoniae

(2,5%), S. maltophilia (1,8%), M. catharralis (1,8%), E. cloacae (1,1%)

Infección
Ámbito de aislamiento

S. epidermidis (17,2%), SCN (14,4%), E. coli (10,0%), S. aureus (7,8%),

otros estafilococos (5,6%), E. faecalis (4,7%), P. aeruginosa (4,4%), K.

pneumoniae (4,3%), E. cloacae (3,5%), SARM (2,7%)

E. coli (24,4%), S. aureus (9,0%), S. epidermidis (7,6%), SCN (7,1%),

E. faecalis (5,5%), K. pneumoniae (4,8%), otros estafilococos (2,3%), P.

aeruginosa (1,8%), E. cloacae (1,8%), E. faecium (1,8%)

B
ac

te
ri

em
ia

E. coli (19,5%), P. aeruginosa (6,3%), S. aureus (6,2%), S. pneumoniae

(4,0%), E. faecalis (3,9%), K. pneumoniae (2,9%), SARM (2,7%), P.

mirabilis (2,4%), S. epidermidis (1,8%), M. tuberculosis (2,0%)

E. coli (17,2%), P. aeruginosa (10,9%), S. epidermidis (5,5%), E.

faecalis (5,1%), S. aureus (5,1%), K. pneumoniae (4,6%), SARM (3,8%),

SCN (3,6%), A. baumanni (3,3%), P. mirabilis (3,3%)

T
o

ta
l

in
fe

cc
io

n
es

E. coli (34,3%), P. aeruginosa (9,8%), K. pneumoniae (8,4%), E.

faecalis (8,0%), P. mirabilis (6,7%), E. faecium (2,6%), E. cloacae

(2,1%), M. morgannii (1,5%), S. epidermidis (1,1%), E. aerogenes

(1,0%)

E. coli (56,4%), E. faecalis (8,0%), K. pneumoniae (6,0%), P.

aeruginosa (5,3%), P. mirabilis (4,8%), E. cloacae (1,4%), S. aureus

(1,3%), E. faecium (0,9%), Enterococcus spp (0,9%), M. morgannii

(0,8%)
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1.2.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIÓTICA DE LOS

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa

Para llevar a cabo una política antibiótica adecuada y lograr una buena

aproximación terapéutica es importante conocer la epidemiología de la resistencia

microbiana, así como los mecanismos que la originan. Estos estudios no sólo persiguen

optimizar la terapia antibiótica que se administra a cada paciente, sino que también

tienen la finalidad más general de conocer el estado de susceptibilidad de una

determinada población a los antimicrobianos. Si este último tipo de vigilancia se aplica

a la población de un hospital o de un servicio, puede permitir la elaboración de guías de

tratamiento empírico y dirigido ajustadas a la endemia de los aislamientos propios de

ese ámbito.

Aunque los trabajos que analizan la susceptibilidad antibiótica de PA son

heterogéneos, tanto en su diseño como en los resultados obtenidos, la mayoría presentan

amikacina, piperacilina/tazobactam y los carbapenems imipenem y meropenem como

los antibióticos con mayor actividad antipseudomónica. Este hecho se observa tanto en

estudios que han analizado aislamientos de los cinco continentes (Jones y cols, 2003;

Jones y cols, 2009), como en estudios multicéntricos europeos (Turner, 2009; Van

Eldere, 2003) o de ámbito nacional, llevados a cabo en países distintos de España (Gad

y cols, 2008), o en España (Bouza y cols, 1999; Gamero Delgado y cols, 2007; García-

Rodríguez y cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Pardo

Serrano y cols, 2010 Sánchez-Romero y cols, 2007). En estos trabajos, las tasas de

sensibilidad oscilaron entre 82,0% y 97,9% para amikacina, 74,8 y 95,7% para

piperacilina/tazobactam, 68,0 y 94,0% para meropenem y 55,5% y 93,0% para

imipenem. Además, otros grupos han descrito también una excelente actividad para

ceftazidima frente a los aislamientos de PA, con unas tasas de sensibilidad cercanas o

superiores al 90% (Drissi y cols, 2008; Henwood y cols, 2001; Karlowsky y cols, 2011).

Ciprofloxacino y gentamicina se encuentran en el lado opuesto, ya que la

mayoría de los trabajos presentan a estos dos antibióticos como los de menor actividad

frente a PA (Álvarez-Lerma y cols, 2007; Cobo Martínez y cols, 2003; Gad y cols,

2008; Gamero Delgado y cols, 2007; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003;

Hidron y cols, 2008 ; Jones y cols, 2003; Jones y cols, 2009; Karlowsky y cols, 2011;

Pardo Serrano y cols, 2010; Sánchez-Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). En estos
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estudios, las tasas de sensibilidad oscilaron entre 84,1% y 37% para ciprofloxacino y

85,3% y 16% para gentamicina.

Sin embargo, y aunque los datos descritos en referencia a la susceptibilidad

antimicrobiana podrían aceptarse como lo más representativo de la generalidad de

casos, distintos trabajos muestran la existencia de una enorme variabilidad. Así por

ejemplo, a diferencia de lo citado anteriormente, Drissi y colaboradores presentaron a

ciprofloxacino como el antibiótico más eficaz frente a los 199 aislamientos analizados

con una tasa de sensibilidad del 97% (Drissi y cols, 2008) y Turner, en el estudio

europeo multicéntrico anual llevado a cabo en el año 2007, informó una menor tasa de

sensibilidad a imipenem (55,5%) que a gentamicina (62,3%) y ciprofloxacino (70,1%)

(Turner, 2009).

Por tanto, y aunque es recomendable conocer la epidemiología global de la

susceptibilidad antibiótica, no sólo no se deben extrapolar los datos de otros centros al

propio hospital, sino que es imprescindible ahondar en el estudio de la situación a nivel

local para poder definir y ajustar las guías de tratamiento antibiótico en cada hospital o

servicio.

En relación con la evolución de la susceptibilidad antibiótica a lo largo de los

años existe menos heterogeneidad, ya que la mayoría de los trabajos coinciden en

describir un aumento generalizado del número de aislamientos no sensibles a lo largo de

los años. En un estudio multicéntrico sobre la susceptibilidad de los aislamientos

clínicos de PA llevado a cabo en hospitales de Europa, América del Norte, América del

Sur y las regiones de Asia y Pacífico durante un periodo de 11 años (1997-2007), se

comparó la actividad antipseudomonas de piperacilina/tazobactam durante los tres

primeros años de estudio (1997-1999) con la de los últimos tres años (2005-2007)

(Jones y cols, 2009). Los autores describieron una tendencia general a la disminución de

la sensibilidad frente a piperacilina/tazobactam. Sin embargo, esta tendencia varió en

magnitud en las diferentes áreas, siendo del 2,3%, 4,0% y 11,6% para los aislamientos

de Europa, Norteamérica y región Asia-Pacífico, respectivamente. Por el contrario, en

Suramérica se detectó un aumento del 2,9% en el número de aislamientos sensibles,

aunque precisamente esta región es la que presentó la tasa más baja de aislamientos

sensibles a piperacilina/tazobactam cuando se consideró el total recogido durante los 11
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años que duró el estudio (74,8% frente al 83,0% en Europa, 88,7% en Norteamérica y

82,9% en la región de Asia-Pacífico) (Jones y cols, 2009). Por otro lado, en un estudio

llevado a cabo en Corea del Sur entre los años 2002 y 2006, se describió una

disminución de la resistencia de PA a todos los antibióticos analizados (piperacilina,

ticarcilina/clavulánico, ceftazidima, cefepime, aztreonam, imipenem, meropenem,

amikacina y gentamicina) excepto a ciprofloxacino, cuya tasa de resistencia se mantuvo

estable a lo largo de estos 5 años de estudio (Yoo y cols, 2008).

En Europa, Van Eldere analizó 716 aislamientos procedentes de cuarenta

hospitales durante el periodo abril-noviembre de 1999 y comparó los datos obtenidos

con los presentados previamente por estudios multicéntricos belgas (Van Eldere, 2003).

Este autor describió una disminución de la tasa de sensibilidad a ciprofloxacino,

amikacina, cefepime y meropenem. Concretamente, para ciprofloxacino la reducción de

sensibilidad fue del 16% entre los años 1991 y 1999 (del 87% al 71%), para amikacina

del 11% entre los años 1994 y 1999 (del 96% al 85%), para cefepime del 23% entre los

años 1997 y 1999 (del 73% al 50%) y para meropenem del 5% entre los años 1998 y

1999 (del 86% al 81%) (Van Eldere, 2003).

En España se ha descrito una situación similar a la del informe belga. Así, en su

estudio multicéntrico llevado a cabo durante el periodo 1997-2001, García-Rodríguez y

colaboradores describieron un aumento de la resistencia de PA a meropenem (del 8,6%

al 10,4%), piperacilina/tazobactam (del 8,8% al 11,1%), ceftazidima (del 11,8% al

15,8%), aztreoman (del 23,0% al 25,0%) y ciprofloxacino (del 20,6% al 26,8%)

(García-Rodríguez y cols, 2003). Asimismo, Sánchez-Romero y colaboradores

detectaron un aumento de la resistencia estadísticamente significativo para

ciprofloxacino (del 23% al 28%), imipenem (del 14% al 18%) y meropenem (del 8% al

13%) (Sánchez-Romero y cols, 2007). Este grupo comparó la susceptibilidad antibiótica

de 1014 cepas de PA aisladas en el año 1998 en 136 hospitales con la de 1250 cepas

aisladas en el año 2003 en 127 hospitales. Para amikacina, aztreonam, cefepime,

ceftazidima, gentamicina, ofloxacino, piperacilina, piperacilina/tazobactam, ticarcilina y

tobramicina no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (Sánchez-

Romero y cols, 2007).

Otros grupos españoles han realizado estudios similares a los anteriores. Por

ejemplo, Pardo y colaboradores describieron un aumento estadísticamente significativo

de la resistencia a piperacilina/tazobactam y cefepime en su estudio llevado a cabo entre
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los años 2004 y 2008 sobre 1943 aislamientos de PA recogidos en hospitales de

Castellón (Pardo Serrano y cols, 2010). Guerrero y colaboradores encontraron un

aumento estadísticamente significativo del porcentaje de aislamientos resistentes a

amikacina (del 1,5% al 5,7%), aztreonam (del 9% al 16%), ceftazidima (del 4,6% al

12,9%), ciprofloxacino (del 20,7% al 23,6%), gentamicina (del 18,5% al 26%) y

tobramicina (del 1,8% al 6,9%) (Guerrero y cols, 2003). Sin embargo, Gamero Delgado

y colaboradores detectaron un aumento en el número de cepas sensibles al analizar los

3019 aislamientos obtenidos entre los años 2000 y 2005 en un hospital de Córdoba

(Gamero Delgado y cols, 2007). En concreto, estos autores describieron que el

porcentaje de cepas sensibles a ticarcilina, ceftazidima, gentamicina, tobramicina y

ciprofloxacino aumentó en esos años del 83% al 93,5%, del 77% al 95%, del 62% al

86%, del 83% al 96,5% y del 78% al 86,5%, respectivamente. La tasas de sensibilidad a

piperacilina/tazobactam, cefepime, imipenem, meropenem y fosfomicina se

mantuvieron estables en torno a un 96%, 85%, 98%, 96,5% y 42%, respectivamente

(Gamero Delgado y cols, 2007).

Por tanto, y aunque la mayoría de trabajos han descrito la existencia de un

aumento en el número de aislamientos de PA resistentes a los antibióticos en los últimos

años, de nuevo es recomendable tener precaución a la hora de extrapolar los datos

obtenidos en otros estudios al ámbito propio. Además de analizar la epidemiología de la

resistencia antibiótica de cada centro sanitario, es necesario investigar los mecanismos

que originan dicha resistencia con el fin de intentar neutralizarlos. Seguidamente, se

describen los principales mecanismos a través de los que PA puede generar resistencia a

los antibióticos.
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1.3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS DE

Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A LOS CARBAPENEMS

1.3.1.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS CARBAPENEMS

La introducción de los carbapenems en la práctica clínica representa un gran

avance para el tratamiento de infecciones bacterianas graves causadas por bacterias

resistentes a beta-lactámicos. Debido a su amplio espectro de actividad y a su

estabilidad a la hidrólisis por la mayoría de las beta-lactamasas, los carbapenems son un

grupo antibiótico ampliamente empleado en el tratamiento de las infecciones por PA,

bien de un modo empírico, bien como tratamiento dirigido una vez conocido el

antibiograma (Mesaros y cols, 2007). Entre los carbapenems más empleados destacan

imipenem, meropenem y doripenem. Todos los carbapenems disponibles son similares

en cuanto a espectro y mecanismo de acción (inhibición de la síntesis de la pared

bacteriana), aunque con diferencias significativas en la actividad antimicrobiana que, en

último término, determinan las indicaciones clínicas de cada carbapenem.

Imipenem, antibiótico de uso intravenoso desarrollado en 1985, presenta un gran

espectro antibacteriano que incluye bacterias gramnegativas, tanto aerobias como

anaerobias, y especies de grampositivos aerobios. Imipenem es degradado rápidamente

por la enzima dehidropeptidasa I renal por lo que se administra en combinación con

cilastatina, compuesto que inhibe dicha acción enzimática. Además de bloquear su

metabolismo renal, la cilastatina aumenta los niveles de fármacos en orina y previene la

toxicidad. Meropenem, fármaco aprobado por la Agencia Española del Medicamento el

año 1995, es un compuesto químicamente similar a imipenem, y con semejante

mecanismo de acción y espectro global. Sin embargo, meropenem es más activo frente a

los gramnegativos en general, y al género Pseudomonas en particular. Además, es

estable a la enzima renal dehidropeptidasa-1 humana y por lo que no precisa la

coadministración de cilastatina, con el consecuente menor riesgo de convulviones

asociadas a este compuesto. Además permite la administración en bolus, a diferencia de

imipenem, que debe administrarse en no menos de 30 minutos debido al riesgo de

náuseas y vómitos. Doripenem, como se desarrollará en detalle en el apartado 1.5, se

presenta como el carbapenem más activo, con mayor actividad in vitro que imipenem
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frente a grampositivos y que meropenem frente a gramnegativos, y con menor potencial

para desarrollar resistencias durante su tratamiento (Fresnadillo y cols, 2010).

Aunque estos antibióticos presentan una gran importancia terapéutica, han

resultado también sensibles a la acción de varios mecanismos de resistencia bacteriana.

Actualmente, la proliferación de cepas resistentes a estos antibióticos es un problema de

ámbito mundial, principalmente entre las bacterias no fermentadoras como

Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. Se ha descrito que la prevalencia global de

cepas no sensibles a imipenem se sitúa en torno a un 21%, siendo particularmente alta

en Latino América (37,2%) (Jones y cols, 2009). En dos estudios multicéntricos

secuenciales realizados en nuestro país en los años 1999 y 2003, se recogieron los

aislamientos clínicos de PA no duplicados obtenidos en los distintos centros durante una

semana. En este estudio se detectó un aumento de la resistencia al imipenem del 13,5 al

18%, y del 8,1 al 13% para meropenem (Bouza y cols, 1999; Sánchez-Romero y cols,

2007).

Dentro del género Pseudomonas la resistencia a los carbapenems puede ser

causada bien por mutaciones puntuales en determinados genes del cromosoma

bacteriano, o bien por la adquisición horizontal de carbapenemasas (Gutiérrez y cols,

2007; Livermore, 2002). En el primer caso, clásicamente se ha considerado necesaria la

combinación de los siguientes tres mecanismos moleculares: i, mutaciones en oprD que

causen la inhibición de la producción de OprD, una porina que permite la entrada de

varios carbapenems al interior de la célula; ii, alteraciones a nivel genético en los

reguladores de expresión de las bombas de expulsión que provoquen una

sobreexpresión de estos sistemas; iii, mutaciones en los genes reguladores de la

expresión de la cefalosporinasa cromosómica AmpC que ocasionen la hiperproducción

de esta enzima (El Amin y cols, 2005; Mushtaq y cols, 2004). Por el contrario, se ha

descrito que la actividad de la carbapenemasa por sí misma es suficiente para conferir

resistencia a los carbapenems (El Amin y cols, 2005; Fritsche y cols, 2005; Mushtaq y

cols, 2004). En la Figura 1 se resumen los principales mecanismos de resistencia

desarrollados por PA (Sánchez-Gómez, 2008).
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A.- PÉRDIDA DE LA PORINA OprD

Como ya se ha comentado, la membrana externa de las bacterias gramnegativas

constituye una barrera de permeabilidad que reduce o impide la penetración de muchos

antibióticos al interior de la célula. Sin embargo, simultáneamente la membrana externa

debe ser capaz de permitir un acceso selectivo de nutrientes a la célula, para lo que

posee unas proteínas-canal llamadas porinas. Estas porinas juegan un importante papel

en el transporte de azúcares, aminoácidos, fosfatos, cationes bivalentes y sideróforos.

Además, algunos antibióticos hidrofílicos, como beta-lactámicos, aminoglucósidos,

tetraciclinas y algunas fluorquinolonas, también utilizan estas porinas para atravesar la

membrana externa y poder acceder a la célula (Lister y cols, 2009).

Por tanto, la pérdida o alteración de estas porinas puede limitar drásticamente el

acceso de los antibióticos a sus dianas intracelulares, haciendo que una bacteria que era

susceptible a esos compuestos se convierta en resistente. Como se señaló anteriormente,

este es un mecanismo de resistencia que la bacteria emplea frente a algunos

Figura 1. Representación de los principales mecanismos de resistencia de

Pseudomonas aeruginosa : (A) Baja permeabilidad tanto intrínseca como ocasionada

por la mutación de porinas, (B) Bombas de expulsión activa, (C) Enzimas modificantes,

(D) Modificación de la diana antibiótica.

A B

C
D

Membrana externa

Espacio
periplásmico y
peptidoglicano

Membrana
citoplasmática o
interna

Citoplasma

Antibiótico
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carbapenems, ya que especialmente imipenem y en menor medida meropenem y

doripenem, emplean la porina OprD como puerta de entrada a la célula (Cabot y cols,

2011; Fresnadillo y cols, 2010; Rodríguez-Martínez y cols, 2009b). Las mutaciones que

impiden la expresión de una porina normofuncional se traducen en un aumento del valor

de la concentración mínima inhibitoria (CMI) a estos antibióticos (Gutiérrez y cols,

2007; Riera y cols, 2011). Asimismo, la alteración de las porinas puede actuar

conjuntamente con otros mecanismos y aumentar el nivel global de resistencia de la

bacteria a los carbapenems (Fresnadillo y cols, 2010).

Generalmente, el estudio de la alteración de las porinas se lleva a cabo mediante

la amplificación del gen que las codifica y la posterior comparación de la secuencia

obtenida respecto a la de una cepa salvaje de referencia. Asimismo, se emplean otras

técnicas que evalúan no sólo la expresión del gen oprD, sino también la transcripción y

traducción del mismo. Así, el SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel

Electrophoresis) o el western-blot permiten cuantificar la expresión de la porina OprD

en la membrana externa (Davies y cols, 2011; Mushtaq y cols, 2004).

B.- BOMBAS DE EXPULSIÓN ACTIVA

Por otro lado, como muchos otros organismos celulares, PA posee en su

envoltura celular sistemas que, acoplados al gradiente electroquímico de protones o con

gasto de ATP, permiten la expulsión al exterior de la célula de ciertos metabolitos y

sustancias tóxicas. Las bombas de flujo se han clasificado en 5 superfamilias, de

acuerdo con su secuencia aminoacídica, la fuente de energía necesaria para su

funcionamiento y su especificidad de sustrato (Lister y cols, 2009). Para el género

Pseudomonas, el mayor número de bombas se incluyen dentro de la familia RND

(Resistance-Nodulation-Division), con un total de 12 sistemas distintos, de los que 6 son

activos frente a agentes antimicrobianos (Poole, 2001). Los sistemas RND suelen estar

compuestos por 3 proteínas: una proteína con estructura de porina que se encuentra

insertada en la membrana externa y que actúa como canal de expulsión, la bomba

propiamente dicha constituida por un transportador situado en la membrana plasmática

y una lipoproteína periplásmica que acopla los dos componentes previos (Figura 1).

Este complejo ternario forma una estructura que atraviesa toda la envoltura celular, lo
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que permite la expulsión del sustrato de la bomba desde el espacio periplásmico y el

citoplasma al medio extracelular (Lister y cols, 2009).

En PA se han descrito 10 sistemas RND: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-

OprN, MexXY-OprM, MexJK-OprM/OprH, MexGHI-OpmD, MexVW-OprM,

MexPQ-OpmE, MexMN-OprM y TriABC-OpmH. Aunque varias de estas bombas

comparten sustratos comunes, también se han descrito fenotipos de resistencia

dependientes de la expresión exclusiva de una bomba. Los sustratos de estas bombas

incluyen antibióticos, biocidas, colorantes, detergentes, disolventes orgánicos,

hidrocarburos aromáticos, lactonas y homoserina (Tabla 2) (Lister y cols, 2009).

En PA, sólo MexAB-OprM se expresa constitutivamente. La sobreexpresión de

esta bomba se asocia a la resistencia a los carbapenems, mayoritariamente a

meropenem, así como a otros beta-lactámicos solos o en combinación con inhibidores

de beta-lactamasas (IBL), y a fluorquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, macrólidos,

tetraciclinas, novobiocina, trimetroprim y sulfonamidas (Lister y cols, 2009). Masuda y

colaboradores analizaron la especificidad de los sustratos por los principales sistemas

Tabla 2. Antibióticos sustrato de los principales sistemas de expulsión activa presentes

en Pseudomonas aeruginosa.

Beta-lactámicos, fluorquinolonas, tetraciclinas,

aminoglucósidos, macrólidos, cloranfenicol

Beta-lactámicos, fluorquinolonas, tetraciclinas,

macrólidos, trimetroprim, cloranfenicol, novobiocina

Fluorquinolonas, trimetroprim, cloranfenicol

TP
1

MFP
2 Sustratos

MexF OprN

OM
3

Beta-lactámicos, inhibidores de las beta-lactamasas,

fluorquinolonas, tetraciclinas, macrólidos, trimetroprim,

cloranfenicol, novobiocina, sulfonamidas

MexX

MexA

MexD OprJ

MexE

MexY OprM

MexB OprM

MexC

(1)Transportador, (2) Proteína de fusión de membrana, (3) Proteína de membrana.



Introducción

16

diferentes de flujo presentes en el género Pseudomonas: MexAB-OprM, MexCD-OprJ

y MexXY-OprM. Las tres bombas expulsaron diferentes antibióticos, en conjunto, estos

tres sistemas fueron capaces de expulsar al exterior de la célula quinolonas, macrólidos,

tetraciclinas, lincomicina, cloranfenicol, la mayoría de las penicilinas y cefalosporinas,

meropenem y doripenem, sin afectar a imipenem ni polimixina B (Masuda y cols,

2000). En concordancia con estos resultados, otros autores demostraron que la acción

combinada de las bombas de expulsión activa en PA confería resistencia a doripenem y

meropenem, pero no a imipenem (Mushtaq y cols, 2004). La sobreexpresión del sistema

MexEF-OprN es infrecuente dentro del género Pseudomonas, y más infrecuente aún la

del resto de sistemas presentados (Fresnadillo y cols, 2010).

Para estudiar la implicación de estos sistemas en el desarrollo de resistencia a los

antibióticos, se han empleado pruebas fenotípicas y moleculares. Las primeras consisten

en emplear un inhibidor de estos sistemas de expulsión activa, como por ejemplo fenil-

arginina-beta-naftilamida, y evaluar la susceptibilidad antibiótica del microorganismo

en presencia y ausencia del inhibidor. Si la bomba de expulsión está implicada en la

resistencia a un determinado antibiótico, la susceptibilidad de la bacteria a ese

antibiótico aumentará en presencia del inhibidor (Davies y cols, 2011). Las técnicas

moleculares, como la PCR (Polymerase Chain Reaction) en tiempo real, proporcionan

una medida cuantitativa de la expresión de los genes que codifican las bombas de flujo.

Esta metodología permite deducir si los sistemas de expulsión están sobreexpresados,

comparando el nivel de expresión de la cepa problema con el de una cepa de fenotipo

salvaje (Cabot y cols, 2011; Davies y cols, 2011; Dumas y cols, 2006; Hocquet y cols,

2006; Riera y cols, 2011; Rodríguez-Martínez y cols, 2009b; Tomás y cols, 2010).

C.- HIPERPRODUCCIÓN DE LA CEFALOSPORINASA AmpC

PA produce una cefalosporinasa cromosómica inducible AmpC, similar a la

descrita en varios miembros de la familia Enterobacteriaceae. En ausencia de

inductores de AmpC, PA produce niveles de esta enzima que no son suficientes para

neutralizar la acción de la mayoría de las penicilinas y cefalosporinas antipseudomonas.

Además, se ha descrito que los carbapenems y las combinaciones de beta-lactámicos

con IBL resisten también la acción de esta cefalosporinasa cuando se produce a niveles

basales (Rice, 2006).
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La presencia de niveles adecuados de inductor promueve la sobreexpresión del

gen ampC y el consiguiente aumento de la producción de la cefalosporinasa

cromosómica. Se ha descrito que la sobreexpresión de AmpC puede ser suficiente para

que la bacteria adquiera resistencia a los beta-lactámicos, e incluso a los carbapenems

(Lister y cols, 2009). Rodríguez-Martínez y colaboradores describieron una variante de

la cefalosporinasa AmpC, denominada cefalosporinasa de espectro ampliado, que

confiere resistencia a todas las cefalosporinas, así como baja sensibilidad o resistencia a

imipenem y meropenem (Rodríguez-Martínez y cols, 2009a; Rodríguez-Martínez y

cols, 2009b).

La evaluación de la hiperproducción de esta enzima se lleva a cabo mediante

técnicas bioquímicas o moleculares. Las técnicas bioquímicas, consideradas de

referencia en muchos trabajos, permiten determinar la actividad enzimática de un

extracto bacteriano mediante la medida espectrofotométrica de la hidrólisis de un

antibiótico sensible a la acción de esta enzima, como el nitrocefín o la cefalotina

(Davies y cols, 2011; Gutiérrez y cols, 2007; Mushtaq y cols, 2004). Entre las técnicas

moleculares más empleadas para caracterizar la producción de AmpC destaca la PCR en

tiempo real (qRT-PCR), que proporciona información cuantitativa sobre el nivel de

expresión del gen ampC y permite deducir una posible sobreexpresión de la enzima

(Davies y cols, 2011; Riera y cols, 2011).

D.- PRODUCCIÓN DE CARBAPENEMASAS DE LAS CLASES A y D

Las beta-lactamasas transferibles con actividad carbapenemasa pueden

pertenecer a las clases A, B o D de la clasificación de Ambler, basada en la estructura

de estas enzimas (Ambler, 1980).

Las carbapenemasas de la clase A, pertenecientes al grupo 2f de la clasificación

funcional de Bush y colaboradores (Bush y cols, 1995), comprenden cinco clases: las

enzimas tipo SME, IMI, NMC, KPC y GES/IBC. De éstas sólo KPC y GES/IBC, ambas

plasmídicas, se han descrito en PA.

Las enzimas tipo KPC, descritas por primera vez en K. pneumoniae en el año

2008 (Yigit y cols, 2001), presentan diez variantes en enterobacterias (hasta la KPC-10).

Sin embargo, en PA sólo se han descrito las KPC-2 y KPC-5. Su espectro de hidrólisis

incluye todos los beta-lactámicos, aunque su eficacia de hidrólisis sobre los
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carbapenems y los monobactams es hasta 10 veces menor que para las penicilinas y las

cefalosporinas (Juan y Oliver, 2010).

Las carbapenemasas tipo GES se describieron por primera vez en el año 2000

casi en paralelo en una cepa de K. pneumoniae y en otra de E. cloacae. Se han descrito

nuevas variantes de esta beta-lactamasa (hasta la GES-12), pero sólo 4 de ellas poseen

actividad carbapenemasa (GES-2, -4, -5 y -6), de las que sólo GES-2 y GES-5 se han

identificado en PA hasta el momento. Además, se ha descrito la asociación de dos GES

en un mismo integrón (GES-1 y GES-5). Las enzimas GES con actividad

carbapenemasa presentan una modesta actividad sobre los monobactams (Juan y Oliver,

2010).

Las carbapenemasas de la clase D son las beta-lactamasas de tipo OXA,

descritas por primera vez en el año 1980. Hasta la fecha se han identificado más de 100

variantes, de las que OXA-40 es la única detectada en PA. Estas enzimas presentan una

moderada eficacia hidrolítica sobre los carbapenems, que es de mayor nivel frente a

imipenem que frente a meropenem. A diferencia de otras carbapenemasas, la actividad

hidrolítica de OXA sobre las cefalosporinas de espectro extendido y monobactams es

prácticamente nula (Juan y Oliver, 2010).

La detección fenotípica de las carbapenemasas de las clases A y D en PA es

complicada, ya que el efecto de los inhibidores, como ácido clavulánico, tazobactam o

sulbactam, sobre estas enzimas es variable y por lo general modesto. En los laboratorios

clínicos se emplea el test de Hodge modificado, basado en la inactivación de los

carbapenems causada por una cepa productora de carbapenemasas. Esta inactivación

permite el crecimiento de un microorganismo indicador sensible previamente sembrado

en la proximidad de la cepa sospechosa de producir estas enzimas. Este método presenta

una elevada sensibilidad para la detección de cepas productoras de carbapenemasas,

pero no permite la diferenciación entre las clases moleculares A, B y D (Lee y cols,

2001; SEIMC 2011). Por ello, su identificación requiere el empleo de métodos

moleculares o bioquímicos más sofisticados.

E.- PRODUCCIÓN DE CARBAPENEMASAS DE LA CLASE B

Las carbapenemasas de clase B son conocidas como metalo-beta-lactamasas

(MBL), ya que poseen un dominio de unión al zinc, que debe estar ocupado por dos
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iones de este metal para que la enzima mantenga su actividad hidrolítica. Por tanto,

todas las MBL tienen en común que son sensibles a la inhibición por agentes quelantes

de cationes divalentes como el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), pero no por los

inhibidores clásicos de las beta-lactamasas como el ácido clavulánico (Queenan y Bush,

2007; Walsh y cols, 2005).

Las primeras MBL caracterizadas fueron las cromosómicas y se detectaron en

patógenos oportunistas como Bacillus cereus, Aeromonas spp. y Stenotrophomonas

maltophilia (Queenan y Bush, 2007). Posteriormente se han identificado hasta ocho

grupos de MBL plasmídicas (IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM y KHM),

destacando IMP y VIM como las más extendidas. Dentro de ellas, VIM-2 es la

carbapenemasa más prevalente en el género Pseudomonas en todo el mundo (Walsh y

cols, 2005).

Las MBL de tipo IMP fueron las primeras carbapenemasas descritas como

capaces de integrarse y dispersarse horizontalmente en elementos transferibles. Estas

observaciones se hicieron en Japón en el año 1991 y en aislamientos de Serratia

marcescens (Osano y cols, 1994). Posteriormente se han descrito hasta 21 variantes de

este tipo de carbapenemasas, de las que todas excepto IMP-3, -5, -17, -23 y –24 se han

detectado en PA (Juan y Oliver, 2010).

La primera MBL de tipo VIM, la VIM-1, se describió en Verona (Italia) en el

año 1997 (Lauretti y cols, 1999). Posteriormente se identificaron variantes de la enzima

en Marsella (VIM-2) (Poirel y cols, 2000), Grecia (VIM-4) (Pournaras y cols, 2002) y

Turquía (VIM-5) (Bahar y cols, 2004). Actualmente, se han descrito hasta 23 variantes

de estas carbapenemasas y de todas ellas se han identificado representantes también en

PA, excepto VIM-12 (enterobacterias), VIM-19 (K. pneumoniae) y VIM-23 (E.

cloacae). La eficacia de la hidrólisis suele ser superior en las MBL de tipo VIM que en

las de tipo IMP, y dentro de las VIM, mayor en VIM-1 que en VIM-2 (Juan y Oliver,

2010). En España, la primera MBL, de tipo VIM-2, se describió en el año 2002 en una

cepa clínica aislada en el hospital Sant Pau i Santa Creu (Barcelona) (Prats y cols,

2002).

Las MBL de las clases SPM, GIM, SIM, AIM, DIM y KHM cuentan con un

único representante conocido y su prevalencia mundial es mucho más reducida que la

de las MBL VIM e IMP. Además, las MBL SIM-1, KHM-1 y DIM-1 únicamente se han
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detectado en Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii y Pseudomonas stutzeri,

respectivamente (Juan y Oliver, 2010).

Aunque todavía la resistencia a los carbapenems sigue siendo debida

mayoritariamente a mutaciones cromosómicas (como, por ejemplo, las que causan la

pérdida de OprD), la diseminación de MBL ha aumentado considerablemente en los

últimos años. El aumento de prevalencia de estas enzimas es uno de los principales

problemas emergentes, que complica el control de muchas infecciones, sobre todo

aquellas causadas por enterobacterias o por bacilos gramnegativos no fermentadores.

Los genes responsables de la producción de MBL suelen formar parte de integrones que

contienen además genes de resistencia frente a otros antibióticos, aminoglucósidos

principalmente. Aunque pueden localizarse en el cromosoma, dichos integrones

generalmente se encuentran en plásmidos transferibles de una bacteria a otra, lo que

facilita enormemente su dispersión (Zavascki y cols, 2006). Además, las MBL son las

únicas beta-lactamasas capaces de hidrolizar de forma eficiente todos los beta-

lactámicos bicíclicos como las penicilinas bicíclicas, las cefalosporinas y los

carbapenems; sólo los monobactams son estables a la acción de estas enzimas (Queenan

y Bush, 2007; Oliver, 2009).

Este amplio espectro de resistencia antibiótica característico de las cepas

productoras de MBL se asocia con un aumento de la mortalidad en los pacientes

infectados por estas cepas, lo que se explica probablemente por la inadecuación del

tratamiento empírico prescrito (Pitout y cols, 2005; Walsh y cols, 2005). Por tanto, la

detección temprana de los aislamientos productores de MBL es esencial para un

adecuado control de la infección y para evitar su diseminación.

En un estudio multicéntrico llevado a cabo en 127 hospitales españoles por

Gutiérrez y colaboradores en el año 2003, el 18,9% de los aislamientos clínicos de PA

recogidos fueron no sensibles a imipenem o meropenem, con una prevalencia del 0,4%

de cepas productoras de MBL (Gutiérrez y cols, 2007), es decir, menos del 0,1% de los

aislamientos totales de PA. Sin embargo, en otro estudio multicéntrico llevado a cabo

por la Red Española de Investigación en Patología Infecciosa (REIPI), se recogieron

190 aislamientos de PA en muestras de sangre procedentes de diez hospitales españoles.

La prevalencia de cepas productoras de MBL fue del 1% entre el total de las 190 cepas,
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y del 4% entre las no sensibles a carbapenems (Cabot y cols, 2011). En un estudio

publicado recientemente llevado a cabo por Riera y colaboradores, se detectó una

prevalencia de cepas de PA no sensibles a los carbapenems productoras de MBL del

6,9% (2,7% del total de aislamientos de PA). Este estudio se realizó sobre 175 cepas de

PA no sensibles a carbapenems recogidas durante el periodo 2008-2009 en 16

hospitales españoles, y siguiendo los criterios del European Committee on

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (Riera y cols, 2011).

1.3.2.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A DORIPENEM

Al igual que otros carbapenems, se ha descrito que doripenem es estable a la

acción de muchas beta-lactamasas, incluyendo las beta-lactamasas de espectro

extendido. De hecho, los estudios de Jones (Jones y cols, 2005) y Pillar (Pillar y cols,

2008), describieron una eficacia cercana al 100% para imipenem, meropenem y

doripenem sobre cepas de E. coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis productoras de

beta-lactamasas de espectro extendido. En estos trabajos se detectaron valores de CMI

inferiores para doripenem que para los otros dos carbapenems. Además, estos estudios

analizaron también aislamientos de los géneros Enterobacter, Serratia y Citrobacter

productores de AmpC desreprimida, frente a los que doripenem presentó también una

actividad cercana al 100%.

Por otro lado, según El Amin y colaboradores, la hiperproducción de AmpC por

sí sola puede determinar incrementos en el valor de la CMI a doripenem, pero no tiene

la suficiente potencia para conferir resistencia a este antibiótico (El Amin y cols, 2005).

Por el contrario, la práctica totalidad de los trabajos describen una falta de actividad de

doripenem frente a aislamientos productores de carbapenemasas de la clase B, o MBL,

que además resultan ser las carbapenemasas más prevalentes en el género Pseudomonas

(Davies y cols, 2011; Gutiérrez y cols, 2007; Jones y cols, 2004b; Juan y Oliver, 2010;

Mushtaq y cols, 2004).

Se ha descrito que imipenem se ve afectado en mayor medida por la alteración

de OprD que otros carbapenems incluyendo a doripenem, ya que por sí solo este

mecanismo es capaz de generar resistencia a imipenem. Por el contrario, esta

modificación ejerce menor efecto sobre meropenem y doripenem, aunque generalmente

sí que incrementa el valor de sus CMIs (Cabot y cols, 2011; Fresnadillo y cols, 2010;
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Rodríguez-Martínez y cols, 2009b). Para generar resistencia a doripenem es necesaria la

combinación de varios mecanismos. Por un lado, la reducción de la expresión de OprD

restringe la entrada al fármaco a la célula, lo que facilita la acción de la cefalosporinasa

AmpC. Por otro lado, doripenem es sustrato de las bombas de expulsión activa, que en

combinación con los mecanismos anteriores pueden reducir notablemente la

concentración intracelular del fármaco hasta niveles subinhibitorios (Greer, 2008;

Livermore, 2001; Matthews y Lancaster, 2009; Mushtaq y cols, 2004; Zhanel y cols,

2007). En el trabajo publicado por Mushtaq y colaboradores en el año 2004 se estudió el

fenotipo de mutantes caracterizados por la alteración de OprD sola o en combinación

con la hiperproducción de AmpC (Mushtaq y cols, 2004). Sólo para aquellos mutantes

en los que coexistían los dos mecanismos de resistencia se registró un aumento del valor

de la CMI para meropenem y doripenem. Aunque es frecuente aislar cepas que posean

alguno de los dos mecanismos, los aislamientos que expresan ambos mecanismos son

bastante más escasos. No obstante, hay varias referencias a aislamientos clínicos

resistentes a meropenem y doripenem, si bien este hecho ocurre con menos frecuencia

que el aislamiento de cepas resistentes a imipenem (Matthews y Lancaster, 2009).

1.4.- MÉTODOS DE DETECCIÓN DE CEPAS PRODUCTORAS DE

METALO-BETA-LACTAMASAS

Es posible que este incremento en la prevalencia de cepas productoras de MBL

pueda verse reforzado, además de por su creciente diseminación, por el mayor esfuerzo

demostrado por muchos laboratorios clínicos en su detección e información de su

presencia. Una vez realizado el cribado mediante la lectura interpretada del

antibiograma, siempre es necesaria la realización de pruebas fenotípicas, bioquímicas o

genéticas para constatar la presencia de las MBL.

La técnica considerada de referencia es la demostración bioquímica de la

actividad carbapenemasa mediante la cuantificación espectrofotométrica de la hidrólisis

del imipenem en extractos celulares obtenidos tras sonicación. Sin embargo, esta técnica

es muy laboriosa y de difícil aplicación en los laboratorios de diagnóstico

microbiológico (Picão y cols, 2008; Samuelsen y cols, 2008).
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Otra técnica considerada de referencia en muchos trabajos es la demostración de

la presencia de genes que codifican estas enzimas mediante técnicas moleculares, como

el empleo de qRT-PCR para cuantificar la expresión de estos genes (Franklin y cols,

2006; Qu y cols, 2009). Sin embargo, la aplicación de métodos moleculares para la

detección de mecanismos de resistencia no siempre está al alcance de los laboratorios de

Microbiología Clínica, por lo que es necesario disponer de técnicas alternativas más

sencillas y económicas que permitan obtener resultados fiables. En la actualidad no

existen métodos estandarizados de estas características para la detección de cepas

productoras de MBL.

El primer paso para la detección fenotípica de cepas productoras de MBL

consiste en la determinación del valor de la CMI de los aislamientos a los carbapenems.

En las cepas de PA productoras de MBL, el valor de la CMI de imipenem y meropenem

suele encontrarse en el intervalo de 8 a >128 µg/ml (Galani y cols, 2008; Queenan y

Bush, 2007). Aunque lo más frecuente es que estas enzimas confieran resistencia de alto

nivel a los carbapenems por lo que las cepas productoras presentan elevados valores de

CMI, éste no es un criterio infalible ya que existen cepas que aun siendo productoras de

MBL presentan valores más bajos de CMI. De hecho, este fenómeno se ha descrito en

PA productoras de MBL de la clase IMP (Juan y Oliver, 2010; Mushtaq y cols, 2004).

No obstante, la principal limitación de este método de cribado no es su falta de

sensibilidad, sino su escasa especificidad, ya que, como se comentó previamente, es

mucho más habitual la resistencia debida a mecanismos mutacionales que a la

producción de MBL. Para poder acotar más el cribado, es necesario introducir criterios

de valoración adicionales, como el hecho de que las cepas sean no sensibles a

ceftazidima, cefepime o piperacilina/tazobactam. Además, como ya se señaló, los

integrones de los genes que codifican para las MBL, suelen incluir también genes de

resistencia a los aminoglucósidos (Behera y cols, 2008). Por último, aztreonam no se ve

afectado por la acción de las MBL, por lo que si la cepa es resistente a los carbapenems

y sensible al aztreonam es probable que produzca MBL, aunque no se puede descartar

que posea mecanismos de resistencia a los carbapenems adicionales. Por el contrario, en

el caso de un aislamiento resistente a aztreonam, no se puede descartar la presencia de

MBL que coexistan con el mecanismo responsable de la resistencia al aztreonam (Juan

y Oliver, 2010).
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El mecanismo catalítico de las enzimas MBL es distinto al del resto de las beta-

lactamasas lo que se traduce también en una sensibilidad a los inhibidores distinta

(Cricco y Vila, 1999). Esto obliga a diseñar estrategias específicas para la detección de

las MBL mediante técnicas fenotípicas. En concreto, las técnicas de screening no

moleculares de cepas productoras de MBL se basan en la capacidad de los agentes

quelantes para inhibir la acción de estas enzimas. Sin embargo, no hay un método

estandarizado, sino que se emplean diferentes agentes quelantes a distintas

concentraciones (generalmente EDTA o compuestos tiólicos), así como varios sustratos

(mayoritariamente imipenem y ceftazidima) y diferentes medios de cultivo. A su vez

estas variables se modifican en los distintos métodos, siendo los más estudiados la

microdilución en caldo, las tiras de E-test MBL, el test de sinergia con doble disco, el

test de discos combinados y el test de Hodge modificado.

El test de microdilución simple es un ensayo descrito por Migliavacca y

colaboradores que consiste determinar el valor de la CMI del aislamiento a imipenem y

meropenem en presencia y en ausencia de una mezcla quelante. Esta mezcla está

compuesta por EDTA y fenantrolina a una concentración fija, que en estudios previos

no resultó inhibitoria por sí misma (sin el antibiótico) para las cepas de PA usadas en

los ensayos (Migliavacca y cols, 2002).

De manera similar, las tiras de E-test MBL permiten determinar el valor de la

CMI a imipenem en ausencia y presencia de EDTA, pero hacen uso de una metodología

distinta a la anterior. Concretamente, las tiras de E-test generan en la placa de medio de

cultivo sólido un gradiente de concentraciones del antibiótico combinado con el

quelante (este último a una concentración fija) que permite obtener la CMI de la cepa en

presencia del inhibidor. La misma tira facilita también determinar la CMI del antibiótico

sin el quelante en una zona distinta de la placa. La determinación del cociente entre

ambos valores de CMI permite valorar la influencia del quelante sobre la actividad

enzimática y, por tanto, la presencia de MBL (Walsh y cols, 2002).

El test de los discos combinados consiste en medir los halos de inhibición

generados al enfrentar el aislamiento en estudio con un disco cargado con un antibiótico

y otro disco cargado con el mismo antibiótico y un compuesto inhibidor de las MBL. La

diferencia de diámetro de los halos de inhibición generados permite deducir la presencia

de MBL en el aislamiento. Los puntos de corte de aumento del halo más empleados han

sido 6, 7 y 8 mm, según los distintos trabajos (Andrade y cols, 2007; Behera y cols,
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2008; Bergès y cols, 2007; Chu y cols, 2005; Franklin y cols, 2006; Galani y cols, 2008;

Picão y cols, 2008; Pitout y cols, 2005; Qu y cols, 2009; Samuelsen y cols, 2008; Yan y

cols, 2004; Yong y cols, 2002).

Por su parte, el test de la sinergia de doble disco se fundamenta en la

potenciación del halo de inhibición que se genera alrededor del disco antibiótico cuando

éste se enfrenta con un disco cargado con un inhibidor de la acción enzimática de las

MBL. Por tanto, se considera resultado positivo cuando se observa una potenciación del

halo de inhibición generado entre ambos discos (Arakawa y cols, 2000; Behera y cols,

2008; Chu y cols, 2005; Franklin y cols, 2006; Galani y cols, 2008, Gupta y cols, 2008;

Lee y cols, 2001; Lee y cols, 2003; Lee y cols, 2005; Marchiaro y cols, 2005; Picão y

cols, 2008; Qu y cols, 2009; Yan y cols, 2004).

Por último, y como se ha comentado anteriormente, el test de Hodge se trata de

un método que presenta una elevada sensibilidad para la detección de cepas productoras

de carbapenemasas, pero no permite la diferenciación entre las clases moleculares A, B

y D (Lee y cols, 2001; SEIMC 2011).

1.5.- TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR Pseudomonas

aeruginosa

El tratamiento antimicrobiano de las infecciones por PA suele ser complicado ya

que: i) son un grupo bacteriano caracterizado por presentar resistencia intrínseca a

muchos antimicrobianos, ii) los microorganismos sensibles pueden adquirir resistencia

durante el tratamiento por los mecanismos anteriormente citados (ver apartado 1.3.1), y

iii) porque el paciente infectado con frecuencia presenta una alteración del sistema

inmune que le hace incapaz de potenciar la actividad antibiótica (Murray, 2007).

Tradicionalmente se ha postulado que las infecciones graves por PA

(generalmente bacteriemia en pacientes con neutropenia febril) requerían un tratamiento

combinado en el que los antibióticos actuasen de un modo sinérgico. El tratamiento

combinado recomendado en infecciones por PA presenta la siguiente pauta:

piperacilina-tazobactam (3,375 g cada 4 hrs IV), imipenem (500 mg cada 6 hrs IV) o

meropenem (1 g cada 8 hrs IV) más amikacina (7,5 mg/kg cada 12 hrs IV).
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Posteriormente, este tratamiento combinado también se planteó como la mejor opción

terapéutica para otros grupos de pacientes, tuvieran o no neutropenia.

Sin embargo, con la introducción de nuevos fármacos con actividad contra

Pseudomonas, principalmente carbapenems, se cuestionó la necesidad de empleo de una

combinación antibiótica. Un gran número de expertos considera el tratamiento

combinado como la mejor opción. Sin embargo, estudios observacionales indican que el

tratamiento en monoterapia con un beta-lactámico de amplio espectro (ceftazidima 2 g

cada 8 hrs IV o cefepime 2 g cada 1 hrs IV o meropenem 1 g cada 8 hrs IV) es tan

eficaz como la terapia combinada. Por último, colistina ha permanecido como la única

opción terapéutica en infecciones por PA resistente a múltiples fármacos, siendo

necesario el ajuste de dosis en casos de insuficiencia renal y posible su uso en forma

inhalada en casos de neumonía (Mandell, 2006).

Por tanto, además de mejorar el diagnóstico clínico y las técnicas de detección

de mecanismos de resistencia de PA, es necesario el desarrollo de fármacos con

mecanismos de acción novedosos que actúen sobre dianas diferentes a las actualmente

conocidas. En los últimos años han aparecido moléculas de estas características con

acción sobre microorganismos grampositivos (linezolid, daptomicina, tigeciclina). Por

el contrario, la mayoría de antibióticos desarrollados frente a los gramnegativos en las

últimas décadas se derivan de familias antibióticas ya existentes (Karageorgopoulos y

Falagas, 2009). Este es el caso de doripenem, un nuevo carbapenem sintético, estable a

la acción de las beta-lactamasas y resistente a la inactivación por las dehidropeptidasas

renales (Greer, 2008; Paterson y DePestel, 2009). Como otros betalactámicos, su

mecanismo de acción se basa en la inhibición de la síntesis de la pared celular durante la

transpeptidación y requiere la previa unión del antibiótico a los residuos de serina de las

PBPs (penicillin binding proteins). Como consecuencia de esta inhibición, la pared

celular se debilita y la bacteria normalmente se lisa por la presión osmótica. Por tanto,

doripenem se considera un antibiótico bactericida (Paterson y DePestel, 2009).

El espectro de acción de doripenem es muy amplio, lo que se debe a su buena

capacidad de penetración en la célula, así como su elevada afinidad por las PBPs y su

resistencia a muchas beta-lactamasas de grampositivos y gramnegativos (Álvarez-

Lerma y cols, 2009; Fresnadillo y cols, 2010). Este nuevo antibiótico fue aprobado por
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la Food and Drug Administration (FDA) en el año 2007, y poco después se autorizó su

uso en Europa para el tratamiento de neumonía nosocomial (incluida la asociada a

ventilación mecánica) (Chastre y cols, 2008), infecciones complicadas intraabdominales

(Lucasti y cols, 2008) e infecciones complicadas del tracto urinario, incluida la

pielonefritis (Wagenlehner y cols, 2009). Aunque la resistencia a los carbepenems suele

ser cruzada, PA puede presentar resistencia a un carbapenem y sensibilidad a otros. Por

ello, es necesario estudiar el antibiograma de los tres carbapenems principales

(imipenem, meropenem y doripenem) por separado. En general, doripenem ha mostrado

mayor actividad in vitro que imipenem, y una actividad similar o ligeramente superior

que meropenem. Además, una ventaja de doripenem con respecto al resto de miembros

de su familia es la mayor dificultad que PA parece tener para generar resistencias frente

a este antibiótico (Mushtaq y cols, 2004; Sakyo y cols, 2006; Tanimoto y cols, 2008).

La mayoría de los trabajos que evalúan la actividad de doripenem se centran en

analizar la susceptibilidad de una amplia colección de cepas de distintos géneros y

especies frente a doripenem y otros antibióticos antipseudomónicos. Dentro de los

estudios multicéntricos que engloban aislamientos de distintos continentes, destaca el

llevado a cabo por Jones y colaboradores en hospitales de América y Europa durante los

años 2001 y 2002 sobre 35 aislamientos de PA (Jones y cols, 2004a). El método de

estudio de la sensibilidad fue el de disco-difusión y los criterios de interpretación de las

categorías de susceptibilidad los establecidos por el Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI). Por carecer de puntos de corte para doripenem, se asumieron los

determinados para imipenem y meropenem por CLSI. Este criterio fue confirmado por

Bhavnani y colaboradores atendiendo a criterios farmacocinéticos y farmacodinámicos

calculados según las simulaciones de Monte Carlo en los ensayos clínicos realizados

para doripenem en fases II y III (Bhavnani y cols, 2005). El 100% de las cepas

estudiadas fueron sensibles a imipenem, meropenem y doripenem, y los valores de las

CMI50 y CMI90 (valores de CMI a los que se inhibe el crecimiento del 50% y del 90% de

las cepas estudiadas, respectivamente) fueron 1 y 2 μg/ml, 0,25 y 1 μg/ml, y 0,25 y 0,5 

μg/ml, respectivamente (Jones y cols, 2004a). 

Más amplio fue el estudio realizado por Fritsche y colaboradores, que incluyó

829 aislamientos de PA procedentes de 70 hospitales de Norteamérica (38,3% del total),

Sudamérica (13,7%) y Europa (48,0%) como parte de un programa de vigilancia de la
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resistencia llevado a cabo durante el año 2003 (Fritsche y cols, 2005). La

susceptibilidad de estos aislamientos se determinó mediante la técnica de microdilución

en caldo. En este caso, para imipenem y meropenem se emplearon los criterios

establecidos por CLSI, y para doripenem sólo se calcularon los valores de CMI50 y

CMI90, sin interpretación de la categoría de susceptibilidad. Imipenem fue ligeramente

menos activo que meropenem (80,7% vs. 83,5% de aislamientos sensibles,

respectivamente), pero no se encontraron diferencias notables en los valores de la CMI50

y CMI90 para los tres carbapenems: 1 y >8 μg/ml para imipenem, 0,5 y 16 μg/ml 

meropenem, y 0,5 y 8 μg/ml para doripenem, respectivamente (Fritsche y cols, 2005). 

Castanheira y colaboradores analizaron 9256 cepas de PA procedentes de

hospitales de Europa, Norteamérica, América Latina y la región Asia-Pacífico recogidos

durante el periodo 2003-2007 (Castanheira y cols, 2009). La sensibilidad se determinó

mediante microdilución en caldo y la interpretación de los valores de CMI se realizó

según los criterios de CLSI, excepto para doripenem, para el que se siguió la normativa

de la FDA. En esta ocasión, meropenem resultó presentar la mayor actividad (80% de

aislamientos sensibles) seguido de doripenem (77,2%) e imipenem (76,1%). De nuevo,

no se encontraron variaciones importantes en los valores de CMI (CMI50 y CMI90 para

imipenem, meropenem y doripenem: 2 y >8 μg/ml, 0,5 y >8 μg/ml, y 0,5 y 8 μg/ml, 

respectivamente) (Castanheira y cols, 2009).

En la misma línea, se han realizado estudios multicéntricos de ámbito nacional

en Canadá (Zhanel y cols, 2011) y en Estados Unidos (Davies y cols, 2011), ambos

durante el periodo 2007-2009 y determinando el valor de la CMI mediante el método de

la microdilución en caldo. El primero interpreta el valor de la CMI según las normas

establecidas por CLSI, sin especificar qué criterios sigue para interpretar el valor de la

CMI de doripenem (Zhanel y cols, 2011), y el segundo interpreta imipenem y

meropenem según las recomendacines del CLSI, y doripenem según las del FDA

(Davies y cols, 2011). En el estudio canadiense se analizaron 1477 cepas de PA,

presentando meropenem mayor actividad (88,6% de cepas sensibles) que doripenem

(83,9%). De nuevo los valores de las CMI50 y CMI90 de ambos carbapenems fueron muy

similares (0,5 y 8 μg/ml para meropenem, y 0,5 y 4 μg/ml para doripenem, 

respectivamente), y no se estudió la susceptibilidad a imipenem (Zhanel y cols, 2011).

En el estudio americano se incluyeron 3614 cepas de PA. Meropenem fue el antibiótico

que presentó mayor actividad (88,9% de aislamientos sensibles), seguido de doripenem
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(85,3%) e imipenem (80,7). Además, en los 3 años analizados se pudo observar una

tendencia a una disminución de la sensibilidad para los tres carbapenems estudiados:

para imipenem dicha reducción fue de un 4,1%, para doripenem de un 3,3%, y para

meropenem de un 1,4%, (Davies y cols, 2011).

En España, Betriu y colaboradores analizaron la sensibilidad de 201 aislamientos

de PA recogidos durante el periodo 2006-2008 mediante microdilución en caldo e

interpretación del valor de la CMI según EUCAST (Betriu y cols, 2010). Este estudio

detectó un 9,5% de cepas resistentes imipenem, casi el doble que a doripenem (5,0%) y

meropenem (4,5%). De nuevo, la actividad de meropenem y doripenem fue muy similar

(CMI50 y CMI90 de ≤ 0,5 y 2 μg/ml para meropenem, y 0,5 y 2 μg/ml para doripenem, 

respectivamente) y superior a la de imipenem (CMI50 y CMI90 de 1 y 8 μg/ml) (Betriu y 

cols, 2010).

Finalmente, en un estudio multicéntrico español realizado posteriormente, se

analizó la sensibilidad de 448 aislamientos de PA (Gimeno y cols, 2010). El valor de la

CMI se calculó mediante microdilución en caldo y E-test, y se interpretaron los

resultados según CLSI. Las tasas de sensibilidad de nuevo coincidieron para

meropenem y doripenem (66,9% de cepas sensibles) y fueron algo mejores que para

imipenem (64,7%). No obstante, en este estudio sí se encontraron diferencias de

actividad entre los carbapenems, principalmente para el valor de la CMI de las cepas

más resistentes. Así, los valores de CMI50 y CMI90 fueron 2 y 64 μg/ml para imipenem, 

0,5 y 64 μg/ml para meropenem, y 0,25 y 16 μg/ml para doripenem (Gimeno y cols, 

2010).

1.6.- FACTORES DE RIESGO PARA LA ADQUISICIÓN DE

Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS CARBAPENEMS

Como se ha señalado anteriomente, PA es una de las principales causas de

infección nosocomial y constituye un grave problema de salud pública por su capacidad

para proliferar en el medio ambiente del hospital, y contaminar dispositivos médicos e

incluso soluciones desinfectantes. Además de afectar a pacientes con enfermedad de

base severa e inmunodeprimidos, como los aquejados de fibrosis quística, neutropenia o

inmunosupresión iatrogénica (Defez y cols, 2004; Flamm y cols, 2004; Osih y cols,
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2007; Onguru y cols, 2008), PA se ha convertido en un microorganismo endémico en

muchas unidades de cuidados intensivos (Carmeli y cols, 1999b; Flamm y cols, 2004).

Algunos estudios epidemiológicos indican que en muchas ocasiones estas infecciones

son secundarias a la colonización endógena de los pacientes. A su vez, los pacientes

colonizados por PA y el medio ambiente -principalmente ambientes húmedos como los

equipos de diálisis o los respiradores-, son continuas fuentes de infección para otros

pacientes susceptibles. Por último, se ha descrito que la colonización transitoria de las

manos del personal sanitario facilita también la transmisión de PA y otros

microorganismos en el ámbito hospitalario (Peña y cols, 2007a).

Como hemos visto, PA se caracteriza por presentar no sólo resistencia intrínseca

a muchos antibióticos de uso común en clínica, como amoxilina/clavulánico,

ceftriaxona o trimetroprim/sulfametoxazol, sino por además poseer una gran capacidad

para adquirir nuevos mecanismos de resistencia (Defez y cols, 2004; Paramythiotou y

cols, 2004; Peña y cols, 2009; Suárez y cols, 2009; Wang y cols, 2006). Por ello, el

número de agentes antimicrobianos que aún retiene actividad frente a PA es limitado e

incluye las penicilinas y cefalosporinas antipseudomonas, los carbapenems, las

fluorquinolonas y los aminoglucósidos. No obstante, se ha descrito la aparición de

resistencias a cada uno de estos agentes por separado (incluyendo los carbapenems) o a

combinaciones de ellos durante el tratamiento y este fenómeno se ha identificado con

frecuencia como la causa del fracaso del tratamiento (Carmeli y cols, 1999b; Osih y

cols, 2007).

En los trabajos que detectan aumentos de la resistencia a los carbapenems, se

describen tres grupos de factores de riesgo (FR) para la adquisición de cepas de PA no

sensibles a estos antibióticos: el consumo antibiótico previo, la relación del paciente con

el ambiente hospitalario y el uso de dispositivos invasivos, como ventilación mecánica,

catéteres urinarios e intravasculares incluyendo los procedimientos asociados a dicho

uso (Eagye y cols, 2009; Flamm y cols, 2004; Nouér y cols, 2005) (Figura 2).
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Entre estos factores, el tratamiento previo con antibióticos de amplio espectro,

especialmente carbapenems y fluorquinolonas, destaca como el principal FR para la

adquisición de cepas de PA resistentes a carbapenems (Allegranzi y cols, 2002; Ding y

cols, 2008; Paramythiotou y cols, 2004; Peña y cols, 2009; Wang y cols, 2006). Por otro

lado, la estancia hospitalaria está asociada una mayor probabilidad de colonización por

bacterias resistentes, bien por su transmisión cruzada durante el ingreso, o bien por la

aparición endógena de mutantes resistentes debido a la exposición durante mayor

tiempo a diferentes antibióticos (Bisson y cols, 2002). Sin embargo, cada vez con más

frecuencia se describe la dispersión de estos microorganismos resistentes también en el

ámbito comunitario (Rodríguez-Baño y cols, 2008). Además, el paciente puede

presentar unas condiciones que aumenten la predisposición a adquirir microorganismos

resistentes. Por tanto, los considerados FR intrínsecos son los inherentes al propio

enfermo entre los que destacan el sexo, la edad, la patología base así como las

patologías concomitantes.

Los FR exógenos, de origen médico u hospitalario, pueden predisponer al

paciente a la infección. Así, por ejemplo, la ventilación mecánica es el factor más

importante de adquisición de neumonía nosocomial debido a la presencia de un tubo

endotraqueal que favorece la aspiración de bacterias desde la orofaringe y que alcanzan

Figura 2. Principales agentes condicionantes en la aparición de resistencia en los

microorganismos y la interacción entre los mismos.
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el tracto respiratorio inferior (Trouillet y cols, 1998). Igualmente, la alimentación por

sonda nasogástrica es un tratamiento cada vez más empleado para mantener la nutrición

en personas desnutridas por disfagia o escasa ingesta oral, lo que con relativa frecuencia

ocurre en ancianos o enfermos hospitalizados (Metheny, 2006). El principal riesgo

infeccioso es la aspiración del contenido alimenticio a los bronquios, con el consecuente

mayor riesgo de neumonía, en ocasiones asociado a patógenos resistentes (Defez y cols,

2004). Por otro lado, el sondaje vesical lesiona el urotelio, induce inflamación del

mismo y es uno de los de principales factores de riesgo para adquirir infección del tracto

genitourinario (Cao y cols, 2004).

Por ser la piel una de las barreras de defensa más importantes frente a la

infección, la interrupción de su integridad supone un alto riesgo. Los pacientes se

infectan durante la intervención quirúrgica por su propia microbiota y/o por

microorganismos presentes en alguna fuente o reservorio y que habitualmente no

forman parte del ambiente del quirófano (Kollef y cols, 1997). Además, una de las

principales complicaciones post-quirúrgicas es la infección de la herida, muchas veces

asociada al empleo de materiales extraños como los drenajes. Esto se traduce en un

retraso de la recuperación del paciente y en un aumento de los días de hospitalización y

otros costes asociados al tratamiento de la infección (Arabshahi y cols, 2006).

El uso de dispositivos intravenosos, así como la posible contaminación de los

preparados parenterales aumentan las posibilidades de infección. Además, el tipo de

catéter también influye ya que los tunelizados o implantados con reservorio subcutáneo

suelen estar asociados a infecciones con más frecuencia que los no tunelizados. Los

pacientes que reciben hemodiálisis con frecuencia padecen infección de las vías ya que

requieren técnicas con acceso al sistema circulatorio. Por tanto, se establece un portal de

entrada de los microorganismos pudiendo conducir a septicemia, endocarditis o

osteomielitis, entre otras. Además, estos pacientes están sujetos a asistencia hospitalaria

continua ya que deben acudir varias veces por semana a la Unidad de Hemodiálisis, por

lo que se trata de un grupo de población muy vinculado al ámbito nosocomial.

Por último, la administración de corticoides, inmunosupresores, quimioterapia y

radioterapia conllevan la inmunosupresión del paciente, en mayor o menor grado,

pudiendo llegar a comprometer su vida. A esto se suma otro FR anteriormente

comentado ya que, por su peor condición fisiológica, estos pacientes suelen recibir una

intensa terapia antibiótica (Ohmagari y cols, 2005).
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Dada la escasez de opciones terapéuticas, cada vez con más frecuencia se recurre

al uso de colistina para tratar las infecciones refractarias a otros antibióticos (Lodise y

cols, 2007). Por otro lado, el aumento de la resistencia de PA reduce las probabilidades

de que la antibioterapia inicialmente seleccionada sea apropiada. Se ha descrito que el

retraso en la selección de un tratamiento antimicrobiano adecuado puede resultar en una

mayor morbilidad, mortalidad (especialmente en pacientes gravemente enfermos), y una

prolongación de la hospitalización con el consiguiente aumento de los gastos generados

por la atención médica (Defez y cols, 2004; Ding y cols, 2008; Harris y cols, 1999;

Hsueh y cols, 2005; Lodise y cols, 2007; Miliani y cols, 2011; Ohmagari y cols, 2005;

Suárez y cols, 2009; Suárez y cols, 2010; Vitkauskienė y cols, 2010; Zavascki y cols,

2005).

Hasta ahora, los carbapenems han estado con frecuencia en la primera línea de

defensa frente a las infecciones resistentes por PA. Sin embargo, la creciente resistencia

de PA a estos antibióticos está complicando esta situación y supone un grave problema

emergente (Eagye y cols, 2009; Onguru y cols, 2008), pues las cepas resistentes a los

carbapenems a menudo lo son también a otros antibióticos (Furtado y cols, 2009;

Lautenbach y cols, 2006; Onguru y cols, 2008).

Debido a la variedad de mecanismos de resistencia descritos, el perfil de

susceptibilidad antibiótica de PA varía significativamente no sólo de un área geográfica

a otra, sino incluso dentro del propio hospital, según el servicio del que proceda el

paciente origen del aislamiento. Por ello, es esencial identificar los FR que contribuyen

al aumento de la resistencia a los carbapenems en PA para guiar a los facultativos en la

elección de una terapia empírica eficaz. Se espera que la identificación de estos factores

permita optimizar los patrones de prescripción de antibióticos, y contribuya a frenar el

aumento de la resistencia bacteriana (Carmeli y cols, 1999b; Zavascki y cols, 2005).





2.- HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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El control de las infecciones causadas por patógenos resistentes a antibióticos es

una prioridad de salud pública a nivel mundial. Se ha detectado un progresivo aumento

del desarrollo de resistencias a los antibióticos por parte de los microorganismos, entre

los que destaca Pseudomonas aeruginosa. La resistencia antimicrobiana en este

patógeno tiene importantes repercusiones. Por un lado, se asocia a una peor evolución

clínica debido a la mayor probabilidad de instauración de un tratamiento empírico

ineficaz. Esto se traduce en la prolongación de las estancias hospitalarias y una peor

evolución clínica. Por el otro, dificulta la selección de un tratamiento válido entre un

antibiograma caracterizado por multiplicidad de resistencias. En este contexto, el

desarrollo de nuevas moléculas con distintas dianas o mecanismos de acción se

establece como una necesidad clínica para poder erradicar las infecciones causadas por

estos microorganismos. Entre ellas, doripenem se presenta como el carbapenem más

activo, con mayor actividad in vitro que imipenem frente a grampositivos y que

meropenem frente a gramnegativos, y con menor potencial para desarrollar resistencias

durante su tratamiento.

Nuestra hipótesis de trabajo es que el conocimiento por parte del clínico de las

tasas de resistencia propias del centro, de los mecanismos de resistencia de los

aislamientos microbiológicos, así como de los factores de riesgo presentes en cada

paciente para la adquisición de microorganismos resistentes, contribuirían a una

adecuada selección de las medidas farmacológicas y no farmacológicas aplicables a

cada paciente. Esto resultaría en una disminución de la morbilidad y mortalidad de los

pacientes y en una reducción de la diseminación de microorganismos resistentes, tanto

en el ámbito nosocomial como en el comunitario.

Por ello, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Analizar la epidemiología local de la resistencia antibiótica en las cepas

de Pseudomonas aeruginosa aisladas en la Clínica Universidad de

Navarra durante el periodo 2002-2009, y conocer la evolución a lo largo

de este periodo de la susceptibilidad de estos aislamientos a los agentes

antipseudomonas (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam,

ceftazidima, piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem

y meropenem).
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2. Evaluar los métodos fenotípicos más empleados para la detección de

cepas productoras de metalo-beta-lactamasas (E-test MBL, test de

microdilución simple, test de sinergia de doble disco y test de los discos

combinados) con el objetivo de determinar el método más sencillo y

fiable para su posible implantación en los laboratorios clínicos de

diagnóstico.

3. Estudiar la susceptibilidad a doripenem de aislamientos clínicos de

Pseudomonas aeruginosa no sensibles a imipenem y/o meropenem para

determinar si este nuevo carbapenem supera en actividad a otros

miembros de su familia.

4. Caracterizar los mecanismos de resistencia presentes en aislamientos

clínicos de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems.

5. Analizar los factores de riesgo asociados a la adquisición de

Pseudomonas aeruginosa no sensibles a carbapenems.

6. Analizar los factores de riesgo asociados a la mortalidad en pacientes

infectados o colonizados por Pseudomonas aeruginosa no sensibles a

carbapenems.



3.- PACIENTES, MATERIAL Y MÉTODOS
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3.1.- CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y GENOTÍPICA DE

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A

LOS CARBAPENEMS

3.1.1.- ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN DE LA SUSCEPTIBILIDAD

ANTIBIÓTICA DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas

aeruginosa

3.1.1.1.- DISEÑO DEL ESTUDIO

Se procedió a realizar un estudio retrospectivo de la evolución de la resistencia

antibiótica de los aislamientos clínicos de PA obtenidos en la Clínica Universidad de

Navarra (CUN) durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de

diciembre de 2009.

Se recogieron los datos de susceptibilidad antibiótica de los aislamientos, tanto

su categoría de sensibilidad como su valor de CMI frente a los principales antibióticos

antipseudomonas (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam, ceftazidima,

piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y meropenem) y se

clasificaron en dos grupos. El grupo 1 incluyó a todos los aislamientos de PA sensibles

a los carbapenems (PASC) y el grupo 2 a todos los aislamientos de PA no sensibles a

los carbapenems (PANSC). Siguiendo los criterios de interpretación del CLSI, se

consideró que las cepas de PA eran no sensibles a los carbapenems cuando su valor de

CMI era > o =8 g/ml (CLSI, 2011).

Se incluyó únicamente un aislamiento por paciente de PASC o de PANSC;

aquéllos que tuvieron un aislamiento de PANSC con un aislamiento previo de PASC se

incluyeron únicamente en el grupo 2, considerándose el aislamiento índice la primera

cepa de PANSC aislada. Por tanto, aquellos pacientes en los que se aisló PANSC se

incluyeron en el grupo 2, aunque previamente hubieran presentado aislamientos de

PASC (Anexo. Tabla 1). La identificación y estudio de sensibilidad se realizaron tanto

por métodos manuales como por métodos automatizados.
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3.1.1.2.- MÉTODOS DE IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIO DE

SENSIBILIDAD

La identificación y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron

en el Servicio de Microbiología de la CUN empleando métodos manuales y

automáticos.

La identificación se llevó a cabo mediante el estudio de las características

morfológicas de la colonia, pruebas manuales (fermentación de la lactosa, producción

de la enzima citocromo c oxidasa y crecimiento en caldo Brain-Heart-Infusion a 37ºC y

42ºC), las galerías API (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, Francia) y mediante el sistema

automatizado Vitek 2 (bioMérieux).

El sistema automatizado Vitek 2 identifica los microorganismos mediante la

interpretación, por medidas colorimétricas, de las reacciones bioquímicas incluidas en

tarjetas suministradas por el fabricante del equipo. Para PA se emplearon las tarjetas

GNI, ID-GNB y GN, en función de las disponibles según el año de estudio.

De manera análoga, las pruebas de susceptibilidad antibiótica se realizaron

mediante pruebas manuales (métodos del antibiograma disco-placa y método del

Epsilon test) y pruebas automáticas (sistema Vitek 2). El método de difusión en disco,

basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es una prueba que consiste en

enfrentar a un inóculo bacteriano sobre la superficie de un medio con agar a una

solución antibiótica absorbida en discos de papel de filtro (Bauer y cols, 1966). Para

PA, el medio con agar empleado fue Müeller-Hinton con cationes ajustados (MH)

Becton Dickinson, Burlington, Estados Unidos). Transcurridas 18-24 horas de

incubación a 35-37ºC en atmósfera aerobia, se procedió a la medida del diámetro de los

halos de inhibición del crecimiento bacteriano. Se interpretó como sensible, intermedio

o resistente según las categorías establecidas por el CLSI.

El método del Epsilon test utiliza una tira de plástico no poroso que incorpora un

gradiente de antimicrobiano equivalente a quince diluciones, denominada E-test (AB

Biodisk, Solna, Suecia), que se enfrenta a una solución bacteriana inoculada en la

superficie de una placa con agar MH. La tira de E-test se deposita sobre la superficie del

agar y, de forma inmediata, se produce una difusión del antibiótico en el agar. Tras 18-

24 horas de incubación a 35-37ºC en atmósfera aerobia, se puede observar una zona de

inhibición elipsoidal y simétrica que permite determinar la CMI mediante lectura
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directa. El valor de la CMI corresponde al punto en el que el extremo de inhibición del

crecimiento bacteriano intersecciona con la tira de E-test (SEIMC, 2000).

La determinación automática de la sensibilidad se realizó mediante el sistema

Vitek 2, que está basado en el método de la microdilución mediante la lectura de la

turbidez. Para ello, un inóculo del microorganismo se enfrenta a los diferentes pocillos

de las tarjetas que contienen concentraciones crecientes de antibióticos. Las tarjetas

Vitek 2, empleadas para los ensayos con PA durante este periodo fueron GN-519,

AST-N022, AST-N059 y AST-N114.

En estos ensayos, y siguiendo la normativa del CLSI, se estudió la sensibilidad

de PA a los principales antibióticos empleados en el tratamiento de infecciones por este

patógeno: Beta-lactámicos (ceftazidima, piperacilina/tazobactam, cefepime, imipenem,

meropenem, aztreonam), Aminoglucósidos (amikacina, gentamicina, tobramicina) y

quinolonas (ciprofloxacino).

3.1.1.3.- MÉTODO ESTADÍSTICO

El análisis estadístico se realizó con el paquete estadístico SPSS (Statistical

Package for Social Sciencies) (SPSS Inc., Chicago, Illinois) versión 15.0 para

Windows.

Para el estudio de las categorías de sensibilidad, se empleó la prueba de Chi-

cuadrado valorado mediante la p exacta o la prueba de Monte Carlo, mientras que para

el estudio de los valores de CMI se emplearon las pruebas de la U de Mann-Whitney y

de Kruskal-Wallis. Para comprobar la existencia de una tendencia lineal, se emplearon

las pruebas de ANOVA y de regresión lineal múltiple.

En todos los casos, el nivel de significación o error  establecido fue 0,05.

Además, para estudiar la evolución de la susceptibilidad antibiótica asociada a

cada año, se recogió el parámetro de residuos tipificados. Éste se consideró como

significativo cuando su valor era superior a 1,96.

En el análisis de la evolución de los valores de CMI a los distintos

antimicrobianos a lo largo del periodo de estudio se incluyó el parámetro eta2,

parámetro que permite conocer el porcentaje de la varianza que es debida a la variación

entre dos variables. La interpretación de su valor se especifica en la Tabla 3.
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3.1.2.- ESTUDIO DE LOS MÉTODOS FENOTÍPICOS DE DETECCIÓN

DE METALO-BETA-LACTAMASAS

3.1.2.1.- CEPAS UTILIZADAS

Durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de

diciembre de 2009 se recogieron aislamientos clínicos de PANSC. Estas cepas se

conservaron a –80ºC en viales CRIOTECA CLÁSICA (KPX06) (Microkit,

Valdemorillo, Madrid, España) hasta su estudio (Anexo. Tabla 1).

Además de los aislamientos clínicos, se emplearon otras cepas bien

caracterizadas que se enumeran a continuación:

- P. aeruginosa PAO1, proveniente de la Colección Española de Cultivo Tipo

(CECT 4122), caracterizada por presentar fenotipo salvaje.

- Cinco cepas de PA productoras de los 5 tipos de MBL más prevalentes

(VIM, SIM, GIM, SPM e IMP), todas ellas cedidas por el Servicio de

Microbiología del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander,

España).

3.1.2.2.- DETECCIÓN FENOTÍPICA DE LA PRESENCIA DE METALO-

BETA-LACTAMASAS

Se emplearon cuatro técnicas fenotípicas para estudiar la presencia de MBL,

todas ellas basadas en la capacidad del EDTA para quelar el zinc, catión imprescindible

Valor de Eta
2 Intepretación

0 Relación nula

0-0,01 Relación muy pequeña

0,01-0,09 Relación pequeña

0,09-0,25 Relación mediana

0,25-0,49 Relación grande

0,49-0,81 Relación muy grande

0,81-1 Relación casi perfecta

Tabla 3. Interpretación de los valores de Eta2 según el rango de valores.
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para que la enzima pueda ejercer su actividad hidrolítica sobre el antibiótico. Si la cepa

es productora de MBL, la acción enzimática será inhibida al poner el inóculo bacteriano

en presencia de EDTA, aumentando así la actividad del antibiótico y disminuyendo el

valor de su CMI.

En estos cuatro ensayos se emplearon como controles negativo y positivo de

producción de MBL la cepa salvaje PAO1 y una cepa clínica productora de la MBL

VIM-2 (cepa CUN-3), respectivamente.

A.- E-test DE IMIPENEM/IMIPENEM MÁS EDTA (MBL E-test) (Walsh y

cols, 2002)

Se utilizaron tiras comerciales de MBL E-test (AB Biodisk) que permiten

determinar el valor de la CMI a imipenem solo (rango de concentraciones: 256-4 g/ml)

y en presencia de EDTA (IPM+EDTA) (rango de concentraciones: 64-1 g/ml IPM).

Para ello se preparó una suspensión bacteriana inicial constituida por 1,5x108

ufc/ml (DO595nm: 0,08-0,10) y se inoculó en tres direcciones sobre una placa de MH.

Sobre la superficie de esta placa, se depositó una tira de MBL E-test y se incubó 18-

24 horas a 37ºC en atmósfera aerobia. Transcurrido este tiempo, se determinó el

cociente entre el valor de la CMI a imipenem y el valor de la CMI a la combinación de

imipenem y EDTA.

Siguiendo los criterios del fabricante, una relación CMI imipenem/CMI

imipenem+EDTA ≥8 se consideró resultado positivo para producción de MBL. 

También se consideró positiva la aparición de un “halo fantasma” en la placa

(“phamtom zone” en la literatura anglosajona), es decir, un área de inhibición del

crecimiento en la zona media de la tira. Por último, también se ha descrito que la

excreción de estas enzimas puede ocasionar una deformación de la característica elipse

del método E-test considerándose, por tanto, resultado positivo para esta prueba.
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B.- TEST DE MICRODILUCIÓN SIMPLE PARA LA DETECCIÓN DE

CEPAS PRODUCTORAS DE METALO-BETA-LACTAMASAS (Migliavacca y cols,

2002)

Se determinó el valor de la CMI de las cepas a imipenem y meropenem en

presencia y ausencia de una mezcla compuesta por 0,4 mM EDTA (Sigma, Madrid,

España) y 0,04 mM 1,10-fenantrolina (Sigma) (EDTA.Ph), agente que actúa como

estabilizador del quelante.

Para ello, se prepararon diluciones seriadas de imipenem y meropenem en una

placa de microdilución de 96 pocillos, utilizando caldo MH como diluyente hasta un

volumen final de 50 l (rango de concentraciones: 512-1 g/ml). A continuación, se

prepararon 2 ml de un inóculo bacteriano de manera que la concentración final por

pocillo fuera de 5x104 ufc. Para ello se empleó como diluyente MH o MH suplementado

con la solución quelante EDTA.Ph. Por último, se inocularon en filas vecinas de

pocillos 50 μl de cada suspensión bacteriana (rango final de concentraciones 256-0,5 

μl/ml), se sellaron las placas de microdilución con parafilm y se incubaron durante 18-

24 horas a 37ºC en atmósfera aerobia. Pasado este tiempo, se leyó la última

concentración a la cual se producía inhibición del crecimiento bacteriano para cada

antibiótico.

Los pocillos 11 y 12 se reservaron como control de esterilidad (para comprobar

la ausencia de contaminación) y control de crecimiento (para comprobar que no se

produjo inhibición del crecimiento bacteriano por causas distintas a las estudiadas),

respectivamente.

Para comprobar la reproducibilidad de los resultados el estudio se realizó por

triplicado.

C.- HIDRÓLISIS DEL IMIPENEM Y SU POSTERIOR INHIBICIÓN CON

EDTA (Lauretti y cols, 1999)

En este ensayo, la producción de MBL se pone de manifiesto al medir

espectrofotométricamente la desaparición de imipenem por hidrólisis en presencia de

una cepa productora de MBL, y la posterior inhibición de esta hidrólisis cuando la

solución de imipenem se combina con EDTA. Este método requiere la obtención de un
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extracto celular enriquecido en MBL. La extracción y caracterización de este extracto se

describe a continuación:

Extracción de las proteínas

Se inoculó una colonia procedente de un cultivo fresco en 10 ml de MH caldo y

el caldo se incubó 16-18 horas en atmósfera aerobia a 37ºC en agitación.

Posteriormente, se inocularon 2 ml de este cultivo en 10 ml de MH y se volvió a incubar

en las mismas condiciones hasta que se alcanzó la fase exponencial de crecimiento

(DO595nm: 0,6-0,8). Se centrifugó durante 15 minutos a 2000 g, se desechó el

sobrenadante y se resuspendió el sedimento con una solución 50 mM de ácido (2-

hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico (Hepes) (Sigma), pH 7,0. A continuación, se

lavaron los extractos bacterianos con 2 ml de una solución compuesta por 50 mM de

Hepes, pH 7,0 y 5 μM de sulfato de zinc, se centrifugó 5 minutos a 15700 x g y se 

sonicó un total de 5 ciclos a máxima potencia en esta misma solución de Hepes y

sulfato de zinc. Posteriormente, se centrifugó 5 minutos a 1600 g y se recogió el

sobrenadante.

Determinación de proteínas

La determinación de la cantidad de proteína presente en cada extracto se hizo

según el método de Bradford, el cual está basado en el cambio de color que se produce

cuando las proteínas se unen a un colorante (Bradford, 1976). Para esto, primero es

necesario elaborar una curva de calibración en la que se utilizan diluciones de una

proteína pura de concentración conocida (en este caso, seroalbúmina bovina) en un

reactivo que contiene el colorante (reactivo de Bradford, Bio-Rad Laboratories,

Hercules, California, Estados Unidos). A continuación, se añade una alícuota de cada

extracto proteico y se mide la absorbancia a la misma longitud onda (595 nm).

Extrapolando estos datos de absorbancia en la curva patrón se obtiene la cantidad

(µg/ml) de proteína presente en cada extracto.

Medida espectrofotométrica de la hidrólisis del imipenem

La medida espectrofotométrica de la hidrólisis del imipenem se llevó a cabo en

un volumen de 1 ml de la solución 50 mM de Hepes (Sigma), pH 7,0 suplementada con

5 µM de sulfato de zinc (Sigma) a 25ºC, ajustando la concentración final de proteína a 5

µg. La hidrólisis de imipenem se midió a 297 nm durante 60 minutos usando una

concentración inicial de 150 mM del antibiótico. Posteriormente, se repitió el ensayo
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con aquellas cepas que habían presentado una hidrólisis significativa del imipenem,

añadiendo a la cubeta de reacción una solución 0,4 mM de EDTA. Se consideró que la

cepa era productora de MBL si en este segundo ensayo la adición del quelante inhibía la

hidrólisis de dicho carbapenem.

D.- TEST DE SINERGIA DE DOBLE DISCO (Qu y cols, 2009)

Este test se realizó siguiendo las recomendaciones establecidas por el CLSI para

el método de disco-difusión. Se preparó un inóculo bacteriano 1,5x108 ufc/ml y se

inoculó en una placa de agar MH. Se depositaron un disco de imipenem (10 g)

(Becton-Dickinson) y un disco de ceftazidima (30 g) (Becton-Dickinson) a 10 mm

(borde a borde) de un disco de papel de filtro previamente impregnado con 10 l de una

solución 0,1 M EDTA.

Se consideró resultado positivo para la producción de MBL la potenciación del

halo de inhibición generado entre los discos de antibiótico y quelante.

E.- TEST DE LOS DISCOS COMBINADOS (Behera y cols, 2008)

Este test también se realizó siguiendo las recomendaciones establecidas por el

CLSI para el método de disco-difusión. Se preparó un inóculo bacteriano a una

concentración 1,5x108 ufc/ml, se inoculó en una placa de agar MH y, seguidamente, se

depositaron tres discos de imipenem (10 g) (Becton-Dickinson). Dos de ellos se

impregnaron con dos soluciones de EDTA a distinta concentración: uno se impregnó

con 372,5 g EDTA y el otro con 745 g. El tercer disco no se impregnó con ningún

quelante.

Se consideró resultado positivo para la producción de MBL un aumento del

diámetro del halo de inhibición de los discos que contenían EDTA de al menos 6 mm

superior respecto al disco únicamente contenía EDTA. Igualmente se analizaron los

aumentos de los halos de inhibición de 7 y 8 mm.
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3.1.2.3.- DETECCIÓN DE GENES CODIFICANTES DE METALO-

BETA-LACTAMASAS

A.- EXTRACCIÓN DEL ÁCIDO DESOXIRIBONUCLEICO.

Se partió de cultivo de 1 UFC que se subcultivó en placas de agar sangre durante

18-24 horas a 37ºC para asegurar la pureza del cultivo. Se resuspendieron varias

colonias en 200 l de agua libre de DNA y RNA y se hirvieron 5 minutos a 100ºC. Esta

suspensión se dejó enfriar, se centrifugó 3 minutos a 15700 g y el sobrenadante de esta

centrifugación se recogió y se conservó a –20ºC.

B.- REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) MÚLTIPLE

(Mendes y cols, 2007)

Los genes codificantes se detectaron mediante PCR múltiple y posterior

secuenciación de los amplicones. La reacción de amplificación se realizó en un volumen

final de 25 l con las siguientes concentraciones finales: 2 l de DNA, 2,5 l de buffer

para PCR (10X PCR Gold Buffer, Applied Biosystems, Foster City, California, Estados

Unidos), 200 M de DNTPs (PCR Nucleotide Mix 10 mM, Promega Corporation,

Madison, Wisconsin, Estados Unidos), 25 ρM de cada cebador (Invitrogen, Barcelona, 

España) (VIM-F, VIM-R, SIM-F, SIM-R, GIM-F, GIM-R, SPM-F, SPM-R, IPM-F e

IPM-R), 2 mM de Mg2+ (Cl2Mg 25 mM, Applied Biosystems), 2,5 U de Taq polimerasa

(AmpliTaq Gold 5 UI/l, Applied Biosystems) y agua libre de DNA y RNA

(Invitrogen) hasta completar el volumen final. Las secuencias de los nucléotidos de los

cebadores se detallan en la Tabla 4.

La amplificación se realizó en el termociclador 2720 Thermo Cycler (Applied

Biosystems) con las siguientes condiciones de reacción: un ciclo inicial de 5 minutos a

95ºC, seguido de treinta y cinco ciclos de 20 segundos a 94ºC, 45 segundos a 53ºC y 30

segundos a 72ºC, y un ciclo final de 7 minutos a 72ºC.

Los productos de amplificación se visualizaron mediante electroforesis en geles

de agarosa (Pronadisa, Alcobendas, Madrid, España) al 1% en buffer TBE (Invitrogen)

con 0,50 µg/mL de bromuro de etidio (Bio-Rad). La electroforesis se realizó durante 45

minutos a un voltaje constante de 100 V. Las bandas de amplificación se visualizaron
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utilizando un transiluminador de luz ultravioleta y los tamaños de los amplicones se

calcularon mediante comparación con un marcador de pesos moleculares de 100 pb

(100 bp Molecular Ruler, Bio-Rad) colocado en uno de los pocillos del gel. Se usaron

como controles positivos las cepas productoras de MBL tipos VIM-2, IMP-13, SIM-1,

GIM-1 y SPM-1, y como control negativo la cepa salvaje PAO1.

C.- PURIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE

AMPLIFICACIÓN

Una vez visualizadas las bandas de los amplicones, el producto de amplificación

obtenido se purificó mediante el kit GFXTM PCD and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las bandas purificadas se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación del

Centro de Investigación Médica Aplicada (Pamplona). Las secuencias obtenidas se

analizaron mediante el programa Chromas Pro versión 2.33 y posterior estudio

mediante la base de datos Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
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VIM-F

VIM-R

SPM-F

SPM-R

SIM-F

SIM-R

GIM-F

GIM-R

IMP-F

IMP-R

proC-F

proC-R

rep-F

rep-R

mexB-F

mexB-R

ampC-F

ampC-R

oprD-F

oprD-R

oprD2-F

oprD2-R

ACTTCACCGAGGGCAAGG
296

CAGAGTTGGCGAGGAAAATC

Secuencia (5' - 3')

188

188

310

296

TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC

Uso

GGCAGAGATAATTTCAAAACCAA
1384

GTTGCCTGTCGGTCGATTAC

Cuantificar la expresión del gen ampC

Amplificación y secuenciación del gen oprD

TCCAGGCCGCTGAGGATGGC

Amplicón

(pb)

569

72

TTGATAAGGCCCATTTTCGCGT

TCTGCTGCTCGATCACCTGGA

Cebador

GGCGACATGACAGGGCCT

CGGAACGACCATTTGAATGG

GAATAGAATGGCTTAACTCTC

ICCAAACCACTAGGTTATC

CAGGCCGGGCAGTTGCTGTC

GGTCAGGCGCGAGGCTGTCT

382

798

IIIGCGCCGICATCAGGC

ACGTCTTATCAGGCCTAC

CCTTTTCCGCGACCTTGATC

GTACAAGGGATTCGGCATCG

TGGCCTGTTCCCATGTGAG

GTTTGGTCGCATATCGCAAC

AATGCGCAGCACCAGGATAG

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG

Amplificación y secuenciación del gen bla VIM

Amplificación y secuenciación del gen bla SPM

Amplificación y secuenciación del gen bla SIM

Amplificación y secuenciación del gen bla GIM

Amplificación y secuenciación del gen bla IMP

Cuantificar la expresión del gen mexB

Normalizar la cantidad de RNA inicial empleado

Determinar relación clonal de los aislamientos

Secuenciación del gen oprD

Tabla 4. Secuencias de nucleótidos de los cebadores empleados y tamaño esperado de los productos de la amplificación .





Pacientes, material y métodos

53

3.1.2.4.- CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES

CODIFICANTES DE METALO-BETA-LACTAMASAS MEDIANTE PCR EN

TIEMPO REAL

A.- EXTRACCIÓN DEL RNA

Se inoculó una colonia de cada cepa en estudio en 3 ml de caldo Luria-Bertani

(Pronadisa) y el caldo se incubó 18-24 horas a 37ºC en agitación. A continuación, se

hizo una dilución 1:100 en este mismo caldo y la nueva suspensión se incubó en las

mismas condiciones hasta que se alcanzó la fase exponencial de crecimiento

(DO595nm=0,6-0,8). Tras centrifugar el caldo 5 minutos a 15700 g, el sedimento se

resuspendió en el buffer TE y se trató con 4 l de lisozima (Sigma) durante 3-5 minutos

a temperatura ambiente.

Posteriormente, y empleando 200 l del extracto, se extrajo el RNA mediante el

kit RNeasy Mini (Quiagen, Barcelona, España) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante. Por último, el RNA obtenido se trató con DNasas (DNA-free DNase

Treatmen&Removal; Ambion, Austin, Estados Unidos) para eliminar las posibles trazas

de DNA que pudieran contaminar el RNA, de manera que al retrotranscribirlo el único

DNA complementario obtenido fuera únicamente el proveniente del RNA.

Se comprobó que el tratamiento con DNasas había sido eficaz mediante PCR

confirmando la incapacidad de amplificar un gen constitutivo presente en el genoma de

PA. Concretamente, en esta PCR se empleó la misma mezcla que en el apartado

3.1.2.3.B. pero con unos cebadores específicos para el gen proC (Tabla 4) (proC-F y

proC-R), que codifica para una pirrolina-5-carboxilato reductasa (proC) (Savli y cols,

2003). Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: un ciclo de 5 minutos a

95ºC, treinta ciclos de 30 segundos a 95ºC, 60 segundos a 51ºC y 30 segundos a 72ºC, y

un ciclo final de 10 minutos a 72ºC. La extracción del RNA se realizó como mínimo por

triplicado, y los extractos se conservaron a –70ºC hasta su retrotranscripción.
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B.- RETROTRANSCRIPCIÓN DEL RNA

La cantidad de RNA presente en cada muestra se cuantificó con el equipo

Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Estados Unidos).

A continuación, se retrotranscribió empleando el kit iScript cDNA Synthesis (Bio-

Rad) o mediante la siguiente mezcla de PCR: 2 g de RNA, 2 mM de DNTPs

(GeneAmp, Applied Biosystems), 50 M de Random Hexamers Primers (GeneAmp,

Applied Biosystems), 0,1M de DTT (Invitrogen), 40 U de rRNAsine (Promega), 200 U

de M-MLV (Invitrogen), todo disuelto en buffer (Invitrogen) y en agua para Biología

Molecular en un volumen final de 50 l. Las condiciones de reacción fueron las

siguientes: 60 minutos a 37ºC y 5 minutos a 95ºC. El DNA complementario (cDNA)

obtenido se almacenó a –20ºC hasta su amplificación.

C.- CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN blaVIM-2 MEDIANTE

PCR EN TIEMPO REAL

Se cuantificaron los cDNA del gen blaVIM-2 mediante PCR en tiempo real (qRT-

PCR) usando el sistema ABI 7000 Real Time PCR (Applied Biosystems). La mezcla de

reacción fue la siguiente: 1X SYBR Premix Ex Taq (Bio-Rad), 0,1 M de ROX II, 0,2

M de cada cebador (VIM-F y VIM-R) (Tabla 4), una cantidad igual o inferior a 1 g

de DNA, y agua libre de DNA y RNA (Invitrogen) en cantidad suficiente para 20 l.

Para corregir errores en la cuantificación debidos a diferencias en la cantidad

inicial de RNA total empleado y poder comparar los resultados obtenidos entre las

distintas cepas, se empleó como control interno de la reacción el gen de referencia proC,

siendo la mezcla de PCR la misma que la descrita para el gen blaVIM-2 pero empleando

los cebadores proC-F y proC-R (Tabla 4).

Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: un ciclo de 10 minutos a

95ºC, y cuarenta ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC.
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La expresión del gen blaVIM-2 se cuantificó mediante las siguientes fórmulas:

∆∆CT = ∆CTcp - ∆CTcr = (CTgp – CTgc)cp - (CTgp – CTgc)cr

FC = RQ = 2(∆∆CT) 

siendo “cp” la cepa problema (los distintos aislamientos clínicos), “cr” la cepa de

referencia (PAO1), “gp” el gen cuya expresión se está estudiando (blaVIM-2), “gc” el gen

constitutivo (proC) y “CT” el primer ciclo de la qRT-PCR en el que se detectó el

producto amplificado. Así, CT fue inversamente proporcional a la cantidad de RNA de

partida. FC (fold change) fue el número de veces que aumentó la expresión en estudio

respecto al control interno o gen housekeping.

De esta manera, se calculó la relación de la expresión entre el gen en estudio y el

gen constitutivo y, a su vez, la expresión relativa de cada gen con respecto a la

expresión del mismo gen en la cepa control PAO1. Dado que no existe expresión basal

de los genes que codifican para las MBL, toda expresión superior a la presentada por la

cepa control PAO1 se consideró como un resultado positivo.

3.1.2.5.- MÉTODO ESTADÍSTICO

Se calculó la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor

predictivo negativo para el test de microdilución simple, los E-test MBL® y test de

sinergia de discos, considerando como gold standard el resultado aportado por la PCR.

3.1.3.- ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A DORIPENEM

Para este estudio se emplearon las mismas cepas que las especificadas en el

apartado anterior, es decir, aislamientos clínicos de PANSC recogidos durante el

periodo entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de diciembre de 2009, incluyendo sólo el

primer aislamiento por paciente o aislamientos con distinto patrón de resistencia

antibiótica (Anexo. Tabla 1).

Se estudió la susceptibilidad de los antibióticos a los tres principales

carbapenems: imipenem, meropenem y doripenem. Para determinar el valor de la CMI a
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imipenem y meropenem se utilizó el método de microdilución en caldo siguiendo las

recomendaciones del CLSI, mientras que para doripenem se emplearon tiras de E-test

(AB Biodisk) siguiendo las instrucciones del fabricante. El valor de la CMI de los tres

carbapenems se interpretó siguiendo los criterios establecidos por EUCAST (EUCAST,

2011) y CLSI (CLSI, 2011).

Además, los resultados de CMI también se interpretaron empleando los puntos

de corte utilizados en la bibliografía para doripenem (Tabla 5) (sensible si CMI 4

g/ml, resistente si CMI 16 g/ml). En un principio, en ausencia de puntos de corte

disponibles para doripenem, se asumieron los mismos que para imipenem y

meropenem, considerando los mismos parámetros PK/PD (Chen y cols, 2005; Fritsche y

cols, 2005; Jean y cols, 2010; Jones y cols, 2004a; Jones y cols, 2004b; Jones y cols,

2005; Scheetz y cols, 2009; Zhanel y cols, 2011). El objetivo de incluir estos puntos de

corte en nuestro estudio fue poder comparar nuestros resultados con los publicados por

estos autores.

Se calcularon los valores de CMI a los que se inhibía el crecimiento del 50% y

del 90% de las cepas estudiadas (CMI50 y CMI90, respectivamente) para imipenem,

meropenem y doripenem, así como el porcentaje de cepas con categoría de

susceptibilidad sensible, intermedia y resistente. Además se calculó el ratio de

discordancia definiendo discordancia como la susceptibilidad a un carbapenem con no

susceptibilidad simultánea a otro carbapenem. Los valores de CMI se interpretaron de

acuerdo a las mismas recomendaciones: EUCAST, FDA o bibliografía.

FDA

S I R S S R

Imipenem ≤ 4 8 ≥ 16 ≤ 4 ≤ 4 > 8

Meropenem ≤ 4 8 ≥ 16 ≤ 4 ≤ 2 > 8

Doripenem ≤ 4 8 ≥ 16 ≤ 2 ≤ 1 > 4

Carbapenem Bibliografía EUCAST

Puntos de corte; CMI (mg/L)

Tabla 5. Puntos de corte empleados en este estudio para interpretar los valores de las

CMI de las cepas frente a imipenem, meropenem y doripenem .
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3.1.4.- CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE

RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa

NO SENSIBLES A LOS CARBAPENEMS

3.1.4.1.- CEPAS UTILIZADAS

Se hizo una segunda selección de los aislamientos de PANSC estudiados en los

apartados 3.1.2. y 3.1.3 (Anexo. Tabla 1) atendiendo a los siguientes criterios:

1. Cepas no sensibles a doripenem, según los criterios establecidos por

EUCAST (sensible si CMI ≤1 g/ml, resistente si CMI >4 g/ml).

2. Cepas no relacionadas clonalmente (ver apartado 3.1.4.2.).

3. Cepas productoras de MBL.

3.1.4.2.- RELACIÓN CLONAL DE LOS AISLAMIENTOS (Rep-PCR)

La relación clonal de los aislamientos se determinó mediante Rep-PCR (Vila y

cols, 1994). Esta técnica permite tipificar molecularmente las cepas pudiendo

determinar si se trata del mismo aislamiento. Se basa en amplificar unas regiones muy

conservadas y repetidas del genoma denominadas regiones extragénicas palindróminas

(Rep) (Stern y cols, 1984; Versalovic y cols, 1991), también caracterizadas por ser de

pequeño tamaño (menos de 200 pb), no codificantes e intergénicas (Lupski y cols,

1992).

La extracción del DNA se realizó siguiendo los pasos descritos en el apartado

3.1.2.3.A., y la mezcla de reacción fue la siguiente: 2 μl de DNA, 2,5 μl de buffer 10X

(Applied Biosystems), 200 μM de DNTPs (Promega), 2 mM de MgCl2 (Applied

Biosystems), 25 ρM de cada cebador (rep-F y rep-R) (Tabla 4) y 2,5 U de Taq

polimerasa (Applied Biosystems), todo disuelto en agua hasta un volumen final de 50

μl. 

La reacción de amplificación se llevó a cabo mediante treinta ciclos de 1 minuto

a 94ºC, 1 minuto a 40ºC y 8 minutos a 65ºC, con una extensión final de 16 minutos a

65ºC. Los amplicones (20 l) se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y

se visualizaron como se describió anteriormente (ver apartado 3.1.2.3.B). Dos
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aislamientos se consideraron como no relacionados genéticamente cuando se detectaron

dos ó más bandas de diferencia entre ellos (Rodríguez y cols, 2010).

3.1.4.3.- DETECCIÓN DE LA SOBREEXPRESIÓN DE MexAB-OprM E

HIPERPRODUCCIÓN DE AmpC

Para cuantificar la expresión de los genes mexB y ampC se siguieron los mismos

protocolos de extracción y retrotranscripción del RNA descritos en los apartados

3.1.2.4.A. y 3.1.2.4.B. Para amplificar el gen mexB se emplearon los oligonucléotidos

mexB-F y mexB-R (Mc Cay y cols, 2010), mientras que para amplificar el gen ampC se

diseñaron cebadores que hibridaban con regiones conservadas de las secuencias de

ampC recogidas en GenBank y procedentes de aislamientos clínicos (ampC-F y ampC-

R) (Tabla 4). La mezcla y condiciones de reacción fueron las mismas que las detalladas

en el apartado 3.1.2.4.C. La expresión de los genes mexB y ampC se cuantificó de

manera análoga a la anteriormente descrita para el gen blaVIM-2 (apartado 3.1.2.4.C). Los

criterios establecidos para determinar la sobreexpresión de MexAB e hiperproducción

de AmpC se especifican en la Tabla 6, siguiendo lo descrito por otros autores (Cabot y

cols, 2011).

Interpretación amp C
a

mexB
a

Sobreexpresión ≥ 10 ≥ 3

Dudoso 5 - 10 2 - 3

No sobreexpresión < 5 < 2

aLos valores indican el número de veces que el gen se expresa en

la cepa en estudio respecto a la cepa de referencia PAO1.

Tabla 6. Interpretación de los resultados obtenidos en la técnica qRT-PCR comparando

los niveles de expresión entre el RNA de las cepas clínicas y la cepa de referencia

PAO1.
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3.1.4.4.- DETECCIÓN DE MUTACIONES INACTIVANTES EN EL GEN

oprD (Rodríguez y cols, 2010)

A.- EXTRACCIÓN Y AMPLIFICACIÓN

El DNA de las cepas se extrajo siguiendo el protocolo explicado en el apartado

3.1.2.3.A. y el gen oprD completo se amplificó empleando la siguiente mezcla de

reacción: 2 μl de DNA, 2,5 μl de buffer 10X (Applied Biosystems), 200 μM de DNTPs 

(Promega), 2 mM de MgCl2 (Applied Biosystems), 25 ρM de cada cebador (oprD-F y 

oprD-R) (Tabla 4) y 2,5 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems), todo disuelto en

agua hasta un volumen final de 50 μl. 

Las condiciones de la reacción fueron las siguientes: un ciclo de 5 minutos a

95ºC, treinta ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 50ºC y 2 minutos a 72ºC, y

un ciclo final de 10 minutos a 72ºC. 20 l de los productos de amplificación se

visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa (Pronadisa) al 1% con 0,5 mg/l

de bromuro de etidio (Bio-Rad) durante 45 minutos a un voltaje constante de 100 V.

B.- SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS

Los productos de amplificación se purificaron utilizando el kit GFXTM PCD y

el Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las bandas purificadas se remitieron para su secuenciación a la Unidad de Investigación

del CIMA. La secuenciación de oprD se realizó empleando 2 pares de cebadores, uno

para el gen completo (oprD-F y oprD-R) y otro específico para una región interna del

gen (oprD2-F y oprD2-R) (Tabla 4).

Las secuencias nucleotídicas fueron transcritas a secuencias aminoacídicas

mediante el programa Genious. Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas se

alinearon y compararon con las de la cepa de referencia PAO1 empleando la aplicación

BLAST.
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3.1.4.5.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE

MEMBRANA EXTERNA MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE

POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO SÓDICO (SDS-PAGE)

A.- EXTRACCIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA

(Mushtaq y cols, 2004)

Se inoculó una colonia procedente de un cultivo puro en 15 ml de caldo Luria-

Bertani y se incubó durante 18-24 horas 37ºC en atmósfera aerobia en agitación.

Transcurrido este tiempo, se realizó una dilución 1:100 de los inóculos en dicho caldo y

se incubaron de nuevo en las mismas condiciones hasta alcanzar fase logarítmica de

crecimiento (aproximadamente 5 horas) (DO595nm=0,6-0,8). A continuación, se

centrifugaron las suspensiones durante 15 minutos a 1600 g y se eliminó el

sobrenadante. Las células se lisaron con una solución de Tris-Mg buffer (10 mM de

Tris-HCl y 5 mM de MgCl2 a pH 7,3) y el lisado se sonicó durante 5 ciclos de 30

segundos a máxima potencia. La solución obtenida se centrifugó 5 minutos a 2300 g y

se recuperó el sobrenadante, que se volvió a centrifugar durante 30 minutos a 13000 g a

4ºC. El sobrenadante de esta centrifugación se desechó y el sedimento se trató con 800

μl de sarcosil al 2% (N-lauril sarkosina), se volvió a centrifugar 30 minutos a 13000 g a 

4ºC y se lavó con 1 ml de Tris-Mg buffer. Tras una última centrifugación de 30 minutos

a 13000 g y a 4ºC, el sedimento se resuspendió en 40 μl de Tris-Mg buffer.

B.- DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS

La determinación de las proteínas se hizo según el método de Bradford,

siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1.2.2.C.

C.- SDS-PAGE.

Se ajustó la cantidad de proteína presente en cada extracto a una concentración

final de 0,25 μg/µl, añadiendo β-mercaptoetanol y el buffer de carga e hirviendo los

extractos 5 minutos a 100ºC con el fin de desnaturalizar las proteínas. Se emplearon

geles de poliacrilamida comerciales (Mini-PROTEAN TGX Gels, Bio-Rad), que se

cargaron con 20 μl de cada extracto proteico o con 10 μl del marcador de pesos 
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moleculares (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad). Como solución de

electrodo se usó Tris-HCl 30 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y dodecilsulfato sódico

(SDS) al 0,1%, empleando agua fría como diluyente. Las condiciones de electroforesis

fueron las siguientes: 30 mA durante aproximadamente 30 minutos seguido de 20 mA

durante aproximadamente 2 horas.

D.- TINCIÓN DE PROTEÍNAS

Los geles se tiñeron con Azul Comassie (solución compuesta por 0,2 gr de azul

de Coomassie, 90 ml de una solución 1:1 de metanol y agua, y 10 ml de ácido acético

glacial) durante 30 minutos en agitación, y seguidamente se destiñeron con una solución

1:1 de metanol-agua al 45% y ácido acético al 10% en dos ciclos de 20 minutos,

seguido de dos ciclos de lavado de 2 minutos en agua ultrapura.

Los patrones de expresión de OprD de los aislamientos clínicos se compararon

con los de la cepa de referencia PAO1 y los de un mutante deficiente en OprD.
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3.2.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A

INFECCIÓN POR Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A CARBAPENEMS

3.2.1.- DISEÑO DEL ESTUDIO

3.2.1.1.- TIPO DE ESTUDIO Y ÁMBITO DE DESARROLLO

Se llevó a cabo un estudio retrospectivo caso-control-control en la Clínica

Universidad de Navarra (CUN). Se trata de un hospital universitario terciario, que

consta de 350 camas y que atiende alrededor de 15000 ingresos al año. Cuenta con todas

las especialidades médicas así como hospital de día para administración de

quimioterapia y otros tratamientos de administración intravenosa, radioterapia, hospital

de hemodiálisis y consultas externas.

La duración del estudio fue de 8 años, durante el periodo comprendido entre el 1

de enero de 2002 al 31 de diciembre de 2009 (Anexo. Tabla 1).

3.2.1.2.- SUJETOS DEL ESTUDIO

A.- CRITERIOS DE INCLUSIÓN

Se incluyeron en el estudio todos los pacientes que tuvieron aislamiento de

PANSC durante el citado periodo de estudio. No se excluyeron del estudio los menores

de 18 años, los adultos mayores 65 ni las embarazadas. Se seleccionaron 2 pacientes

control por cada paciente caso. Para emparejar cada caso con sus controles, se

emplearon los siguientes criterios:

1. Mismo origen de la muestra. La significación clínica y consecuente

antibioterapia administrada al paciente varía en función de la localización del

foco de infección. Por tanto, es necesario que el emparejamiento incluya

muestras que procedan del mismo origen.

2. Año de aislamiento. Durante los 8 años que duró el estudio retrospectivo se

produjeron modificaciones en los protocolos clínicos. Para evitar que estas
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variaciones pudieran provocar sesgos en nuestro estudio, se seleccionaron

los controles más cercanos en el tiempo.

3. Ámbito de aislamiento. Dado que las características y la presión antibiótica

varía mucho en pacientes hospitalizados o comunitarios, los casos y los

controles se emparejaron en función del ámbito en el que se encontraba el

paciente en el momento del aislamiento.

B.- CRITERIOS DE EXCLUSIÓN

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes caso en los que no fue posible

realizar un emparejamiento con 2 controles que cumplieran los citados criterios de

inclusión. También se descartaron aquellos casos de los que no se pudieron recoger

todas las variables incluidas en el estudio, así como los aislamientos obtenidos de

necropsias.

3.2.1.3.- DEFINICIONES

A.- CASOS Y CONTROLES.

Se definió como paciente caso todo paciente con aislamiento clínico de PANSC

- CMI a imipenem y/o meropenem ≥8 g/ml – obtenido durante el periodo de estudio.

Para cada paciente caso de seleccionaron 2 pacientes control: paciente control 1 y

paciente control 2.

Se definió como paciente control 1 al paciente con aislamiento clínico de PASC

más próximo en el tiempo, en la misma muestra de origen y el mismo ámbito de

aislamiento que su correspondiente caso.

Del mismo modo, se definió como paciente control 2 al paciente con cultivo

positivo para un microorganismo diferente a PA aislado en la misma muestra, en el

mismo ámbito y lo más cercano temporalmente de entre todos los cultivos positivos

obtenidos en la CUN en este periodo de tiempo. Se seleccionaron los 2

microorganismos más prevalentes por cada tipo de muestra y, de entre éstos, se

escogieron según los citados criterios los correspondientes pacientes control 2.
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B.- ÁMBITO DE AISLAMIENTO

Siguiendo los criterios de infección nosocomial establecidos por Centers for

Disease Control and Prevention de Atlanta (CDC), los aislamientos se definieron como

de origen nosocomial cuando la recogida de la muestra se produjo transcurridas las

primeras 48 horas de hospitalización. Los procedentes de pacientes no hospitalizados o

en pacientes hospitalizados menos de 48 horas se consideraron como de origen

comunitario (Garner y cols, 1988).

Siguiendo los criterios de Friedman y colaboradores (Friedman y cols, 2002), y

modificados según los criterios publicados por Rodríguez-Baño y colaboradores

(Rodríguez-Baño y cols, 2010), los aislamientos se consideraron asociados a cuidados

sanitarios (ACS) si cumplían alguna de las siguientes condiciones: si el paciente recibía

tratamiento intravenoso, cuidado de heridas o asistencia de enfermería especializada a

domicilio o en el hospital de día durante los 30 días previos al aislamiento índice, si el

paciente acudía a un hospital o clínica de hemodiálisis o había estado hospitalizado

durante un periodo ≥2 días en un hospital de asistencia aguda o en una residencia de o 

centro de cuidados crónicos durante el año anterior al aislamiento índice (Rodríguez-

Baño y cols, 2010).

C.- EXPOSICIÓN RECIENTE Y EXPOSICIÓN NO RECIENTE

Se consideró como “exposición reciente” a una variable dada cuando el periodo

de tiempo transcurrido entre el aislamiento índice y la exposición fue igual o inferior a

30 días (Gasink y cols, 2007; Kang y cols, 2003; Lautenbach y cols, 2006; Lodise y

cols, 2007; Peña y cols, 2009; Suárez y cols, 2009; Suárez y cols, 2010; Tacconelli y

cols, 2009).

Se consideró como “exposición no reciente” cuando el paciente estuvo expuesto

a una variable dada en algún momento en el periodo comprendido entre el mes y los 12

meses previos a la recogida de la muestra de procedencia del aislamiento índice (Eagye

y cols, 2009; Harris y cols, 2002a; Ohmagari y cols, 2005; Zavascki y cols, 2005).
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D.- ÍNDICE DE COMORBILIDAD DE CHARLSON

Para poder determinar el efecto que una enfermedad o enfermedades

concomitantes ejercen sobre la enfermedad primaria y éstas a su vez sobre la esperanza

de vida del paciente, se emplean distintos índices que permiten cuantificar el estado del

paciente en un determinado momento; por ejemplo, es aceptado el empleo del índice

APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II) en la Unidad de

Cuidados Intensivos (UCI).

En este estudio se empleó el índice de comorbilidad de Charlson que predice la

mortalidad para un paciente que puede tener varias comorbilidades asignando una

puntuación de 1, 2, 3 ó 6 puntos en función del riesgo, hasta un total de 22 condiciones

(Charlson y col., 1987). Las condiciones estudiadas para calcular este índice son las

siguientes: edad (en años), SIDA (presente o ausente), enfermedad cerebrovascular

(presente o ausente), enfermedad pulmonar crónica (presente o ausente), insuficiencia

cardiaca congestiva (presente o ausente), enfermedad del tejido conectivo (presente o

ausente), demencia (presente o ausente), hemiplejia (presente o ausente), leucemia

(presente o ausente), linfoma (presente o ausente), infarto de miocardio (presente o

ausente), enfermedad vascular periférica (presente o ausente), úlcera (presente o

ausente), diabetes mellitus (ausente, presente sin afectación de órganos o presente con

afectación de órganos), tumor de órgano sólido (ausente, presente no metastásico o

presente metastásico), enfermedad hepática (ausente, leve, moderada o grave) y

enfermedad renal (ausente, leve, moderada o grave).

La insuficiencia hepática crónica se clasificó en función de la actividad

histológica (o índice Knoll) y el índice de fibrosis. En pacientes afectos de cirrosis, se

empleó el índice Child-Pugh para determinar la gravedad de la enfermedad. Este índice

estudia diferentes parámetros (ascitis, bilirrubina, albúmina, tiempo de protrombina y

encefalopatía) (Tabla 7) y, en función de estos valores, les asigna una puntuación para

determinar en grado de la enfermedad (Tabla 8 (Pugh y cols, 1973). En aquellos

pacientes de los que no se disponía de estudio anatomopatológico, la gravedad de la

insuficiencia hepática se valoró clínicamente.
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La insuficiencia hepática aguda se consideró grave cuando estaba asociada a un

deterioro del tiempo de protrombina menor del 50% o un índice normalizado

internacional (INR) igual a 1,5.

La gravedad de la enfermedad renal se clasificó según los criterios establecidos

por la sociedad americana National Kidney Foundation que determina 5 estadios en

función de la tasa de filtrado glomerular (Tabla 9) (National Kidney Foundation, 2002).

aFG: Filtrado glomerular.

A: enfermedad bien compensada 5-6 100 85

B: compromiso funcional significativo 7-9 80 60

C: enfermedad descompensada 7-9 80 60

Grado Puntos
Supervivencia al

año (%)

Supervivencia a

los 10 años (%)

1 2 3

Ascitis Ausente Leve Moderada

Bilirrubina (mg/dL) <2 2-3 >3

Albúmina (g/dL) >3,5 2,8-3,5 <2,8

Tiempo de protrombina

Segundos sobre el control 1-3 4-6 >6

INR (índice internacional normalizado) <1,8 1,8-2,3 >2,3

Encefalopatía No Grado 1-2 Grado 3-4

Parámetros
Puntos asignados

Tabla 7. Valores de los parámetros estudiados para calcular la escala de Child-Pugh y

puntuación asignada.

Tabla 8. Interpretación de la puntuación asignada y pronóstico de vida estimado .

Tabla 9. Clasificación de los estadios de daño renal en función del filtrado glomerular

(FG) establecida por National Kidney Foundation (2002).

Estadio FG (mL/min/1,73m
2) Descripción

1 ≥ 90 Daño renal con FG normal

2 60-89 Daño renal, ligero descenso del FG

3 30-59 Descenso moderado del FG

4 15-29 Descenso grave del FG

5 <15 o diálisis Prediálisis/diálisis
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La tasa de filtración glomerular (FG) se calculó empleando una fórmula derivada

de la descrita por Cockcroft-Gault (Cockcroft y Gault, 1976), modificada según el

estudio “Modification in Diet in Renal Disease” (MDRD) (Levey y cols, 1999). De

entre las posibles, se empleó la ecuación MDRD-4 (Gracia y col., 2006):

FG = 175 x (Creatinina sérica)1,154 x [edad]0,203 x [0,742 si mujer] x [1,210

si raza negra]

Esta ecuación es la recomendada en la actualidad debido a la facilidad de

implementación en los informes de laboratorio y la sensibilidad en la detección precoz

de la insuficiencia renal.

En aquellos pacientes en los que se analizó la presencia de productos patológicos

en la orina, la microalbuminuria se interpretó como daño renal estableciéndose como el

marcador más sensible para este estudio.

Analizando en conjunto estas condiciones, se obtiene un índice que cuantifica la

gravedad del paciente, denominado índice de Charlson. Este parámetro se empleó para

valorar el estado de la comorbilidad del paciente en el momento del aislamiento índice.

3.2.2.- MÉTODOS DE IDENTIFICACIÓN Y ESTUDIO DE LA

SUSCEPTIBILIDAD DE LOS MICROORGANISMOS

La identificación y las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de los

microorganismos se realizaron en el Servicio de Microbiología de la CUN mediante

métodos manuales y automáticos, como se explicó en el apartado 3.1.1.2. Además, para

identificar los microorganismos del grupo control 2, se emplearon las pruebas

bioquímicas propias de cada género y especie microbiana así como las galerías API®,

específicas para cada grupo de microorganismos. Asimismo, se usó el sistema Vitek® 2

para la identificación automática, empleando las tarjetas GP e ID-GPC para las bacterias

grampositivas y las tarjetas indicadas en el apartado 3.1.1.2 para las gramnegativas.

También se emplearon los métodos manuales del antibiograma disco-placa, del

Epsilon test y el sistema automatizado Vitek® 2 para determinar la susceptibilidad

antibiótica. Además de los citados en el apartado 3.1.1.2, se emplearon otros medios de

cultivo (como el agar sangre o el MH sangre) en el caso de los métodos manuales, y
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otras tarjetas (AST-P524 y AST-P589 para Enterococcus spp.; AST-P523, AST-P536 y

AST-P559 para Staphylococcus spp.; y AST-N020, AST-N058 y AST-N112 para

enterobacterias) para los ensayos con antibióticos en el sistema Vitek® 2.

3.2.3.- VARIABLES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO Y DEFINICIONES

Se recogieron retrospectivamente las variables demográficas y clínicas de los

pacientes incluidos en el estudio. Los datos se obtuvieron revisando las historias clínicas

a través del sistema informático SICUN y de la documentación clínica generada durante

la asistencia de cada paciente conservada en formato papel y custodiada por el Servicio

de Archivo de la CUN.

A- FACTORES DE RIESGO INTRÍNSECOS

Se incluyeron las siguientes variables:

- Edad y sexo.

- Patología base y patologías concomitantes. Se evaluó la presencia de alguna

de las siguientes comorbilidades: enfermedad hepática, enfermedad renal,

obstrucción biliar, enfermedad cardiaca, enfermedad cerebrovascular,

enfermedad neurológica, enfermedad pulmonar crónica, tumor de órgano sólido,

neoplasia de médula ósea, transplante de órgano sólido, transplante de médula,

diabetes mellitus, VIH y neutropenia. La comorbilidad del paciente, calculada

empleando el índice de Charlson (ver apartado 3.2.1.2.C), se determinó en el

momento de recogida de la muestra en las que se aisló el microorganismo índice.

B- FACTORES DE RIESGO RELACIONADOS CON LA

HOSPITALIZACIÓN

Se incluyeron como variables en el estudio los factores relacionados con el

tiempo de hospitalización. Concretamente, se incluyeron los siguientes parámetros:

- Días de ingreso en hospital durante el año anterior al aislamiento índice (en

el mismo o distinto centro hospitalario).
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- Ámbito de aislamiento: nosocomial, comunitario o asociado a cuidados

sanitarios (ver apartado 3.2.1.2.B).

- Días de ingreso totales: calculados desde el ingreso hospitalario en el mismo u

otro centro hasta el momento del alta hospitalaria, traslado a otro hospital o

centro de cuidados, o fallecimiento del paciente.

- Días de ingreso previos al aislamiento (time at risk): tiempo transcurrido desde

el ingreso hospitalario en el mismo u otro centro hasta la recogida de la muestra

en la que se aisló el microorganismo índice.

- Días de ingreso en UCI: calculados desde el ingreso en esta unidad hasta el

momento del alta hospitalaria o alta a planta de hospitalización, traslado a otro

hospital o centro de cuidados o fallecimiento del paciente.

- Días de ingreso en UCI previos: tiempo transcurrido desde el ingreso en esta

unidad hasta la recogida de la muestra en la que se aisló el microorganismo

índice.

C- FACTORES DE RIESGO EXTRÍNSECOS

Se incluyeron las siguientes variables:

- Cirugías y procedimientos invasivos. Se recogieron las cirugías y

procedimientos invasivos realizados durante los 30 días previos al aislamiento

índice (número, tipo y número de días previos al aislamiento).

- Ventilación mecánica y traqueostomía. Se registró el número de días que el

paciente requirió ventilación mecánica y el número de días que fue portador de

traqueostomía durante los 30 días previos al aislamiento objeto de estudio.

- Catéter venoso central (CVC) y nutrición parenteral. Se registró el número

de días de uso de CVC y de administración de nutrición parenteral a través de

ellos durante los 30 días previos al aislamiento índice. Cuando el paciente

presentaba más de un CVC insertado, se sumó el número de días de cada CVC y

se consideró la suma de ambos como la variable de estudio.

- Catéter urinario. Se registró el número de días de uso de catéter urinario

durante los 30 días previos al aislamiento índice.
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- Sonda nasogástrica. Se recogieron los días de uso de sonda nasogástrica

durante los 30 días previos al aislamiento índice.

- Ostomía y drenajes. Se recogieron los días de uso de ostomías (colostomía,

gastrostomía, ileostomía, nefrostomía, urostomía y yeyunostomía) y drenajes

(abdominal, cerebral, cervical, y torácico, principalmente) durante los 30 días

previos al aislamiento índice. Al igual que para los CVC, en el caso de que el

paciente fuera portador de más de una ostomía y/o drenaje, se sumó el número

de días de cada dispositivo y se consideró como variable de estudio la suma de

ambos.

- Hemodiálisis o diálisis peritoneal. Se estudió si los pacientes habían sido

hemodializados o hemofiltrados en los 30 días previos al aislamiento índice.

- Corticoides, inmunosupresores, quimioterapia y radioterapia. Se estudió si

los pacientes habían recibido estos tratamientos en los 30 días previos al

aislamiento índice.

D- CONSUMO ANTIBIÓTICO

En este estudio se analizó el consumo antibiótico por cada paciente durante los

30 días previos al aislamiento objeto de estudio. Los datos que se recogieron fueron:

- Tipo de antibiótico o grupo de antibióticos empleado. Para poder realizar el

estudio, se agruparon los antibióticos en los siguientes grupos:

1. Penicilinas antiestafilocócicas, penicilinas isoxazólicas: cloxacilina.

2. Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina.

3. Asociaciones de betalactámicos e inhibidores de betalactamasas (IBL):

amoxicilina-ácido clavulánico, piperacilina-tazobactam.

4. Cefalosporinas:

- Cefalosporinas de amplio espectro (CEF-AE):

- Cefalosporinas de 1ª generación: cefazolina, cefalotina.

- Cefalosporinas de 2ª generación: cefuroxima, cefonicid.

- Cefalosporinas de espectro extendido (CEF-EE):
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- Cefalosporinas de 3ª generación: ceftazidima, ceftriaxona.

- Cefalosporinas de 4ª generación: cefepime.

5. Carbapenems: imipenem, meropenem, ertapenem.

6. Aminoglucósidos: amikacina, gentamicina, tobramicina.

7. Macrólidos: claritromicina, azitromicina.

8. Lincosamidas: clindamicina.

9. Glucopéptidos y lipopéptidos: vancomicina, teicoplanina, daptomicina.

10. Oxazolidindinonas: linezolid.

11. Tetraciclinas y glicilglicinas: doxiciclina, tigecliclina.

12. Quinolonas: ciprofloxacino, levofloxacino.

13. Asociaciones de diaminopirimidinas y sulfamidas: trimetroprim-sulfametoxazol.

14. Nitroimidazoles: metronidazol.

15. Quimioterápicos urinarios: fosfomicina, nitrofurantoína, norfloxacino.

16. Polimixinas: Colistina.

- Posología de cada antibiótico: dosis en miligramos (mg) e intervalo de dosificación,

en horas.

- Duración del tratamiento, en días.

- Consumo antibiótico total, en mg: se calculó multiplicando el número de número

de mg administrados por el número de dosis.

3.2.4.- ESTUDIO DE LA MORTALIDAD

Se recogieron los datos de los pacientes que fallecieron durante los 30 días

posteriores al último aislamiento relacionado con el aislamiento objeto de estudio. Se

consideró que se trataba de la misma cepa cuando ambos aislamientos presentaban el

mismo perfil de susceptibilidad antibiótica.

Además, se estudió si estos fallecimientos eran atribuibles al aislamiento objeto

de estudio, es decir, si el fallecimiento se produjo a causa de los procesos generados
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como consecuencia de la infección. Para esto, se recogieron la fecha del fallecimiento,

la fecha del último aislamiento relacionado, la fecha del primer aislamiento (objeto de

estudio), el motivo de ingreso y la nota de exitus, incluyendo la causa inmediata, la

causa intermedia y la causa fundamental del fallecimiento. Además se estudió el

informe médico y las notas de evolución clínica de los pacientes.

Dado que el atribuir la mortalidad a un determinado microorganismo tiene un

componente de subjetividad, este estudió se realizó independientemente por un

microbiólogo y un infectólogo. En caso de desacuerdo, se consultó con un tercer

especialista, en este caso un médico internista.

Para este análisis se estudió también si los pacientes habían recibido un

tratamiento empírico eficaz. Éste se consideró como tal únicamente cuando el paciente

había recibido al menos un antibiótico que resultara ser sensible al microorganismo

índice, y administrado durante las 24 horas previos al obtención de la muestra origen de

dicho aislamiento.

3.2.5.- MÉTODO ESTADÍSTICO

El análisis estadístico se realizó con el paquete estadístico SPSS (Statistical

Package for Social Sciencies) (SPSS Inc., Chicago, Illinois) versión 15.0 para

Windows. El nivel de significación o error  establecido fue 0,05.

3.2.5.1.- ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA

Se construyó un modelo bivariado para comparar las características de los

pacientes con aislamiento de PANSC con las de aquellos pacientes con aislamiento de

PASC y los pacientes con aislamiento distinto a PA.

Se calcularon las medidas de tendencia central (media o mediana), las medidas

de dispersión (desviación típica o amplitud intercuartílica) y las medidas de posición

relativa (percentiles 25 y 75) para las variables cuantitativas continuas. Para las

variables nominales y ordinales se calcularon las frecuencias.
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3.2.5.2.- COMPROBACIÓN DEL SUPUESTO DE NORMALIDAD

El cumplimiento del supuesto de normalidad se comprobó empleando los

coeficientes de asimetría y curtosis, y sus correspondientes errores típicos, asumiendo

una falta de normalidad si el cociente entre el coeficiente y su correspondiente error

típico era superior a 2. Además, la precisión del ajuste se comprobó visualmente

mediante un examen del histograma con curva normal superpuesta. Por último, se buscó

la presencia de outliers en los gráficos de cajas.

3.2.5.3.- INFERENCIA ESTADÍSTICA

Para comparar las variables cualitativas, se utilizó el test de Chi-cuadrado. Para

comparar las variables cuantitativas que cumplieron el supuesto de normalidad se

empleó el test de t-Student, mientras que para las variables no paramétricas se empleó el

test de U de Man Whitney.

3.2.5.4.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO.

Para determinar los factores predictivos de adquisición de PANSC se emplearon

dos modelos de regresión logística binaria, uno para cada tipo de pacientes control (con

aislamiento de PASC o sin aislamiento de PA).

Las variables identificadas en el análisis univariable como potenciales factores

de riesgo con un nivel de significación inferior a 0,1, así como aquellas variables de

relevancia clínica, se incluyeron en el modelo de regresión logística multivariado. Las

odds ratio y los intervalos de confianza del 95% se calcularon según los métodos

estandarizados.
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4.1.- CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y GENOTÍPICA DE

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A

LOS CARBAPENEMS

4.1.1.- ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN DE LA SUSCEPTIBILIDAD

ANTIBIÓTICA DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas

aeruginosa

En el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de diciembre de

2009 se aislaron 1523 cepas de PA, de las cuales 205 (13,5%) fueron no sensibles a los

carbapenems. La prevalencia de PANSC osciló entre 12 (5,8%) aislamientos en el año

2003 y 48 (22,5%) aislamientos en el año 2006 (Figura 3).

Se estudió la resistencia a los antimicrobianos tanto para el global de

aislamientos de PA como para los dos subgrupos formados por los aislamientos de

PASC y PANSC. Como se puede ver en la Tabla 10, ciprofloxacino destacó como el

antibiótico frente al que los microorganismos presentaron una mayor tasa de resistencia,

siendo ésta considerablemente superior en el grupo de PANSC (15,4%, 8,4% y 63,9%

para PA, PASC y PANSC, respectivamente). Aztreonam destacó como el antibiótico
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Figura 3. Incidencia de aislamientos de P. aeruginosa sensible a carbapenems (PASC)

y P. aeruginosa no sensible a carbapenems (PANSC).
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antipseudomonas menos activo (72,3%, 78,8% y 21,1% de cepas de PA, PASC y

PANSC sensibles a aztreonam, respectivamente); en esta ocasión, esta baja tasa de

sensibilidad estuvo vinculada principalmente a un elevado número de aislamientos con

susceptibilidad intermedia. Amikacina fue uno de los antibióticos más activos en los

tres grupos (96,9%, 97,6% y 91,9% para PA, PASC y PANSC, respectivamente). Tanto

para el global de aislamientos de PA como para el grupo de PASC,

piperacilina/tazobactam también se presentó como un antibiótico con excelente

actividad (96,4% y 98,3%, respectivamente) a diferencia del grupo PANSC para el que

el porcentaje de aislamientos sensibles se redujo a 83,3%; aun así, este antibiótico

también se consideró como uno de los más eficaces dentro de este grupo (Tabla 10).

Por otro lado, se analizó la evolución de la susceptibilidad antibiótica a lo largo

del periodo de estudio. Considerando el total de aislamientos de PA, se encontró una

tendencia general al aumento de la tasa de cepas resistentes a los distintos antibióticos.

Destacó un aumento estadísticamente significativo del número de microorganismos con

susceptibilidad intermedia a aztreonam (10,7% en 2002, 23,1% en 2009; p=0,012) y

cefepime (5,6% en 2002, 10,6% en 2009; p=0,004), siendo un aumento lineal a lo largo

del periodo en ambos casos (p=0,001 y p=0,043 para aztreonam y cefepime,

respectivamente). Además destacó un aumento del número de aislamientos resistentes a

gentamicina (6,1% en 2002, 13,2% en 2009; p<0,001), tobramicina (2,5% en 2002,

10,6% en 2009; p<0,001); ceftazidima (3,9% en 2002, 6,2% en 2009; p=0,008),

piperacilina/tazobactam (2,5% en 2002, 5,6% en 2009; p=0,006), ciprofloxacino (17,2%

en 2002, 21,3% en 2009; p=0,013), imipenem (4,4% en 2002, 11,5% en 2009; p<0,001)

y meropenem (5,4% en 2002, 12,3% en 2009; p<0,001). En todos los casos este

aumento fue lineal: gentamicina (p=0,007), tobramicina (p<0,001), ceftazidima

(p=0,003), piperacilina/tazobactam (p=0,001), ciprofloxacino (p=0,006), imipenem

(p<0,001) y meropenem (p<0,001).

Por el contrario, dentro del grupo de aislamientos de PASC destacó un aumento

estadísticamente significativo de la tasa de microorganismos sensibles a gentamicina

(88,4% en 2002, 96,2% en 2009; p=0,001), siendo este aumento no lineal (p=0,125).

También se obtuvo que la susceptibilidad a tobramicina a lo largo del periodo de

estudio varió significativamente (p=0,021) estando vinculada principalmente un

aumento de la tasa de cepas resistentes que aumentó del 0,5% en 2004 al 5,1% en 2005.
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Para las cepas de PANSC, destacó un aumento de la tasa de aislamientos con

susceptibilidad intermedia a aztreonam (20% en 2002, 63% en 2009; p=0,030), y

aumento de la tasa de aislamientos resistentes a ceftazidima (21,7% en 2002, 33,3% en

2009; p=0,027) y a piperacilina/tazobactam (13% en 2002, 26,7% en 2009; p=0,002).

Mientras la variación de la susceptibilidad a aztreonam estuvo principalmente vinculada

al aumento de la tasa de aislamientos intermedios del año 2002 (20%) al año 2003

(44,4%) siendo, por tanto, el aumento a lo largo del periodo no lineal (p=0,081), para

ceftazidima y piperacilina/tazobactam el aumento de microorganismos resistentes sí fue

lineal (p=0,006 y p=0,008, respectivamente) (Figura 4, Tabla 11).
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Tabla 10. Susceptibilidad a los principales agentes antipseudomonas de los aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos en la Clínica

Universidad de Navarra durante el periodo 2002-2009.

n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Amikacina 1444 96,9 14 0,9 32 2,1 1286 97,6 11 0,8 21 1,6 158 91,9 3 1,7 11 6,4

Gentamicina 1249 84,2 89 6,0 145 9,8 1192 91,0 72 5,5 46 3,5 57 32,9 17 9,8 99 57,2

Tobramicina 1366 91,6 10 0,7 115 7,7 1284 97,4 8 0,6 26 2,0 82 47,4 2 1,2 89 51,4

Aztreonam 1055 72,3 281 19,2 124 8,5 1020 78,8 191 14,8 83 6,4 35 21,1 90 54,2 41 24,7

Ceftazidima 1331 87,6 81 5,3 108 7,1 1245 94,7 24 1,8 46 3,5 86 42,0 57 27,8 62 30,2

Piperacilina/tazobactam 1464 96,4 0 0 55 3,6 1293 98,3 0 0 22 1,7 171 83,8 0 0 33 16,2

Cefepime 1366 91,9 88 5,9 33 2,2 1264 96,2 31 2,4 19 1,4 102 59,0 57 32,9 14 8,1

Ciprofloxacino 1181 81,4 47 3,2 223 15,4 1128 89,0 34 2,7 106 8,4 53 29,0 13 7,1 117 63,9

Imipenem 1272 88,6 52 3,6 112 7,8 1254 100,0 0 0 0 0 18 9,9 52 28,6 112 61,5

Meropenem 1389 91,3 43 2,8 89 5,9 1317 100,0 0 0 0 0 72 35,3 43 21,1 89 43,6

Sensible IntermedioResistenteIntermedioSensible Sensible
Antibióticos

Aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos durante el periodo 2002-2009

Resistente

Aislamientos totales Sensibles a carbapenems No sensibles a carbapenems

Intermedio Resistente
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Figura 4. Evolución de la resistencia antibiótica en P. aeruginosa : (A) Aislamientos

totales; (B) Aislamientos sensibles carbapenems; (C) Aislamientos no sensibles a

carbapenems.
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n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 194 98,0 0,15 0 0 -1,36 4 2,0 -0,12 178 98,3 0,73 0 0 -1,33 3 1,7 0,07 16 94,1 0,36 0 0 -0,58 1 5,9 -0,09

2003 198 96,6 -0,05 3 1,5 0,77 4 2,0 -0,19 187 96,4 -1,16 3 1,5 1,18 4 2,1 0,56 11 100 1,02 0 0 -0,46 0 0 -0,90

2004 203 98,1 0,17 1 0,5 -0,68 3 1,4 -0,69 191 98,5 0,86 1 0,5 -0,53 2 1,0 -0,68 12 92,3 0,06 0 0 -0,50 1 7,7 0,20

2005 166 97,6 0,10 0 0 -1,26 4 2,4 0,18 153 97,5 -0,10 0 0 -1,22 4 2,5 1,02 13 100 1,12 0 0 -0,50 0 0 -0,98

2006 202 96,2 -0,11 2 1,0 0,02 6 2,9 0,70 162 98,2 0,54 1 0,6 -0,35 2 1,2 -0,42 40 88,9 -0,85 1 2,2 0,29 4 8,9 0,80

2007 157 96,3 -0,08 4 2,5 1,99 2 1,2 -0,80 138 95,8 -1,44 4 2,8 2,72 2 1,4 -0,21 19 100 1,38 0 0 -0,62 0 0 -1,21

2008 167 94,4 -0,35 4 2,3 1,81 6 3,4 1,13 145 96,7 -0,77 2 1,3 0,71 3 2,0 0,42 22 81,5 -2,15 2 7,4 2,45 3 11,1 1,09

2009 157 98,1 0,16 0 0 -1,23 3 1,9 -0,24 132 99,2 1,32 0 0 -1,12 1 0,8 -0,82 25 92,6 0,15 0 0 -0,75 2 7,4 0,23

P. aeruginosa (total) P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

A
m

ik
a

ci
n

a

Año Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

16,52 14 0,275 0,389

Chi2 gl p p (linealidad)

15,06 14 0,359 0,858

Chi2 gl p p (linealidad)

11,66 14 0,638 0,356

n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 171 86,4 0,33 15 7,6 0,90 12 6,1 -1,67 160 88,4 -1,31 14 7,73 1,42 7 3,9 0,28 11 64,7 2,93 1 5,88 -0,58 5 29,4 -2,44

2003 168 82,8 -0,23 21 10,3 2,53 14 6,9 -1,31 165 85,9 -2,65 18 9,4 2,55 9 4,7 0,96 3 27,3 -0,41 3 27,3 2,01 5 45,5 -0,82

2004 191 92,3 1,26 5 2,4 -2,11 11 5,3 -2,05 186 95,9 2,57 5 2,6 -1,93 3 1,5 -1,61 5 38,5 0,44 0 0 -1,24 8 61,5 0,33

2005 151 89,3 0,73 1 0,6 -2,87 17 10,1 0,12 147 94,2 1,51 1 0,64 -2,83 8 5,1 1,17 4 30,8 -0,17 0 0 -1,24 9 69,2 0,91

2006 155 74,2 -1,58 20 9,6 2,11 34 16,3 3,00 142 86,6 -2,11 16 9,8 2,56 6 3,7 0,11 13 28,9 -0,67 4 8,9 -0,25 28 62,2 0,79

2007 133 81,6 -0,37 16 9,8 1,99 14 8,6 -0,49 128 89,5 -0,66 12 8,4 1,61 3 2,1 -0,97 5 25,0 -0,80 4 20 1,63 11 55 -0,21

2008 144 82,3 -0,28 9 5,1 -0,46 22 12,6 1,18 137 92,6 0,71 5 3,4 -1,20 6 4,1 0,38 7 25,9 -0,85 4 14,8 0,95 16 59,3 0,23

2009 136 85,5 0,18 2 1,3 -2,44 21 13,2 1,38 127 96,2 2,21 1 0,76 -2,52 4 3,0 -0,32 9 33,3 0,05 1 3,7 -1,16 17 63,0 0,66

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

G
en

ta
m

ic
in

a

Año

Chi2 gl p p (linealidad)

60,77 14 <0,001 0,007

Chi2 gl p p (linealidad)

38,13 14 0,001 0,125

Chi2 gl p p (linealidad)

19,88 14 0,135 0,052

(RT) Residuos tipificados.

Tabla 11. Evolución de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa

sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009.
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n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 192 97,5 0,86 0 0 -1,15 5 2,5 -2,62 178 98,3 0,84 0 0 -1,13 3 1,7 -0,33 14 87,5 3,37 0 0 -0,45 2 12,5 -3,27

2003 194 94,6 0,45 4 2,0 2,24 7 3,4 -2,22 188 96,9 -0,49 4 2,1 2,83 2 1,0 -1,02 6 54,5 0,49 0 0 -0,37 5 45,5 -0,41

2004 198 95,7 0,61 0 0 -1,18 9 4,3 -1,74 193 99,5 1,96 0 0,0 -1,18 1 0,5 -1,58 5 38,5 -0,67 0 0 -0,41 8 61,5 0,76

2005 152 89,4 -0,30 1 0,6 -0,13 17 10,0 1,07 148 94,3 -2,66 1 0,64 0,05 8 5,1 3,00 4 30,8 -1,25 0 0 -0,41 9 69,2 1,33

2006 176 83,8 -1,18 3 1,4 1,34 31 14,8 3,68 158 95,8 -1,44 1 0,6 0 6 3,6 1,64 18 40,0 -1,16 2 4,4 2,40 25 55,6 0,64

2007 150 91,5 -0,02 2 1,2 0,86 12 7,3 -0,18 140 97,2 -0,16 2 1,4 1,28 2 1,4 -0,53 10 50,0 0,25 0 0 -0,51 10 50,0 -0,14

2008 160 90,4 -0,17 0 0 -1,09 17 9,6 0,91 148 98,7 1,02 0 0 -1,02 2 1,3 -0,60 12 44,4 -0,33 0 0 -0,61 15 55,6 0,47

2009 144 89,4 -0,29 0 0 -1,04 17 10,6 1,30 131 98,5 0,83 0 0 -0,95 2 1,5 -0,41 13 46,4 -0,11 0 0 -0,63 15 53,6 0,25

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

T
o

b
ra

m
ic

in
a

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

Chi2 gl p p (linealidad)

47,46 14 <0,001 <0,001

Chi2 gl p p (linealidad)

26,40 14 0,021 0,915

Chi2 gl p p (linealidad)

18,94 14 0,148 0,064

n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 155 79,1 1,12 21 10,7 -2,72 20 10,2 0,82 148 81,8 1,04 18 9,9 -1,97 15 8,3 1,11 7 46,7 2,55 3 20,0 -2,79 5 33,3 0,81

2003 159 78,3 1,02 32 15,8 -1,13 12 5,9 -1,26 156 80,4 0,59 28 14,4 -0,14 10 5,2 -0,78 3 33,3 0,93 4 44,4 -0,61 2 22,2 -0,18

2004 154 75,9 0,60 36 17,7 -0,49 13 6,4 -1,02 151 79,5 0,24 29 15,3 0,21 10 5,3 -0,70 3 23,1 0,18 7 53,8 -0,03 3 23,1 -0,14

2005 115 71,4 -0,12 35 21,7 0,72 11 6,8 -0,72 114 76,5 -0,74 26 17,4 0,98 9 6,0 -0,20 1 8,3 -1,12 9 75,0 1,50 2 16,7 -0,67

2006 147 70,7 -0,27 44 21,2 0,63 17 8,2 -0,16 133 81,1 0,76 21 12,8 -0,76 10 6,1 -0,18 14 31,8 2,04 23 52,3 -0,30 7 15,9 -1,58

2007 109 67,3 -0,75 35 21,6 0,68 18 11,1 1,14 108 76,1 -0,86 23 16,2 0,51 11 7,7 0,69 1 5,0 -1,88 12 60,0 0,55 7 35,0 1,14

2008 107 62,6 -1,49 42 24,6 1,58 22 12,9 1,96 106 73,1 -1,79 27 18,6 1,39 12 8,3 0,97 1 3,8 -2,35 15 57,7 0,39 10 38,5 1,77

2009 109 69,9 -0,35 36 23,1 1,09 11 7,1 -0,62 104 80,6 0,53 19 14,7 -0,01 6 4,7 -0,86 5 18,5 -0,36 17 63,0 1,00 5 18,5 -0,81

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

A
zt

re
o

n
a

m

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

29,06 14 0,012 0,001

Chi2 gl p p (linealidad)

10,70 14 0,717 0,365

Chi2 gl p p (linealidad)

25,25 14 0,030 0,081

(RT) Residuos tipificados.

Tabla 11. Evolución de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa

sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009 (continuación).
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n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 188 92,2 0,70 8 3,9 -0,87 8 3,9 -1,71 172 95,0 0,23 6 3,31 1,61 3 1,7 -1,45 16 69,6 2,85 2 8,7 -2,17 5 21,7 -0,94

2003 188 91,3 0,57 5 2,4 -1,80 13 6,3 -0,43 183 94,3 -0,23 3 1,5 -0,31 8 4,1 0,51 5 41,7 -0,02 2 16,7 -0,89 5 41,7 0,89

2004 196 91,6 0,63 9 4,2 -0,71 9 4,2 -1,59 182 94,8 0,08 3 1,6 -0,29 7 3,6 0,12 14 63,6 2,18 6 27,3 -0,06 2 9,1 -2,29

2005 152 87,4 -0,03 10 5,7 0,24 12 6,9 -0,10 146 93,0 -1,00 4 2,55 0,72 7 4,5 0,70 6 35,3 -0,58 6 35,3 0,72 5 29,4 -0,08

2006 171 80,3 -1,14 22 10,3 3,16 20 9,4 1,25 153 92,7 -1,19 3 1,8 -0,01 9 5,5 1,46 18 37,5 -0,71 19 39,6 2,08 11 22,9 -1,26

2007 141 83,4 -0,57 9 5,3 0,00 19 11,2 2,02 135 93,8 -0,52 1 0,7 -1,07 8 5,6 1,42 6 24,0 -1,94 8 32 0,50 11 44 1,60

2008 152 85,4 -0,31 9 5,1 -0,16 17 9,6 1,22 143 95,3 0,38 3 2,0 0,17 4 2,7 -0,59 9 32,1 -1,13 6 21,4 -0,81 13 46,4 2,01

2009 143 88,3 0,10 9 5,6 0,12 10 6,2 -0,45 131 99,2 2,46 1 0,76 -0,97 0 0,0 -2,31 12 40,0 -0,23 8 26,7 -0,15 10 33,3 0,40

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

C
ef

ta
zi

d
im

a

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

30,51 14 0,008 0,003

Chi2 gl p p (linealidad)

15,95 14 0,314 0,411

Chi2 gl p p (linealidad)

25,78 14 0,027 0,006

n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 199 97,5 0,17 0 0 0 5 2,5 -0,88 179 98,9 0,64 0 0 0 2 1,1 -0,64 20 87,0 0,43 0 0 0 3 13,0 -0,43

2003 200 97,1 0,10 0 0 0 6 2,9 -0,53 191 98,5 0,15 0 0 0 3 1,5 -0,15 9 75,0 -0,86 0 0 0 3 25 0,86

2004 213 98,6 0,33 0 0 0 3 1,4 -1,72 191 98,5 0,15 0 0 0 3 1,5 -0,15 22 100 2,18 0 0 0 0 0,0 -2,18

2005 170 98,3 0,25 0 0 0 3 1,7 -1,30 154 98,7 0,41 0 0 0 2 1,3 -0,41 16 94,1 1,20 0 0 0 1 5,88 -1,20

2006 207 97,6 0,19 0 0 0 5 2,4 -0,97 162 98,2 -0,16 0 0 0 3 1,8 0,16 45 95,7 2,53 0 0 0 2 4,3 -2,53

2007 159 94,1 -0,30 0 0 0 10 5,9 1,57 140 97,2 -1,10 0 0 0 4 2,8 1,10 19 76,0 -1,13 0 0 0 6 24 1,13

2008 163 92,1 -0,58 0 0 0 14 7,9 3,00 145 97,3 -1,02 0 0 0 4 2,7 1,02 18 64,3 -3,02 0 0 0 10 35,7 3,02

2009 153 94,4 -0,25 0 0 0 9 5,6 1,29 131 99,2 0,86 0 0 0 1 0,8 -0,86 22 73,3 -1,69 0 0 0 8 26,7 1,69

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

P
ip

er
a

ci
li

n
a

-t
a

zo
b

a
ct

a
m

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

20,53 7 0,006 0,001

Chi2 gl p p (linealidad)

3,23 7 0,876 0,544

Chi2 gl p p (linealidad)

22,80 7 0,002 0,008

(RT) Residuos tipificados.

Tabla 11. Evolución de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa

sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009 (continuación).
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n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 180 90,9 -0,14 11 5,6 -0,21 7 3,5 1,24 169 93,4 -2,14 8 4,4 1,97 4 2,2 0,93 11 64,7 0,51 3 17,6 -1,41 3 17,6 1,52

2003 195 95,6 0,56 3 1,5 -2,61 6 2,9 0,69 188 97,4 0,95 1 0,5 -1,82 4 2,1 0,79 7 63,6 0,33 2 18,2 -1,08 2 18,2 1,27

2004 199 96,1 0,64 5 2,4 -2,07 3 1,4 -0,74 190 97,9 1,37 3 1,5 -0,81 1 0,5 -1,18 9 69,2 0,78 2 15,4 -1,40 2 15,4 1,00

2005 160 95,2 0,46 6 3,6 -1,25 2 1,2 -0,90 149 96,1 -0,05 4 2,6 0,19 2 1,3 -0,17 11 84,6 1,96 2 15,4 -1,40 0 0 -1,11

2006 188 89,5 -0,35 19 9,0 1,86 3 1,4 -0,77 160 97,0 0,56 4 2,4 0,06 1 0,6 -0,97 28 62,2 0,52 15 33,3 0,06 2 4,4 -1,04

2007 149 91,4 -0,06 10 6,1 0,11 4 2,5 0,20 137 95,1 -0,70 4 2,8 0,35 3 2,1 0,68 12 63,2 0,39 6 31,6 -0,13 1 5,3 -0,48

2008 155 87,6 -0,60 17 9,6 2,02 5 2,8 0,54 143 95,3 -0,59 5 3,3 0,84 2 1,3 -0,12 12 44,4 -1,67 12 44,4 1,38 3 11,1 0,63

2009 140 87,5 -0,58 17 10,6 2,45 3 1,9 -0,29 128 97,0 0,49 2 1,5 -0,67 2 1,5 0,07 12 42,9 -1,89 15 53,6 2,54 1 3,6 -0,96

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

C
ef

ep
im

e

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

32,41 14 0,004 0,043

Chi2 gl p p (linealidad)

11,68 14 0,637 0,676

Chi2 gl p p (linealidad)

20,38 14 0,119 0,309

Chi2 gl p p (linealidad)

28,70 14 0,013 0,006

Chi2 gl p p (linealidad)

17,15 14 0,246 0,551

Chi2 gl p p (linealidad)

17,35 14 0,235 0,024

(RT) Residuos tipificados.

n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT n % RT

2002 163 79,9 -0,24 6 2,9 -0,24 35 17,2 0,65 152 84,0 -2,31 4 2,2 -0,42 25 13,8 2,86 11 47,8 2,13 2 8,7 0,32 10 43,5 -2,18

2003 175 85,0 0,57 10 4,9 1,29 21 10,2 -1,89 170 87,6 -0,64 8 4,1 1,35 16 8,2 -0,06 5 41,7 1,00 2 16,7 1,33 5 41,7 -1,66

2004 181 90,5 1,43 4 2,0 -0,97 15 7,5 -2,84 177 94,7 2,69 3 1,6 -0,99 7 3,7 -2,47 4 30,8 0,15 1 7,7 0,09 8 61,5 -0,19

2005 129 82,7 0,18 4 2,6 -0,47 23 14,7 -0,20 128 89,5 0,22 3 2,1 -0,46 12 8,4 0,01 1 7,7 -1,75 1 7,7 0,09 11 84,6 1,61

2006 153 77,3 -0,64 7 3,5 0,23 38 19,2 1,37 139 90,8 0,80 4 2,6 -0,05 10 6,5 -0,87 14 31,1 0,37 3 6,7 -0,13 28 62,2 -0,28

2007 128 80,0 -0,20 8 5,0 1,24 24 15,0 -0,12 124 89,2 0,10 5 3,6 0,71 10 7,2 -0,53 4 19,0 -1,06 3 14,3 1,36 14 66,7 0,28

2008 133 77,3 -0,59 5 2,9 -0,24 34 19,8 1,47 128 88,3 -0,28 4 2,8 0,06 13 9,0 0,28 5 18,5 -1,30 1 3,7 -0,74 21 77,8 1,62

2009 119 76,8 -0,64 3 1,9 -0,90 33 21,3 1,88 110 87,3 -0,63 3 2,4 -0,22 13 10,3 0,84 9 31,0 0,27 0 0,0 -1,62 20 69,0 0,62

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

C
ip

ro
fl

o
x

a
ci

n
o

Año

P. aeruginosa sensible a los carbapenems P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente

Tabla 11. Evolución de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa

sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009 (continuación).
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n % RT n % RT n % RT

2002 188 92,6 0,61 6 3,0 -0,50 9 4,4 -1,72

2003 188 94,9 0,95 4 2,0 -1,18 6 3,0 -2,40

2004 186 93,5 0,73 5 2,5 -0,82 8 4,0 -1,91

2005 139 92,1 0,45 4 2,6 -0,63 8 5,3 -1,10

2006 152 77,6 -1,64 13 6,6 2,22 31 15,8 4,02

2007 141 88,1 -0,06 5 3,1 -0,33 14 8,8 0,43

2008 147 85,5 -0,43 7 4,1 0,31 18 10,5 1,25

2009 131 83,4 -0,68 8 5,1 0,97 18 11,5 1,64

Im
ip

en
em

Año

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

n % RT n % RT n % RT

2002 190 93,1 0,27 3 1,5 -1,15 11 5,4 -0,27

2003 197 96,1 0,72 4 2,0 -0,75 4 2,0 -2,31

2004 200 92,6 0,20 7 3,2 0,36 9 4,2 -1,02

2005 166 95,4 0,56 3 1,7 -0,87 5 2,9 -1,62

2006 190 89,2 -0,32 13 6,1 2,84 10 4,7 -0,70

2007 151 89,3 -0,27 7 4,1 1,02 11 6,5 0,35

2008 155 87,6 -0,52 3 1,7 -0,90 19 10,7 2,69

2009 140 85,9 -0,73 3 1,8 -0,75 20 12,3 3,39

M
er

o
p

en
em

Año

P. aeruginosa (total)

Sensible Intermedio Resistente

Chi2 gl p p (linealidad)

48,34 14 <0,001 <0,001

Chi2 gl p p (linealidad)

43,55 14 <0,001 <0,001

Tabla 11. Evolución de la susceptibilidad del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de P. aeruginosa

sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009 (continuación).
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Se estudiaron los valores de CMI de los aislamientos frente a los principales

antipseudomónicos. Se calcularon los valores de las CMI50 y CMI90, mostrados en la

Tabla 12, y se analizó si existían variaciones significativas a lo largo del periodo de

estudio.

Probablemente por el elevado número de aislamientos de PASC registrados,

1237 cepas clínicas, las variaciones obtenidas en los valores de la CMI fueron

estadísticamente significativas para todos los antimicrobianos estudiados. Sin embargo,

esta significación no se refleja en los correspondientes valores de las CMI50 y CMI90.

Así, se tomó como referencia de análisis el valor de eta cuadrado, valor que proporciona

una medida de la asociación de la variación de la CMI con respecto al tiempo. Como se

muestra en la Tabla 13, sólo se obtuvo una asociación con relativo peso para los valores

de CMI a imipenem y meropenem, siendo ésta moderada. Para el resto de antibióticos,

la relación fue prácticamente nula, excepto para amikacina y gentamicina, que fue

pequeña.

Dentro de los 172 aislamientos de PANSC analizados, tan sólo se obtuvo

significación estadística (p< 0,001) y asociación elevada entre este aumento a lo largo

del periodo para el valor de la CMI frente a meropenem (p<0,001). Como se observa en

la Tabla 13, los valores de CMI50 y CMI90 a meropenem aumentaron de 4 y 16 μg/ml, 

respectivamente, en el año 2002, a >16 μg/ml, para ambos, en el año 2009. Además, 

para los antibióticos ceftazidima, piperacilina-tazobactam e imipenem, se encontró una

asociación moderada, lo cual se correlaciona con lo obtenido en el análisis de las

categorías de susceptibilidad; para el resto de antibióticos, esta asociación fue pequeña.
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CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90

Ceftazidima 4 8 4 4 4 4 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Cefepime <4 8 <4 8 <4 4 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8

Piperacilina-tazobactam 8 32 <4 16 <4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 16 8 16

Aztreonam 4 16 4 16 4 16 4 16 4 16 4 32 4 16 4 16

Imipenem 2 4 1 2 1 2 <1 2 <1 2 <1 2 <1 2 <1 2

Meropenem <1 2 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 1

Gentamicina 2 8 2 8 2 4 <1 4 2 8 2 8 2 4 <1 4

Tobramicina <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Amikacina 4 16 1 16 1 8 1 4 4 16 4 16 1 8 1 8

Ciprofloxacino 0,25 4 <0,25 2 <0,25 1 <0,25 2 <0,25 1 <0,25 2 <0,25 2 <0,25 2

2006 (n= 150)
Antibiótico

P. aeruginosa sensible a los carbapenems

2002 (n= 172) 2007 (n= 138) 2008 (n= 144) 2009 (n= 127)2003 (n= 185) 2004 (n= 181) 2005 (n= 140)

CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90

Ceftazidima 4 8 4 8 4 8 2 16 4 32 4 32 4 32 4 16

Cefepime 4 8 <4 8 <4 8 <4 8 <4 16 <4 8 <4 16 <4 16

Piperacilina-tazobactam 8 32 <4 16 <4 16 <4 64 <4 64 <4 64 8 64 8 64

Aztreonam 8 16 4 16 4 16 4 16 4 16 4 32 4 32 4 16

Imipenem 2 4 2 2 2 2 1 4 2 >16 <1 8 <1 >16 <1 16

Meropenem <1 2 <1 1 <1 1 <1 1 <1 8 <1 4 <1 >16 <1 >16

Gentamicina 4 8 2 8 2 4 <1 8 2 >16 2 8 2 >16 2,0 >16

Tobramicina <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 >16 <1 4 <1 16 <1 >16

Amikacina 4 16 1 16 1 8 1 8 4 16 4 16 1 16 1 8

Ciprofloxacino 0,25 4 <0,25 8 <0,25 1 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8 <0,25 8

P. aeruginosa (aislamientos totales)

Antibiótico
2002 (n= 189) 2003 (n= 196) 2004 (n= 194) 2005 (n= 153) 2006 (n= 195) 2007 (n= 157) 2008 (n= 171) 2009 (n= 154)

Tabla 12. Evolución de los valores de CMI50 y CMI90 de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos en la CUN durante el periodo 2002-2009.
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CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90 CMI50 CMI90

Ceftazidima 8 >64 16 >64 16 >64 16 32 16 32 16 64 16 >64 16 64

Cefepime 8 32 8 32 8 32 8 16 8 16 8 16 16 16 16 16

Piperacilina-tazobactam 32 64 64 >128 64 64 64 64 64 64 64 >128 64 >128 64 >128

Aztreonam 16 >64 16 32 16 >64 16 32 16 >64 16 >64 16 >64 16 32

Imipenem 8 16 8 >16 16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16

Meropenem 4 16 8 >16 8 8 4 8 4 >16 8 >16 >16 >16 >16 >16

Gentamicina 4 16 8 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16

Tobramicina 1 2 <1 >16 >16 >16 >16 >16 >16 >16 <1 >16 >16 >16 >16 >16

Amikacina 16 16 8 16 4 16 8 8 16 16 8 16 16 32 8 16

Ciprofloxacino 4 8 2 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

P. aeruginosa no sensible a los carbapenems

2007 (n= 19) 2008 (n= 27) 2009 (n= 27)2005 (n= 13) 2006 (n= 45)
Antibiótico

2002 (n= 17) 2003 (n= 11) 2004 (n= 13)

Tabla 12. Evolución de los valores de CMI50 y CMI90 de los aislamientos de P. aeruginosa obtenidos en la CUN durante el periodo 2002-2009

(continuación).
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(U) Estadístico U de Mann-Whitney; (p) nivel de significación estadística.

Tabla 13. Análisis de la evolución de los valores de CMI del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de

P. aeruginosa sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009.

U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p

Ceftazidima 13179 <0,001 17446 0,142 12007 0,001 12457 0,003 13104 0,013 12762 0,353 11301 0,007 62,0 <0,001 0,061 <0,001

Cefepime 14844 <0,001 17462 0,121 14319 0,483 11976 0,001 14568 0,482 11461 0,018 11909 0,084 53,8 <0,001 0,037 <0,001

Piperacilina-tazobactam 13499 <0,001 18465 0,650 14506 0,597 14258 0,416 15172 0,859 11787 0,037 12166 0,298 52,7 <0,001 0,040 <0,001

Aztreonam 14366 0,002 17511 0,878 13697 0,777 13844 0,781 14088 0,390 11482 0,123 10619 0,024 18,3 0,010 0,046 <0,001

Imipenem 11974 <0,001 17488 0,638 12204 0,020 12826 0,067 12744 0,002 12933 0,501 12615 0,439 52,1 <0,001 0,428 <0,001

Meropenem 11214 <0,001 9458,5 <0,001 14430 0,439 13390 0,028 14216 0,375 10209 0,001 11168 0,039 199,9 <0,001 0,428 <0,001

Gentamicina 16952 0,124 13687 <0,001 13822 0,230 9913 <0,001 14949 0,619 11122 0,005 11754 0,171 97,8 <0,001 0,063 <0,001

Tobramicina 16503 0,004 18946 0,967 14632 0,332 13674 0,017 14362 0,130 13403 0,742 13458 0,900 22,8 0,002 0,082 <0,001

Amikacina 15814 0,010 15460 <0,001 13622 0,092 8921 <0,001 15146 0,857 11565 0,022 11395 0,019 118,9 <0,001 0,056 <0,001

Ciprofloxacino 13500 <0,001 8380 <0,001 15280 0,828 14547 0,290 15742 0,985 13374 0,606 12971 0,620 206,5 <0,001 0,414 <0,001

2003-20042002-2003
Antibiótico

P. aeruginosa , aislamientos totales (n= 1409)

LinealidadEta
22002-20092008-20092007-20082006-20072005-20062004-2005

U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p

Ceftazidima 11473 <0,001 15536 0,223 9594 <0,001 9395 0,067 7626,5 <0,001 8843,5 0,081 7181,5 <0,001 87,346 <0,001 0,007 0,256

Cefepime 12777 0,001 15034 0,061 11945 0,297 8892 0,013 10225 0,937 8597 0,043 7735,5 0,015 50,387 <0,001 0,006 0,382

Piperacilina-tazobactam 11787 <0,001 15907 0,332 12615 0,833 9970 0,312 9828,5 0,366 8678,5 0,043 8140 0,169 63,571 <0,001 0,002 0,955

Aztreonam 12837 0,010 15188 0,598 11503 0,574 9516 0,483 9215 0,250 8477,5 0,180 7242 0,024 24,465 0,001 0,002 0,927

Imipenem 10245 <0,001 15705 0,878 10353 0,015 9637,5 0,359 9274,5 0,104 9682,5 0,841 8170 0,077 54,805 <0,001 0,110 <0,001

Meropenem 9728 <0,001 7100,5 <0,001 11947 0,175 10487 0,757 9638 0,342 7542 0,001 7118 0,002 342,34 <0,001 0,096 <0,001

Gentamicina 14295 0,086 11641 <0,001 11333 0,078 7050,5 <0,001 9923,5 0,534 7302,5 <0,001 7898,5 0,092 129,56 <0,001 0,015 0,008

Tobramicina 14365 0,008 16390 0,356 12720 0,557 10538 0,777 9946,5 0,348 9553 0,141 9182 0,497 28,803 <0,001 0,006 0,368

Amikacina 13441 0,008 13604 <0,001 11352 0,033 6651 <0,001 9544 0,223 7782 0,001 7835 0,017 121,66 <0,001 0,012 0,037

Ciprofloxacino 11518 <0,001 6440 <0,001 12817 0,539 10558 0,562 9788 0,145 10015 0,900 8755,5 0,421 347,48 <0,001 0,006 0,373

P. aeruginosa sensible a los carbapenems (n= 1237)

2007-2008
Antibiótico

2002-2003 2003-2004 2004-2005 2008-2009 2002-2009
Eta

2 Linealidad
2005-2006 2006-2007
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(U) Estadístico U de Mann-Whitney; (p) nivel de significación estadística.

Tabla 13. Análisis de la evolución de los valores de CMI del total de aislamientos de P. aeruginosa y de los subgrupos formados por los aislamientos de

P. aeruginosa sensibles y no sensibles a los carbapenems a una selección de antibióticos durante el periodo 2002-2009 (continuación).

U p U p U p U p U p U p U p Chi2 p

Ceftazidima 83,5 0,839 71,5 1,000 69,5 0,437 259 0,520 356,5 0,098 248,5 0,474 299 0,123 7,6632 0,363 0,122 0,002

Cefepime 83 0,626 68 0,855 76 0,615 259 0,527 390,5 0,577 201,5 0,204 351,5 0,624 9,0406 0,255 0,018 0,884

Piperacilina-tazobactam 74 0,769 58,5 0,707 69,5 0,412 279,5 0,890 332 0,075 256 0,767 358,5 0,741 10,346 0,167 0,125 0,002

Aztreonam 59,5 0,645 52 0,652 74,5 0,923 217 0,307 295,5 0,021 239 0,624 250,5 0,039 12,474 0,084 0,033 0,613

Imipenem 70,5 0,629 50,5 0,385 70 0,583 262 1,000 445,5 0,786 253,5 0,518 374,5 0,781 13,184 0,066 0,109 0,008

Meropenem 79 0,973 62 0,858 69,5 0,413 276,5 0,763 292,5 0,080 127,5 0,010 292 0,196 35,004 <0,001 0,341 <0,001

Gentamicina 57,5 0,086 69,5 0,884 76 0,650 277 0,740 439,5 0,889 255 0,738 357,5 0,902 11,133 0,127 0,030 0,640

Tobramicina 75 0,506 60 0,681 78 1,000 262,5 0,565 412,5 0,584 257,5 0,777 366 0,851 8,1579 0,319 0,044 0,371

Amikacina 92 0,945 49 0,191 84 1,000 170 0,017 405 0,724 204 0,219 238 0,022 15,2 0,027 0,038 0,492

Ciprofloxacino 75 0,610 62,5 0,893 62 0,143 216 0,083 438,5 0,604 254,5 0,480 348 0,393 9,8777 0,190 0,054 0,219

Linealidad
2002-2009

Eta
2

P. aeruginosa sensible a los carbapenems (n= 1237)

Antibiótico
2002-2003 2004-2005 2004-2005 2005-2006 2006-2007 2007-2008 2008-2009
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4.1.2.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS MÉTODOS FENOTÍPICOS

Y GENOTÍPICOS DE DETECCIÓN DE METALO-BETA-LACTAMASAS

A.- SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLAMIENTOS INCLUIDOS EN EL

ESTUDIO

Durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de

diciembre de 2009 se recogieron aleatoriamente un total de 147 aislamientos de

PANSC. De éstos, atendiendo a los criterios enumerados en el apartado 3.1.2.1, se

seleccionaron 84 aislamientos que procedían de 77 pacientes (Anexo, Tabla 2). Las

muestras fueron mayoritariamente de origen respiratorio (n=48; 57,1%), seguidas por

las procedentes de herida (n=15; 17,9%), orina (n=12; 14,3%) y abdominales (n=4;

4,8%). Cinco muestras (6,0%) procedieron de otros orígenes: sangre, líquido

cefalorraquídeo, catéter intravascular, heces y absceso en extremedad inferior (Figura

5).

Aunque hubo una gran diversidad en el servicio de origen, destacó el número

elevado de aislamientos procedentes de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (n=13;

15,7%) y Neumología (n=8; 9,5%) (Figura 6).

48
15

12

4 5
Muestras respiratorias

Herida

Orina

Abdominal

Otras

Figura 5. Origen de los aislamientos incluidos en el estudio de detección de metalo-

beta-lactamasas.
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A continuación, se determinó si la resistencia a carbapenems de los aislamientos

en estudio se asociaba a una menor susceptibilidad al resto de grupos antibióticos. Los

resultados de este estudio mostraron que existía una resistencia cruzada del 75,0% a

ciprofloxacino, 67,9% a gentamicina, 61,9% a tobramicina y 41,7% a ceftazidima.

Amikacina y piperacilina-tazobactam fueron los antibióticos con mayor actividad frente

a las cepas en estudio, con unas tasas de sensibilidad de 82,1% y 71,4%,

respectivamente (Tabla 14). En la Tabla 15 se muestran las CMI50 y CMI90 de los

aislamientos.

n % n % n %

Ceftazidima 23 27,4 26 31,0 35 41,7

Cefepime 39 46,4 32 38,1 13 15,5

Piperacilina-tazobactam 60 71,4 0 0 24 28,6

Aztreonam 8 9,5 48 57,1 28 33,3

Gentamicina 23 27,4 4 4,8 57 67,9

Tobramicina 32 38,1 0 0 52 61,9

Amikacina 69 82,1 5 6,0 10 11,9

Ciprofloxacino 17 20,2 4 4,8 63 75,0

Sensible Intermedio Resistente
Antibiótico

13

7

7

8
5555

5

4

4
4

3 1 111 1 1 1 1 1

Figura 6. Servicio de origen de los pacientes cuyos aislamientos de P. aeruginosa no

sensibles a carbapenems se incluyeron en el estudio de detección de metalo-beta-

lactamasas.

Tabla 14. Susceptibilidad de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a carbapenems

incluidas en el estudio de detección de metalo-beta-lactamasas .

UCI Cirugía Cardiaca Medicina Interna Neumología

Cirugía General Cirugía Plástica Nefrología Neurocirugía

Neurología Hepatología Oncología Otorrinolaringología

Urología Anatomía Patológica Cardiología Cirugía Torácica

Digestivo Flebología Ginecología Hematología

Pediatría Urgencias
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B.- COMPARACIÓN DE MÉTODOS PARA LA DETECCIÓN DE

AISLAMIENTOS PRODUCTORES DE METALO-BETA-LACTAMASAS

Se estudió la presencia de cepas productoras de MBL empleando los siguientes

métodos: E-test de imipenem/imipenem más EDTA, test de microdilución simple, test

de sinergia con doble disco de imipenem y ceftazidima y test de discos combinados.

Para valorar la sensibilidad y especificidad de los resultados proporcionados por cada

técnica, se tomó como referencia el resultado obtenido mediante la PCR múltiple para la

detección de genes codificantes de MBL.

Todas las pruebas fenotípicas empleadas demostraron una excelente sensibilidad

(100%) y valor predictivo negativo (100%). Sin embargo, se obtuvieron distintos

resultados de especificidad y de valor predictivo positivo dependiendo de cada método.

El test de discos combinados empleando 372,5 μg de EDTA presentó el mejor valor de 

especificidad (100%), seguido del test de sinergia con discos de imipenem y EDTA y la

microdilución simple (98,7% para ambos), y el E-test MBL (97,5%). El test de los

discos combinados empleando 745 μg de EDTA mostró el valor más bajo de 

especificidad junto al test de sinergia con discos de ceftazidima y EDTA (ambos 95%)

(Tabla 16).

Ceftazidima 16 >64

Cefepime 16 32

Piperacilina-tazobactam 64 >128

Aztreonam 16 >64

Imipenem >16 >16

Meropenem >16 >16

Gentamicina >16 >16

Tobramicina >16 >16

Amikacina 8 64

Ciprofloxacino >4 >4

CMI50 (μg/ml)Antibiótico CMI90 (μg/ml)

Tabla 15. Valores de CMI50 y CMI90 de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a

carbapenems incluidas en el estudio de detección de metalo-beta-lactamasas .
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4.1.3.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DORIPENEM

Se ha descrito que un porcentaje significativo de cepas de PA resistentes a

imipenem, en torno a un 30%, son sensibles a doripenem (Fujimura y cols, 2009; Jones

y cols, 2004b; Pillar y cols, 2008). Debido a la discrepancia existente en los distintos

estudios, se realizó un estudio comparativo de susceptibilidad frente a imipenem,

meropenem y doripenem empleando las cepas seleccionadas en el apartado 4.1.2, es

decir, 84 aislamientos de PANSC. Se determinó el valor de la CMI a imipenem y

meropenem mediante la técnica de microdilución en caldo; los valores de CMI50 y

CMI90 de estas cepas para ambos antibióticos fueron de 32 y 64 μg/ml, respectivamente. 

Para determinar el valor de la CMI a doripenem se emplearon tiras de E-test; los

aislamientos presentaron valores de CMI50 y CMI90 de 8 y >32 μg/ml, respectivamente 

(Anexo, Tabla 3).

Doripenem mostró los valores más bajos de CMI ya que un total de 8 cepas

presentaron una CMI igual o inferior a 1 μg/ml (punto de corte establecido por 

EUCAST para doripenem) frente a 1 único aislamiento para meropenem y ninguno para

imipenem. Por otro lado, 18 cepas presentaron valores de CMI igual o inferior a 2 μg/ml 

(punto de corte establecido por FDA para doripenem), frente a 3 aislamientos para

meropenem y 1 aislamiento para imipenem (Figura 7).

E-test MBL 100% 97,5% 66,7% 100%

Test de microdilución simple 100% 98,7% 66,7% 100%

Test de sinergia con discos de imipenem y EDTA 100% 98,7% 80% 100%

Test de sinergia con discos de ceftazidima y EDTA 100% 95% 50% 100%

Test de discos combinados EDTA 372,5 μg 100% 100% 100% 100%

Test de discos combinados EDTA 745 μg 100% 95% 50% 100%

VPNS VPP
Prueba fenotípica

(técnica de referencia: PCR)
E

(S): Sensibilidad; (E): Especificidad; (VPP): Valor predictivo positivo; (VPN) Valor predictivo

negativo.

Tabla 16. Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor

predictivo negativo que presentaron las cuatro pruebas fenotípicas estudiadas.
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Interpretando los valores de CMI según el criterio más restrictivo, que en este

caso fue el EUCAST, 10 (11,9%) cepas no sensibles a imipenem presentaron

sensibilidad a doripenem, y 9 (10,7%) cepas no sensibles a meropenem lo fueron a

doripenem. Sólo se encontró 1 (1,2%) cepa sensible a imipenem que no fue sensible a

doripenem, y 2 (2,4%) sensibles a meropenem y no sensibles a doripenem. Siguiendo la

normativa de la FDA, 16 (19,0%) cepas tanto no sensibles a imipenem como a

meropenem sí lo fueron a doripenem, mientras que sólo 3 (3,6%) cepas sensibles a

meropenem no lo fueron a doripenem. Por último, asumiendo los mismos puntos de

corte para estos tres carbapenems, como hicieron los primeros trabajos, encontramos las

mayores discrepancias. Así, 24 (28,6%) cepas no sensibles a imipenem lo fueron a

doripenem, y 22 (26,2%) no sensibles a meropenem lo fueron a doripenem. Sólo 1

(1,2%) fue sensible a meropenem y no a doripenem, mientras que en ningún caso

sucedió esto para imipenem (Tabla 17).
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Figura 7. Distribución de los valores de CMI a imipenem, meropenem y doripenem de

los aislamientos clínicos de P. aeruginosa .
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4.1.4.- CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE

RESISTENCIA EN CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS

CARBAPENEMS

La disponibilidad de una colección de cepas clínicas bien caracterizadas de

PANSC permitió estudiar el mecanismo de resistencia a los carbapenems y contrastar

nuestros resultados con los publicados. Para este estudio se seleccionaron los

aislamientos de PA resistentes a doripenem, pues como se demostró en el apartado

anterior, la gran mayoría de estas cepas presentan resistencia cruzada a imipenem y

meropenem. Además, se incluyeron en el estudio aislamientos productores de MBL

entre los que se encontraba una cepa sensible a doripenem (CUN-140). La relación

clonal de esta primera selección de aislamientos se analizó mediante Rep-PCR y se

seleccionó un representante de cada uno de los diferentes perfiles de amplificación

obtenidos, lo que redujo la selección a 24 aislamientos. En la Tabla 18 se muestran los

aislamientos seleccionados.

CLSI
(1)

CLSI/FDA
(2) FDA EUCAST

Meropenem-Doripenem n (%) n (%) n (%) n (%)

No sensible-No sensible 58 (69,0) 64 (76,2) 64 (76,2) 72 (85,7)

No sensible-Sensible 22 (26,2) 16 (19,1) 16 (19,0) 9 (10,7)

Sensible-No sensible 1 (1,2) 2 (2,4) 3 (3,6) 2 (2,4)

Sensible-Sensible 3 (3,6) 2 (2,4) 1 (1,2) 1 (1,2)

Categoría sensibilidad
Criterio de interpretación

(1) CMI a imipenem y meropenem interpretada según los criterios de la CLSI; CMI a doripenem

interpretada asumiendo los mismos criterios que para imipenem y meropenem. (2) CMI a imipenem y

meropenem interpretada según CLSI; CMI a doripenem interpretada según FDA.

CLSI
(1)

CLSI/FDA
(2) FDA EUCAST

Imipenem-Doripenem n (%) n (%) n (%) n (%)

No sensible-No sensible 59 (70,2) 66 (78,6) 67 (79,8) 73 (86,9)

No sensible-Sensible 24 (28,6) 17 (20,2) 16 (19,0) 10 (11,9)

Sensible-No sensible 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (1,2)

Sensible-Sensible 1 (1,2) 1 (1,2) 1 (1,2) 0 (0)

Categoría sensibilidad
Criterio de interpretación

Tabla 17. Categoría de sensibilidad de las cepas interpretando los valores de CMI

según los criterios proporcionados por CLSI, bibliografía, FDA y EUCAST.
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CAZ FEP TZP ATM IMI MEM GM TM AN CIP DRPM

CUN-3 2006 Pac-50 R >64 I 16 S 64 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4 R >32

CUN-5 2006 Pac-50 R >64 R >64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4 R >32

CUN-9 2003 Pac-30 R >64 R 32 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4 R >32

CUN-16 2006 Pac-45 R 32 I 16 S 64 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4 R 32

CUN-36 2006 Pac-23 S <1 S <1 S <4 S <1 I 8 S 0,5 S <1 S <1 S <2 I 2 R >32

CUN-46 2006 Pac-24 I 16 S 8 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4 R >32

CUN-51 2006 Pac-39 R 32 I 16 S 64 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4 R 32

CUN-52 2004 Pac-37 R >64 R 32 S 64 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4 R >32

CUN-61 2007 Pac-48 R >64 R >64 R >128 R >64 R >16 R >16 R 16 S 4 I 32 R >4 R >32

CUN-64 2008 Pac-26 R >64 I 16 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4 R >32

CUN-70 2008 Pac-28 R >64 R >64 R >128 R >64 R >16 R 16 R >16 R >16 S 16 R >4 R >32

CUN-85 2008 Pac-57 I 16 I 16 S 16 I 16 R 16 R 16 R >16 R >16 S 16 R >4 I 4

CUN-86 2008 Pac-66 R >64 R 32 R >128 I 16 R >16 R 16 S 4 S <1 S 8 S <0,25 R >32

CUN-89 2006 Pac-21 I 16 I 16 S 64 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 16 R >4 R >32

CUN-93 2009 Pac-67 I 16 I 16 S 64 I 16 R 16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4 R >32

CUN-96 2009 Pac-2 R >64 R 32 R >128 I 16 R >16 S 4 I 8 S 2 I 32 R >4 R >32

CUN-106 2009 Pac-71 I 16 I 16 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4 I 4

CUN-107 2009 Pac-54 I 16 I 16 S 64 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4 R >32

CUN-108 2009 Pac-3 S 4 S 8 S 8 I 16 R >16 R 16 S 4 S <1 S 8 S 1 R >32

CUN-120 2009 Pac-75 I 16 I 16 R >128 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4 R 16

CUN-131 2009 Pac-25 R 32 R 32 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4 R >32

CUN-133 2009 Pac-74 R 64 S 8 R >128 I 16 R >16 R >16 S <1 S <1 S <2 S <0,25 R >32

CUN-135 2009 Pac-35 I 16 S 8 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4 I 4

CUN-140 2009 Pac-73 R 64 I 16 S 64 S 2 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 S <0,25 S 1

Antibiograma interpretado según CLSI (Vitek 2®, excepto E-test para doripenem)
Aislamiento Año Paciente

(CAZ) Ceftazidima; (FEP) Cefepime; (TZP) Piperacilina-tazobactam; (ATM) Aztreonam; (IPM) Imipenem; (MPM) Meropenem; (GM) Gentamicina; (TM) Tobramicina;

(AN) Amikacina; (CIP) Ciprofloxacino; (DRPM) Doripenem.

Tabla 18. Antibiograma de las cepas incluidas en el estudio de la caracterización de los mecanismos de resistencia en cepas de P. aeruginosa no

sensibles a los carbapenems.
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La mayoría de las muestras procedían de origen respiratorio (n=13; 54,2%),

seguido de herida (n=5; 20,8%), orina (n=4; 16,7%), y abdominal (n=2; 8,4%). Los

aislamientos procedieron de pacientes ingresados en los siguientes departamentos:

Neurocirugía (n=3; 12,5 %), Oncología Médica (n=3), UCI (n=3), Cirugía Cardiaca

(n=2; 8,3 %), Cirugía General (n=2), Cirugía Plástica (n=2), Nefrología (n=2),

Neumología (n=2), Neurología (n=2), Urología (n=2), y Medicina Interna (n=1; 4,2 %).

Los valores de CMI50 y CMI90 para los distintos antibióticos fueron,

respectivamente, los siguientes: ceftazidima (32 y >64 μg/ml), cefepime (16 y >64 

μg/ml), piperacilina-tazobactam (64 y >128 μg/ml), aztreonam (16 y >64 μg/ml), 

imipenem (>16 y >16 μg/ml), meropenem (16 y >16 μg/ml), doripenem (>32 y >32 

μg/ml), gentamicina (>16 y >16 μg/ml), tobramicina (>16 y >16 μg/ml), amikacina (16 

y >64 μg/ml) y ciprofloxacino (>4 y >4 μg/ml). 

A.- DETECCIÓN DE CEPAS PRODUCTORAS DE METALO-BETA-

LACTAMASAS

Tanto los métodos fenotípicos como los genotípicos mostraron la presencia de 4

aislamientos productores de MBL: las cepas CUN-3, CUN-52, CUN-85 y CUN-140

(Tabla 19). La secuenciación de los productos de amplificación demostró que la MBL

producida en los cuatro aislamientos era de tipo VIM-2.

E-test MBL

I/I+E
(1)

M/M+E
(2)

I/I+E
(1)

CUN-3 >256/2 256/4 32/1,5 + + VIM-2

CUN-52 >256/2 128/2 64/1 + + VIM-2

CUN-85 128/1 256/4 12/1 + + VIM-2

CUN-140 256/4 64/<0,5 Zona phantom + + VIM-2

Microdilución
PCRCepa DCT

(4)
DDST

(3)

(1) CMI a imipenem y meropenem interpretada según los criterios de la CLSI; CMI a doripenem

interpretada asumiendo los mismos criterios que para imipenem y meropenem; (2) CMI a

imipenem y meropenem interpretada según CLSI y CMI a doripenem interpretada según FDA;

(3) Test de sinergia con doble disco; (4) Test de los discos combinados.

Tabla 19. Resultados de las pruebas empleadas para identificar a los aislamientos

productores de metalo-beta-lactamasas.
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Dentro de estos hallazgos, destacó el bajo valor de CMI a doripenem que

presentaban 2 de los aislamientos, las cepas CUN-85 y CUN-140, cuya CMI a este

antibiótico fue de 4 y 1 μg/ml, respectivamente (Figura 8). 

A

B

Figura 8. Resultados de las pruebas E-test MBL, E-test de doripenem y test de sinergia

con doble disco de las cepas productoras de metalo-beta-lactamasas CUN-85 (A) y

CUN-140 (B).
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Para tener una evidencia más directa de la expresión de la MBL se cuantificó la

actividad de esta enzima en los aislamientos. Para ello, se emplearon dos técnicas con

distinto fundamento, la medida espectrofotométrica de la hidrólisis del imipenem y la

medida del nivel de expresión de los genes que codifican la MBL VIM-2 mediante PCR

en tiempo real. La medida espectrofométrica de la hidrólisis del imipenem demostró que

las cepas CUN-3 y CUN-52 presentaban una actividad significativamente superior que

las cepas CUN-85 y CUN-140, cuyo nivel de hidrólisis no fue significativamente

superior al presentado por la cepa de referencia PAO1 (Figura 9). Estos resultados

concordaban con el grado de susceptibilidad relativa al doripenem mostrado por las 4

cepas estudiadas (ver Tabla 18). La adición de EDTA a los extractos proteicos, inhibió

completamente la hidrólisis del imipenem en todos los casos, lo que confirmó que la

actividad hidrolítica detectada era dependiente de una MBL (datos no mostrados).
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Figura 9. Medida espectrofotométrica de la hidrólisis del imipenem de los cuatro

aislamientos productores de metalo-beta-lactamasas y de la cepa de referencia PAO1.
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La cuantificación de la expresión del gen blaVIM-2 con respecto a la expresión del

gen constitutivo proC demostró que la mayor susceptibilidad de las cepas CUN-85 y

CUN-140 al doripenem no se correspondía con un nivel de expresión de VIM-2 inferior

al detectado en las cepas resistentes al doripenem CUN-3 y CUN-152 (Tabla 20).

B.- DETECCIÓN DE LA SOBREEXPRESIÓN DE MexAB-OprM

Los niveles de expresión hallados en los aislamientos clínicos se compararon

con la cepa de referencia PAO1 y con la cepa LC1-6, que sobreexpresa la bomba

MexAB-OprM. Se detectó la sobreexpresión de mexB en las cepas CUN-9 y CUN-61,

con unos valores de FC (fold change-número de veces que aumenta la expresión

respecto al control interno-; ver Material y Métodos) de 4,50 y 4,37, respectivamente.

Otros 2 aislamientos, las cepas CUN-85 y CUN-131, presentaron resultados que se

consideraron dudosos por encontrarse entre los valores 2 y 3 (2,32 y 2,64,

respectivamente) (Tabla 21, Figura 10).

CUN-3 6,34 6,34 8,13 6,94 1,03

CUN-52 4,76 4,18 4,50 4,48 0,29

CUN-85 7,84 7,68 8,72 8,08 0,56

CUN-140 10,29 10,22 9,21 9,91 0,61

CTbla VIM-2 - CTproCAislamiento Media SD

(CTbla VIM-2 - CTproC ): Medida de la expresión del gen bla VIM-2 con respecto al gen

proC determinada mediante PCR a tiempo real.

Tabla 20. Medida de la expresión del gen bla VIM-2 para los cuatro aislamientos

productores de metalo-beta-lactamasas.
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(1) (2) (3) Media SD

CUN-3 0,46 0,48 0,45 0,46 0,01 -

CUN-5 0,61 0,61 0,69 0,63 0,04 -

CUN-9 4,21 4,21 5,07 4,50 0,40 +

CUN-16 0,61 0,51 0,59 0,57 0,04 -

CUN-36 0,78 0,78 0,89 0,82 0,05 -

CUN-46 0,22 0,20 0,21 0,21 0,01 -

CUN-51 1,02 0,98 0,98 1,00 0,02 -

CUN-52 0,37 0,43 0,43 0,41 0,03 -

CUN-61 3,46 4,72 4,95 4,37 0,65 +

CUN-64 0,57 0,60 0,62 0,60 0,02 -

CUN-70 1,05 0,97 1,06 1,03 0,04 -

CUN-85 2,42 2,26 2,26 2,32 0,08 +/-

CUN-86 0,29 0,30 0,34 0,31 0,02 -

CUN-89 0,30 0,35 0,34 0,33 0,02 -

CUN-93 1,54 1,82 1,82 1,72 0,13 -

CUN-96 0,05 0,06 0,10 0,07 0,02 -

CUN-106 0,39 0,51 0,38 0,43 0,06 -

CUN-107 1,16 1,13 1,19 1,16 0,03 -

CUN-108 0,64 0,56 0,66 0,62 0,04 -

CUN-120 1,09 1,67 1,29 1,35 0,24 -

CUN-131 2,34 2,15 3,43 2,64 0,56 +/-

CUN-133 0,97 1,41 1,20 1,20 0,18 -

CUN-135 0,44 0,50 0,60 0,51 0,06 -

CUN-140 0,77 0,94 0,94 0,88 0,08 -

ResultadoAislamiento
FC aislamiento clínico respecto PAO1

Tabla 21. Medida de la expresión relativa del gen mexB determinada mediante PCR en

tiempo real.
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Figura 10. Expresión de los genes mexB (A) y ampC (B) de las cepas de P. aeruginosa no sensibles a carbapenems respecto a la

cepa de referencia PAO1 determinada mediante PCR en tiempo real.
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C.- DETECCIÓN DE LA HIPERPRODUCCIÓN DE AmpC

Empleando la misma metodología que la del apartado anterior, se determinó si el

gen codificante de cefalosporinasa cromosómica AmpC se hallaba sobreexpresado en

alguna de las cepas. La expresión del gen en la cepa PAO1 sirvió como nivel basal de

referencia.

Ocho aislamientos (CUN-9, CUN-46, CUN-61, CUN-64 CUN-70, CUN-89,

CUN-106 y CUN-107) demostraron ser hiperproductores de esta cefalosporinasa, con

valores de FC que oscilaron entre 11,70 a 64,24. Dos aislamientos, CUN-108 y CUN-

131, presentaron valores de FC de 5,25 y 5,23, lo que se consideró un resultado dudoso

(Tabla 22, Figura 10).

(1) (2) (3) Media SD

CUN-3 3,30 2,40 2,78 2,83 0,37 -

CUN-5 3,11 3,95 4,53 3,87 0,58 -

CUN-9 33,65 22,05 56,43 37,38 14,28 +

CUN-16 1,36 1,63 1,72 1,57 0,15 -

CUN-36 1,96 1,93 1,11 1,67 0,39 -

CUN-46 18,47 61,46 49,43 43,12 18,11 +

CUN-51 1,08 1,20 0,69 0,99 0,22 -

CUN-52 0,29 0,24 0,26 0,26 0,02 -

CUN-61 10,56 4,70 19,85 11,70 6,24 +

CUN-64 75,05 32,37 85,30 64,24 22,92 +

CUN-70 26,18 9,47 46,90 27,52 15,31 +

CUN-85 0,93 1,28 0,98 1,06 0,16 -

CUN-86 4,24 1,37 2,37 2,66 1,19 -

CUN-89 57,98 40,48 30,65 43,04 11,30 +

CUN-93 0,54 0,24 0,26 0,35 0,13 -

CUN-96 0,83 0,94 0,79 0,85 0,06 -

CUN-106 29,37 17,38 8,48 18,41 8,56 +

CUN-107 14,30 20,48 6,55 13,78 5,70 +

CUN-108 5,13 5,50 5,11 5,25 0,18 +/-

CUN-120 1,09 1,04 1,50 1,21 0,20 -

CUN-131 8,46 3,79 3,44 5,23 2,29 +/-

CUN-133 0,29 0,21 0,33 0,28 0,05 -

CUN-135 1,03 3,34 2,77 2,38 0,99 -

CUN-140 2,01 0,87 0,42 1,10 0,67 -

ResultadoAislamiento
FC aislamiento clínico respecto PAO1

Tabla 22. Medida de la expresión relativa del gen ampC determinada mediante PCR

en tiempo real.
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D.- ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA DE MEMBRANA EXTERNA OprD

Como se explicó en la Introducción, se ha descrito que las mutaciones en el gen

codificante de la porina OprD que causan un defecto en la producción de esta proteína

de membrana externa de PA confieren resistencia a imipenem. Para estudiar la

existencia de este mecanismo de resistencia en los aislamientos en estudio, se

emplearon dos técnicas: amplificación mediante PCR del gen oprD seguido de la

secuenciación del amplicón, y análisis de la expresión de la proteína OprD mediante

SDS-PAGE.

El análisis del perfil de proteínas mediante SDS-PAGE demostró que tan sólo 3

aislamientos (CUN-3, CUN-52 y CUN-85) no presentaban alterada la expresión de la

proteína ya que en el resto de extractos proteicos se detectó la pérdida de una banda de

peso molecular coincidente con OprD (ca. 48 Kd) (Figura 11). La técnica de PCR

permitió detectar mutación en 20 de las 24 cepas analizadas, siendo la más frecuente la

aparición de un codón stop prematuro por el cambio de una timina por una citosina en la

posición 424 (Tabla 23). A pesar de que el análisis mediante SDS-PAGE detectó la falta

de expresión de porina OprD en el aislamiento CUN-133, no fue posible llegar a la

detección de esta mutación mediante PCR y secuenciación.

(HL) Marcador de pesos moleculares; (+) Cepa control positivo; (-) Cepa control negativo.

3 5 HL 9 16 (+) (-) 51 52 HL

HL 89 93 (+) (-) 106 107 108 HL96

HL 86 85 (-) (+) 64 36 46 HL70

HL 61 120 133 (-) (+) 135 140 HL131

50 kD

37 kD

50 kD

37 kD

50 kD

37 kD

50 kD

37 kD

Figura 11. Análisis de la expresión de las proteínas de membrana membrana mediante

SDS-PAGE.
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Tipo de mutación Aislamiento clínico Descripción mutación* Efecto*

Mutación C424T Glicina -> codón stop

CUN-120 Mutación G1016A Glicina -> codón stop

CUN-5 Deleción de una A en la posición 826 Codón stop prematuro (posición 1032)

CUN-9 Deleción de una C en la posición 322 Codón stop prematuro (posición 328)

CUN-16 Deleción de una C en la posición 297 Codón stop prematuro (posición 328)

CUN-86 Deleción de una G en la posición 861 Codón stop prematuro (posición 712)

CUN-61 Deleción de 8 pb empezando en la posición 865 Codón stop prematuro (posición 1092)

CUN-108 Deleción de 19 pb empezando en 701 Codón stop prematuro (posición 1034)

CUN-46, CUN-51, CUN-64,

CUN-67, CUN-89, CUN-93,

CUN-106, CUN-107, CUN-

131, CUN-135
Codón stop prematuro

CML producido por la deleción de 1 pb

CML producido por la deleción parcial de

una secuencia codificante

Deleción de 6 pb y cambio de secuencia

codificante en 30 pb empezando en la posición

1114

Codificación de proteína distinta

CML producido por la inserción parcial de

una secuencia codificante
CUN-96 Codón stop prematuro (posición 1039)Inserción de 5 pb empezando en la posición 1034

Codificación de una proteína distinta por la

deleción parcial de 6 pb
CUN-36, CUN-86, CUN-140

(CML) Cambio del marco de lectura; (pb) pares de bases; (A) Adenina; (G) Guanina; (C) Citosina; (T) Timina.
* Las posiciones están referidas a la secuencia de la cepa de referencia de Pseudomonas aeruginosa PA01.

Tabla 23. Mutaciones inactivantes en el gen oprD determinadas mediante PCR y secuenciación.
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Por tanto, y en resumen, la alteración de la porina OprD fue el mecanismo de

resistencia más prevalente en nuestros aislamientos, con 21 cepas afectadas (n=21,

87,5%). Atendiendo a los puntos de corte especificados para determinar la

sobreexpresión de ampC y mexB, la hiperproducción de la cefalosporinasa cromosómica

AmpC (n=8, 33,3%) fue el segundo mecanismo más prevalente, seguido de la

producción de MBL (n=4, 16,7%) y la sobreexpresión del sistema de expulsión activo

MexAB-OprM (8,3%) (Tablas 24 y 25).

Además, considerando cada cepa individualmente y las distintas combinaciones

de mecanismos de resistencia en las mismas, la mitad de las cepas presentó como única

alteración la falta de expresión de OprD (n=12, 50%). La hiperproducción de AmpC fue

acompañada de la alteración de OprD (n=6, 25%) y de ésta más la sobreexpresión de

MexAB-OprM (n=2, 8,3%) para generar resistencia en un total de 8 aislamientos. La

producción de MBL fue suficiente para conferir resistencia a los carbapenems en 3

aislamientos (n=3, 12,5%) mientras que en una única cepa se detectó la alteración de

OprD junto a la producción de MBL (n=1, 4,2%) (Tablas 24 y 25).

CUN-140

12 (50)

6 (25)

2 (8,3)

3 (12,5)

1 (4,2)

CUN-46, CUN-64, CUN-70, CUN-89, CUN-106,

CUN-107

CUN-5, CUN-16, CUN-36, CUN-51, CUN-86, CUN-

93, CUN-96, CUN-120, CUN-133, CUN-135

CUN-9, CUN-61

CUN-3, CUN-52, CUN-85

OprD (-) + HipAmpC +

SBmexB

OprD (-) + HipAmpC

MBL

MBL + OprD (-)

OprD (-)

Aislamientos clínicos n (%)
Mecanismos de

resistencia

Tabla 24. Mecanismos de resistencia presentes en los aislamientos clínicos de

Pseudomonas aeruginosa no sensibles a los carbapenems.

OprD (-) Alteración de la porina OprD; HipAmpC Hiperproducción de AmpC; SBmexB

Sobreexpresión de MexAB-OprM; MBL Producción de metalo-beta-lactamasas.
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Imipenem
(1)

Meropenem
(1)

Doripenem
(2)

CUN-3 2006 Pac-50 >256 256 >32 - - - VIM-2

CUN-5 2006 Pac-50 64 32 >32 + - - -

CUN-9 2003 Pac-30 64 32 >32 + + + -

CUN-16 2006 Pac-45 32 8 32 + - - -

CUN-36 2006 Pac-23 8 1 >32 + - - -

CUN-46 2006 Pac-24 64 32 >32 + + - -

CUN-51 2006 Pac-39 64 16 32 + - - -

CUN-52 2004 Pac-37 >256 128 >32 - - - VIM-2

CUN-61 2007 Pac-48 32 32 >32 + + + -

CUN-64 2008 Pac-26 64 32 >32 + + - -

CUN-70 2008 Pac-28 32 16 >32 + + - -

CUN-85 2008 Pac-57 128 256 8 - - +/- VIM-2

CUN-86 2008 Pac-66 32 16 >32 + - - -

CUN-89 2006 Pac-21 64 32 >32 + + - -

CUN-93 2009 Pac-67 32 32 >32 + - - -

CUN-96 2009 Pac-2 32 16 >32 + - - -

CUN-106 2009 Pac-71 64 16 4 + + - -

CUN-107 2009 Pac-54 64 16 >32 + + - -

CUN-108 2009 Pac-3 64 16 >32 + +/- - -

CUN-120 2009 Pac-75 32 32 16 + - - -

CUN-131 2009 Pac-25 32 32 >32 + +/- +/- -

CUN-133 2009 Pac-74 32 16 >32 + - - -

CUN-135 2009 Pac-35 32 32 8 + - - -

CUN-140 2009 Pac-73 256 64 1 + - - VIM-2

Aislamiento Año Paciente OprD (-)
(3)

HipAmpC
(4)

SBmexAB
(5)

MBL
(6)CMI (μg/ml)

(1) CMI a imipenem y meropenem determinada mediante microdilución; (2) CMI a doripenem determinada mediante E-test, (3) Alteración de la porina OprD determinada

mediante PCR simple y secuenciación, y SDS-PAGE; (4) Hiperproducción de AmpC determinada mediante PCR en tiempo real; (5) Sobreexpresión de MexAB-OprM

determinada mediante PCR en tiempo real; (6) Producción de metalo-beta-lactamasas determinada mediante PCR múltiple y secuenciación.

Tabla 25. Caracterización de los mecanismos de resistencia de las cepas clínicas de P. aeruginosa con susceptibilidad reducida a los carbapenems.
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4.2.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA

ADQUISICIÓN DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A LOS

CARBAPENEMS

Se recogieron todos los pacientes consecutivos con aislamiento de PA durante el

periodo comprendido entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de diciembre de 2009,

incluyendo únicamente el primer aislamiento por paciente. Se hallaron un total de 205

pacientes que cumplieron los criterios para ser incluidos como “pacientes caso” (ver

criterios de inclusión en el apartado 3.2.1.2.A). De estos 205 pacientes, 6 fueron

excluidos del estudio: cuatro de ellos (pacientes 36, 54, 107 y 182) por imposibilidad de

emparejamiento con pacientes de los grupos control y dos (107 y 190) por proceder de

muestras obtenidas durante la necropsia. Por tanto, finalmente se incluyeron en el

estudio 199 pacientes caso que se emparejaron con sus correspondientes 199 pacientes

control 1 y 199 pacientes control 2. La distribución por años de los aislamientos

PANSC fue la siguiente: 24 aislamientos en el año 2002, 11 en el 2003, 20 en el 2004,

16 en el 2005, 47 en el 2006, 25 en el 2007, 28 en el 2008 y 28 en el 2009 (Figura 12) y

el emparejamiento caso-control 1-control 2 se hizo exactamente conforme a dicha

distribución.
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Figura 12. Distribución de aislamientos por año para los grupos de estudio caso,

control 1 y control 2.
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4.2.1.- CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, PATOLOGÍA Y DATOS

DE MORTALIDAD DE LOS PACIENTES

Del total de los 597 pacientes incluidos en el estudio de los factores de riesgo

(FR) para la adquisición de PANSC, 389 (65,2%) fueron varones (pacientes caso:

n=127, 63,8%; pacientes grupo control 1: n=144; 72,4%, pacientes grupo control 2:

n=118; 59,3%). No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la

distribución del sexo entre los tres grupos de pacientes (pacientes caso versus control 1:

p=0,085; pacientes caso versus control 2: p=0,410). La mediana de edad para el total de

pacientes fue de 62 años con un rango intercuartílico (RIC) de 48,5 a 71 años. La edad

mínima fue de 54 días y la máxima de 95 años. No se observaron diferencias

significativas en la edad entre los pacientes caso y control 1, pero sí entre los pacientes

caso y control 2 (p= 0,046) (Tabla 26).

Aproximadamente la mitad de los aislamientos de PANSC fueron de origen

respiratorio (n=103; 51,8%), seguido de herida (38, 19,1%), orina (n=35; 17,6%),

muestras de origen abdominal (n=7, 3,5%) y exudado ótico (n=5; 2,5%). Once muestras

procedieron de distintos orígenes (hemocultivo, exudado vaginal, coprocultivo y catéter

intravascular) (Figura 13). El emparejamiento caso-control 1-control 2 se hizo

exactamente conforme a dicha distribución.
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35
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Figura 13. Distribución de los aislamientos según la muestra de origen.
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Sexo (REF= hombre) (n, %) 127 63,8 144 72,4 118 59,3 0,085 0,410

Edad (mediana, RIC) 65 (51, 71) 62 (47, 72) 61 (46, 71) 0,323 0,046

0-2 110 55,3 112 56,3 117 58,8 0,920 0,544

>2 89 44,7 87 43,7 82 41,2

Disfunción hepática o cirrosis (n, %) 24 12,1 13 6,5 15 7,5 0,083 0,177

Daño renal (n, %) 71 35,7 68 34,2 71 35,7 0,833 1,000

Enfermedad obstructiva biliar (n, %) 7 3,5 4 2,0 4 2,0 0,543 0,543

Fallo cardiaco (n, %) 45 22,6 40 20,1 20 10,1 0,625 0,001

Enfermedad cerebrovascular (n, %) 11 5,5 2 1,0 5 2,5 0,020 0,201

Enfermedad neurológica (n, %) 12 6,0 13 6,5 12 6,0 1,000 1,000

Tumor órgano sólido (n, %) 66 33,2 74 37,2 70 35,2 0,463 0,751

Tumor médula ósea (n, %) 10 5,0 9 4,5 11 5,5 1,000 1,000

Diabetes mellitus (n, %) 36 18,1 34 17,1 32 16,1 0,895 0,690

VIH (n, %) 2 1,0 2 1,0 1 0,5 1,000 1,000

Anemia (n, %) 150 75,4 146 73,4 119 59,8 0,731 0,001

Neutropenia (n, %) 6 3,0 10 5,0 10 5,0 0,445 0,445

Enfermedad pulmonar crónica (n, %) 49 24,6 44 22,1 40 20,1 0,636 0,336

Transplante médula ósea (n, %) 1 0,5 0 0,0 0 0,0 1,000 1,000

Transplante órgano sólido (n, %) 16 8,0 9 4,5 8 4,0 0,214 0,139

Fallecimiento en el ingreso (n, %) 35 17,6 13 6,5 10 5,0 0,001 <0,001

Mortalidad asociada (n, %) 14 7,0 0 0 0 0 <0,001 <0,001

p (1) p (2)

Índice de Charlson

(REF= 0-2) (n, %)

Características demográficas, patología y

mortalidad
Caso Control 1 Control 2

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( RIC) Rango

intercuartílico; (1) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 26. Comparación estadística de las características demográficas, comorbilidad y mortalidad de los pacientes incluidos en el estudio.
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Las muestras de los pacientes procedían de un variado número de servicios,

siendo el más frecuente Oncología Médica para los dos grupos de pacientes control

(pacientes control 1: n= 40, 20,1%; pacientes control 2: n=31, 15,6%) y Neumología

para los pacientes caso (n=22, 11,1%). La distribución de los servicios solicitantes en

función de los grupos de estudio se muestra en la Tabla 4 del Anexo.

Respecto a las comorbilidades presentes en los pacientes en el momento de la

recogida de la muestra del aislamiento microbiológico, un índice de Charlson

equivalente a 2 fue el más frecuente para los tres grupos de estudio (caso: 59, 29,6%;

control 1: 45, 22,6%; control 2: 44, 22,1%) (Tabla 27). Para el análisis estadístico, se

clasificaron a los pacientes en dos grupos en función de si el índice de Charlson era ≤2 ó 

>2. No se encontraron diferencias significativas en la comorbilidad de los pacientes en

ninguno de los grupos (Tabla 26).

Las cinco patologías que se presentaron con mayor frecuencia fueron daño renal,

tumor de órgano sólido, enfermedad pulmonar crónica y fallo cardiaco (Tabla 28). Sólo

se encontraron diferencias significativas en la prevalencia de enfermedad

cerebrovascular entre los pacientes del grupo caso y los pacientes del grupo control 1

(p=0,020), y en la prevalencia de fallo cardiaco y anemia entre los pacientes del grupo

caso y los pacientes del grupo control 2 (p= 0,001, ambas) (Tabla 26).

n % n % n %

0 18 9,0 38 19,1 44 22,1

1 33 16,6 29 14,6 29 14,6

2 59 29,6 45 22,6 44 22,1

3 28 14,1 39 19,6 26 13,1

4 18 9,0 16 8,0 15 7,5

5 10 5,0 8 4,0 9 4,5

6 20 10,1 13 6,5 16 8,0

7 6 3,0 4 2,0 3 1,5

8 5 2,5 3 1,5 9 4,5

9 2 1,0 2 1,0 2 1,0

10 0 0 1 0,5 2 1,0

>10 0 0 1 0,5 0 0

Índice de

Charlson
Caso Control 1 Control 2

Grupos de estudio

Tabla 27. Índice de Charlson de los pacientes incluidos en el estudio.
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Se estudió si la mortalidad observada en los tres grupos podía ser atribuida al

aislamiento objeto de estudio. Treinta y cinco pacientes caso fallecieron dentro de los

treinta días siguientes al aislamiento, a diferencia de los pacientes de los grupos control

1 y control 2 en los que fallecieron 13 y 10 pacientes, respectivamente (p=0,001 y

<0,001). La causa de fallecimiento en los pacientes de los grupos control no fue

atribuible en ningún caso a PANSC. En cambio, sí se consideró el aislamiento de

PANSC como causa del fallecimiento de 14 pacientes del grupo caso, siendo esta

diferencia muy significativa con respecto a los dos grupos control (p<0,001) (Tabla 26).

4.2.2.- CARACTERÍSTICAS RELACIONADAS CON LA

HOSPITALIZACIÓN

De los aislamientos de PANSC, 131 fueron de origen nosocomial y 68 de origen

comunitario. El emparejamiento caso-control 1-control 2 siguió exactamente esta

distribución de orígenes. Además, dentro de los aislamientos comunitarios, se estudió si

podían considerarse asociados a cuidados sanitarios (ACS), encontrándose diferencias

Tabla 28. Comorbilidad presentada por los pacientes incluidos en el estudio.

n % n % n %

Daño renal (creatinina >2mg/dl o diálisis) 71 35,7 68 34,2 71 35,7

Diabetes mellitus 36 18,1 34 17,1 32 16,1

Disfunción hepática o cirrosis 24 12,1 13 6,5 15 7,5

Enfermedad cerebrovascular 11 5,5 2 1,0 5 2,5

Enfermedad neurológica 12 6,0 13 6,5 12 6,0

Enfermedad obstructiva biliar 7 3,5 4 2,0 4 2,0

Enfermedad pulmonar crónica 49 24,6 44 22,1 40 20,1

Fallo cardiaco 45 22,6 40 20,1 20 10,1

Neutropenia 6 3,0 10 5,0 10 5,0

Transplante médula ósea 1 0,5 0 0 0 0

Transplante órgano sólido 16 8,0 9 4,5 8 4,0

Tumor órgano sólido 66 33,2 74 37,2 70 35,2

Neoplasia hematológica 10 5,0 9 4,5 11 5,5

VIH 2 1,0 2 1,0 1 0,5

Comorbilidad Caso Control 1 Control 2

Grupos de estudio
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significativas entre los grupos de estudio caso (n= 48 aislamientos ACS, 24,1%) y

control 1 (n=30, 15,1%) (p=0,008), y caso y control 2 (n=23, 11,6%) (p<0,001).

La mediana de días de ingreso hospitalario previo durante el año anterior fue de

5 días (RIC: 0, 22) para los tres grupos (mínimo=0 días, máximo=184 días). La mediana

de días distribuida según los grupos fue de 14 (RIC: 0, 33), 3 (RIC: 0, 17) y 0 (RIC: 0,

16) para los pacientes de los grupos caso, control 1 y control 2, respectivamente. Se

encontró que la diferencia del grupo caso frente a ambos grupos control fue

estadísticamente significativa (p<0,001, en ambos casos) (Tabla 29).

Considerando en conjunto los tres grupos, la mediana de días de ingreso totales

fue de 15 días (RIC: 0, 30) (mínimo=0 días, máximo=386 días) y la mediana de días de

ingreso previos al aislamiento fue de 4 días (RIC: 0, 234) (mínimo=0 días, máximo=234

días). Tanto la mediana de días de ingreso en UCI previos al aislamiento como la

mediana de días de ingreso totales en UCI fue de 0 (0, 0, y 0,2, respectivamente). El

número máximo de días de ingreso en UCI previos al aislamiento fue de 225 y el

número máximo de días totales de 371. Los valores correspondientes a estas variables

para cada uno de los grupos se muestran en la Tabla 29. Para estas cuatro variables se

encontraron diferencias estadísticamente significativas. Para los grupos caso y control 1

el valor de p fue <0,001 para los días de ingreso totales y días de ingreso previos al

aislamiento, 0,017 para los días de ingreso previos en UCI y 0,018 para los días de

ingreso totales en UCI, mientras que en la comparación entre los pacientes de los grupos

caso y control 2 el valor de p fue <0,001 para todas estas variables.

Contando únicamente aquellos pacientes en los que se encontraba presente la

variable en estudio los datos fueron los siguientes:

- Pacientes grupo caso:

 Días de ingresos previos durante el año anterior: 24 (RIC: 13, 42,2).

 Días totales de ingreso: 38 (18, 73).

 Días de ingresos previos al aislamiento índice: 20 (8,5, 32,5).

 Días totales de ingreso en UCI: 11 (RIC: 26,2).

 Días de ingreso en UCI previos al aislamiento índice: 8 (3, 17).

- - Pacientes grupo control 1:

 Días de ingresos previos durante el año anterior: 14,5 (RIC: 8, 24,7).

 Días totales de ingreso: 22 (12,5, 30).
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 Días de ingresos previos al aislamiento índice: 7 (RIC: 3, 13).

 Días totales de ingreso en UCI: 3 (RIC: 2, 8).

 Días de ingreso en UCI previos al aislamiento índice: 2 (2, 6,5).

- - Pacientes grupo control 2:

 Días de ingresos previos durante el año anterior: 17 (RIC: 7,5, 30,5).

 Días totales de ingreso: 16 (10, 25).

 Días de ingresos previos al aislamiento índice: 5 (RIC: 2, 9).

 Días totales de ingreso en UCI: 4 (RIC: 2,7, 6,2).

 Días de ingreso en UCI previos al aislamiento índice: 3 (2, 3).

Sin embargo, los estudios se realizaron con los datos totales motivo por el cual el

valor de referencia para determinar el punto de corte a partir del cual se consideraba un

riesgo superior de adquisición del microorganismo objeto de estudio se escogió el

percentil 75, no la mediana.

Doce pacientes de los grupos caso y control 1 ingresaron en la CUN trasladados

de otros centros hospitalarios (6,0%), mientras que tan sólo 3 (1,5%) lo fueron en el

grupo control 2. Esta diferencia fue estadísticamente significativa (p=0,032).

Tabla 29. Estadísticos de las variables relacionadas con el tiempo de ingreso según los

grupos de estudio.

Mediana (RIC) Mín Máx Mediana (RIC) Mín Máx

Días ingreso último año 14 (0, 33) 0 184 3 (0, 17) 0 75 <0,001

Días totales de ingreso 25 (0, 55) 0 386 15 (0, 27) 0 155 <0,001

Días ingreso previos 10 (0, 28) 0 234 3 (0, 10) 0 100 <0,001

Días ingreso UCI previos 0 (0, 3) 0 225 0 (0, 1) 0 100 0,017

Días totales ingreso UCI 0 (0, 6) 0 371 0 (0, 2) 0 155 0,018

Variables
Caso Control 1

p (1)

Mediana (RIC) Mín Máx Mediana (RIC) Mín Máx

Días ingreso último año 14 (0, 33) 0 184 0 (0, 16) 0 84 <0,001

Días totales de ingreso 25 (0, 55) 0 386 11 (0, 19) 0 147 <0,001

Días ingreso previos 10 (0, 28) 0 234 0 (0, 7) 0 141 <0,001

Días ingreso UCI previos 0 (0, 3) 0 225 0 (0, 0) 0 59 <0,001

Días totales ingreso UCI 0 (0, 6) 0 371 0 (0, 0) 0 72 <0,001

Variables
Caso Control 2

p (2)

(RIC) Rango intercuartílico; (Mín) valor mínimo; (Máx) Valor máximo; (1) Pacientes grupo caso versus

pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.



Resultados

117

4.2.3.- CARACTERÍSTICAS RELACIONADAS CON LOS FACTORES

DE RIESGO EXTRÍNSECOS

Se seleccionaron aquellas variables consideradas como factores de riesgo

extrínsecos al paciente y se compararon las características de los pacientes del grupo

caso frente a ambos grupos control con respecto a estas variables. Además de analizar si

había diferencias estadísticamente significativas entre los grupos en relación a las

variables cualitativas (las variables del tipo “presencia o ausencia de un factor”), se

cuantificó el número de días que el paciente había estado expuesto a ese factor.

Posteriormente se definió un punto de corte por encima del cual se consideró que el

riesgo de adquisición de PANSC era superior por ser mayor la duración de la

exposición. El punto de corte se determinó calculando el percentil 75 de los días de

exposición. Se escogió el percentil 75 por tratarse de una población que, para todas estas

variables, no seguía una distribución normal, sino que se inclinaba hacia los valores más

bajos (hacia la izquierda).

Un total de 166 pacientes (27,8%) -61 (30,7%) del grupo caso, 57 (28,6%) del

grupo control 1 y 48 (24,1%) del grupo control 2- fueron sometidos a algún tipo de

intervención quirúrgica en los treinta días previos al aislamiento microbiológico. A este

respecto, no se observaron diferencias significativas entre los casos y los dos controles

(p=0,742 y 0,177 para los grupos control 1 y control 2, respectivamente, frente al grupo

caso) (Tabla 28). Diez pacientes caso recibieron 2 intervenciones y 6 pacientes tres o

más intervenciones, mientras que 3 pacientes del grupo control 1 y 2 del grupo control 2

recibieron 2 intervenciones, y 1 paciente del grupo control 1 y ninguno del grupo

control 2 recibieron 3 ó más intervenciones. Sin embargo, estas diferencias no fueron

significativas (p=0,155 y 0,226 para los grupos caso y control 1, y caso y control 2,

respectivamente). El tipo de cirugía más frecuente en los pacientes del grupo caso fue la

digestiva/abdominal (n=21, 25,3%), torácica (n=12, 14,5%) y neurológica (n=11,

13,3%). Para los pacientes del grupo control 1 fue la vascular (n=11, 17,7%),

ortopédica/traumatológica (n=10, 16,1%) y disgestiva (n=9, 14,5%), y para los

pacientes del grupo control 2 la digestiva (n=19, 38%), ortopédica/traumatológica (n=7,

14%) y torácica (n=5, 10%) y ginecológica (n=5, 10%) (Anexo, Tabla 5).

Por otro lado, 32 (16,1%) pacientes caso, 38 (19,1%) pacientes control 1 y 46

(23,1%) pacientes control 2 fueron expuestos a procedimientos invasivos. Tampoco en



Resultados

118

este caso se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p= 0,300 y 0,078,

para los grupos control 1 y control 2, respectivamente, frente al grupo caso) (Tabla 30).

La mayoría de estos pacientes sufrieron un único procedimiento invasivo (n=20 en el

grupo caso, n=33 en el grupo control 1 y n=38 en el grupo control 2), mientras que 6

pacientes del grupo caso y 3 de ambos grupos control fueron sometidos a dos

procedimientos invasivos, y 6, 5 y 6 de los grupos caso, control 1 y control 2,

respectivamente, sufrieron 3 ó más procedimientos invasivos. La diferencia en el

número de procedimientos invasivos no resultó significativa (p=0,055 y 0,088 para los

grupos control 1 y control 2 respecto al grupo caso, respectivamente). La realización de

ostomía fue el principal procedimiento invasivo para los pacientes de grupo caso (n=10,

20%) seguido de la colocación/revisión de drenajes (n=9, 18%), mientras que para los

pacientes de los grupos control 1 y control 2 lo fueron la endoscopia digestiva baja

(n=9, 16,7% y n=26, 46,2%, respectivamente) y la colocación/revisión de drenajes (n=9,

16,7% y n=10, 15,6%, respectivamente) (Anexo, Tabla 5).

Cuarenta y seis (23,1%) de los pacientes del grupo caso, 35 (17,6%) del grupo

control 1 y 20 (10,1%) del grupo control 2 requirieron ventilación mecánica durante los

treinta días previos al aislamiento. No se observaron diferencias estadísticamente

significativas entre los grupos caso y control 1 (p= 0,213), pero sí para los grupos caso y

control 2 (p=0,001). Además, se cuantificó el número de días que habían permanecido

intubados y se estableció como punto de corte por encima del cual se apreciaba mayor

riesgo, un tiempo de intubación superior a 2 días. Atendiendo a este criterio, se encontró

que existían diferencias entre los pacientes del grupo caso y ambos grupos control

(p=0,001 y <0,001 para los grupos control 1 y control 2, respectivamente) (Tabla 30).

Igualmente, se analizó si existían diferencias entre los pacientes que habían sido

objeto de traqueostomía en los distintos grupos. En este caso, se encontraron diferencias

significativas tanto si se consideraba únicamente el hecho de haber sido

traqueostomizado – 27 (13,6%) pacientes del grupo caso, 13 (6,5%) del grupo control 1

y 3 (1,5%) del grupo control 2 – como si se cuantificaban los días de duración de la

misma. En el primer caso, los niveles de significación fueron p=0,020 enfrentando los

grupos caso y control 1, y p<0,001 para los grupos caso y control 2. Se estableció como

punto de corte 13 días, y se obtuvieron niveles de significación de 0,010 y <0,001 para

los grupos caso y control 1, y caso y control 2, respectivamente (Tabla 30).
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También se encontraron diferencias significativas tanto si se consideraba

únicamente el uso de catéter venoso central como si esta circunstancia se categorizaba

en función de un punto de corte establecido en 5 días de uso. En ambos caso el nivel de

significación fue <0,001 comparando el grupo caso con ambos grupos control (Tabla

30). Ciento siete (53,8%) pacientes del grupo caso portaron un catéter, a diferencia de

los 68 (34,2%) y 50 (25,1%) pacientes de los grupos control 1 y control 2,

respectivamente. En los tres grupos el catéter que se canuló con más frecuencia fue la

vía central yugular derecha (32,0%, 36,0% y 45,0% para los grupos caso, control 1 y

control 2, respectivamente); los segundos en frecuencia fueron los catéteres Hickman®

(21,6%), CVC de inserción periférica (14,7%) y catéter venoso central tunelizado

(23,3%) para los grupos caso, control 1 y control 2, respectivamente.

El punto de corte establecido para el tiempo de uso de sonda vesical y de sonda

nasogástrica fue de 3 días. Para ambos tipos de sondas, se encontraron diferencias

significativas tanto cualitativas (uso/no uso) como cuantitativas (número de días de

uso). Setenta y tres pacientes (36,7%) del grupo caso usaron sonda nasogástrica frente a

41 (20,6%) del grupo control 1 y 27 (13,6%) del grupo control 2 (p=0,001 y <0,001,

respectivamente). Cuando se cuantificaron y categorizaron los días de uso de los dos

tipos de sondas, el nivel de significación fue <0,001 para ambos grupos control con

respecto al grupo caso (Tabla 30). Por otro lado, 109 (54,8%) pacientes del grupo caso,

75 (37,7%) del grupo control 1 y 53 (26,6%) usaron sonda vesical durante los treinta

días previos al aislamiento. El nivel de significación obtenido fue de 0,001 y <0,001 al

comparar los pacientes del grupo caso y control 1, y caso y control 2, respectivamente

(Tabla 30).

Asimismo, se analizó el uso de ostomía y de drenajes por parte de los pacientes.

Para las ostomías, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los

pacientes del grupo caso y del grupo control 1, ni cuando se consideró sólo el haber

portado alguna ostomía – 24 (12,2%) de los pacientes caso y 22 (11,1%) del grupo

control 1; p= 0,100 – ni cuando se categorizó en función del punto de corte establecido

en 12 días (p= 0,510). Sin embargo, sí se encontraron diferencias entre los grupos caso

y control 2, dado que en este último grupo sólo 8 pacientes (4,0%) fueron portadores de

ostomía. El nivel de significación fue de 0,005 tanto para el análisis cualitativo como

cuantitativo (Tabla 30). Para los pacientes de los grupos caso y control 2, las ostomías

fueron mayoritariamente nefrostomías (42,9% y 66,7%, respectivamente) mientras que
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en el grupo control 1 la mayoría fueron gastrostomías (38,1%). Por otro lado, 65

(37,7%) pacientes del grupo caso, 59 (29,6%) del grupo control 1 y 36 (18,1%) del

grupo control 2 fueron portadores de drenajes. Las diferencias entre los grupos caso y

control 1 no alcanzaron significación estadística (p=0,111), mientras que sí lo hicieron

para los grupos caso y control 2 (p<0,001). Además, el análisis cuantitativo del uso de

drenajes atendiendo al criterio “días de uso” reveló diferencias significativas cuando se

estableció un punto de corte en 4 días (p<0,001 para ambos grupos control respecto al

grupo caso; Tabla 30).

Por último, los tratamientos basados en hemodiálisis o hemofiltración, nutrición

parenteral, corticoides, inmunosupresores, quimioterapia o radioterapia durante los

treinta días previos al aislamiento sólo se analizaron cualitativamente. Al comparar los

grupos caso y control 1, sólo se encontraron diferencias significativas para los

tratamientos basados en hemodiálisis/diálisis peritoneal (p=0,036) o inmunosupresores

(p=0,018). En los grupos caso y control 2 se encontraron diferencias significativas para

la hemodiálisis/diálisis peritoneal (p=0,004) y para la recepción de nutrición parenteral

(p= 0,001), pero no para los tratamientos basados en inmunosupresores (Tabla 30).
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n % n % n %

Cirugía 61 30,7 57 28,6 48 24,1 0,742 0,177

Procedimiento invasivo 32 16,1 41 20,6 47 23,6 0,300 0,078

Ventilación mecánica 46 23,1 35 17,6 20 10,1 0,213 0,001

Traqueostomía 27 13,6 13 6,5 3 1,5 0,029 <0,001

Catéter venoso central 107 53,8 68 34,2 50 25,1 <0,001 <0,001

Sonda nasográstrica 73 36,7 41 20,6 27,0 13,6 0,001 <0,001

Sonda vesical 109 54,8 75 37,7 53 26,6 0,001 <0,001

Ostomía 24 12,1 22 11,1 8 4,0 0,876 0,005

75 37,7 59 29,6 36 18,1 0,111 <0,001

0,001 <0,001

Control 2

9 4,5 3 1,5

46,7 43

Caso Control 1

Días de ventilación mecánica > valor ref

(REF= 2 días)

Días de traqueostomía > valor ref (REF= 13

días)

30 15,1

21 10,6

<0,001

7 3,5 2 1,0 <0,0010,010

21,6 15,6 <0,001

12,6 10,0 5,0

Días de catéter venoso central > valor ref

(REF= 5 días)
93

Días de sonda nasogástrica > valor ref (REF=

3 días)
65 32,7 25

31

<0,001 <0,001

Días de sonda vesical > valor ref (REF= 3

días)
<0,001 <0,00195 41 2747,7 20,6

0,591 0,005Días de ostomía > valor ref (REF= 12 días) 19 15 59,5 7,5 2,5

Días de drenaje > valor ref (REF= 4 días) 63 31,7

13,6

Factores de riesgo extrínsecos p (1) p (2)

<0,001<0,00124 12,131 15,6

Drenaje

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 30. Comparación estadística de los factores de riesgo extrínsecos de los pacientes incluidos en el estudio.
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 30. Comparación estadística de los factores de riesgo extrínsecos de los pacientes incluidos en el estudio.

n % n % n %

Hemodiálisis/diálisis peritoneal 15 7,5 5,0 2,5 3 1,5 0,036 0,004

Nutrición Parenteral 25 12,6 14,0 7,0 6 3,0 0,091 0,001

Corticoides 61 30,7 68,0 34,2 53 26,6 0,521 0,438

Inmunosupresores 31 15,6 15,0 7,5 18 9,0 0,018 0,066

Quimioterapia 25 12,6 33,0 16,6 21 10,6 0,320 0,639

Radioterapia 6 3,0 14,0 7,0 7 3,5 0,106 1,000

Factores de riesgo extrínsecos p (1) p (2)
Caso Control 1 Control 2
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4.2.4.- CARACTERÍSTICAS RELACIONADAS CON EL CONSUMO DE

ANTIBIÓTICOS

Se analizó el consumo antibiótico durante los treinta días previos al aislamiento

objeto de estudio en los pacientes de los tres grupos. Para ello se clasificó a los

antibióticos en las categorías especificadas en el apartado 3.2.3.D y se calculó el

consumo total en miligramos (excepto para colistina, que se calculó en mU). Además,

se estableció un punto de corte de consumo para cada categoría antibiótica por encima

del cual se suponía un mayor riesgo de adquisición de PANSC.

En el grupo de pacientes caso, las fluorquinolonas fueron la familia antibiótica

administrada a un mayor número de pacientes (n=103, 51,8%) seguido de los

piperacilina-tazobactam (n=72, 36,2%), amoxicilina-clavulánico (n=57, 28,6%),

glucopéptidos/daptomicina (n=53, 26,6%), aminoglucósidos (n=50, 25,1%) y

carbapenems (n=46, 23,1%). En los pacientes del grupo control 1, las dos categorías

antibióticas más consumidas fueron amoxicilina-clavulánico (n=63, 31,7%) y

fluorquinolonas (n=44, 22,1%). También destacó el consumo de cefalosporinas de EA

(n=23, 11,6%), a diferencia de lo observado en el grupo de pacientes caso. Por último,

en el grupo control 2, las dos categorías de familias antibióticas para las que se registró

un mayor consumo también fueron amoxicilina-clavulánico (n=36, 18,1%) y

fluorquinolonas (n=27, 13,6%) (Tabla 31) (Figura 14).

La comparación pacientes caso-control 1 reveló la existencia de diferencias

estadísticamente significativas para aminoglucósidos, carbapenems, fluorquinolonas,

glucopéptidos/daptomicina y piperacilina-tazobactam (p<0,001), linezolid (p=0,001),

metronidazol (p=0,006), y cotrimoxazol y clindamicina (p=0,011) (Tabla 31).

Igualmente, se encontraron diferencias significativas para los pacientes de los grupos

caso y control 2 para los siguientes antibióticos: aminoglucósidos, carbapenems,

cefalosporinas de EE, cotrimoxazol, fluorquinolonas, glucopéptidos/daptomicina,

linezolid y piperacilina-tazobactam (p<0,001), clindamicina (p=0,011), quimioerápicos

urinarios (p=0,012), amoxicilina-clavulánico (p=0,017) y penicilinas antiestafilocócicas

(p=0,020) (Tabla 31).

Para el análisis cuantitativo del consumo se establecieron los puntos de corte que

se indican en la Tabla 31. Atendiendo a estos puntos de corte, se enfrentaron los grupos

caso y control 1 y se hallaron diferencias significativas para las mismas categorías
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antibióticas que las enumeradas en el análisis cualitativo: aminoglucósidos, piperacilina-

tazobactam, glucopéptidos/daptomicina, carbapenems y fluorquinolonas (p<0,001),

linezolid (p=0,002), metronidazol (p=0,003) y clindamicina (p=0,011), excepto para el

consumo de metronidazol que resultó ser no significativo (p=0,075) (Tabla 31). Para los

grupos caso y control 2 se detectaron diferencias significativas en el consumo de las

mismas categorías que las citadas en el análisis cualitativo: aminoglucósidos,

piperacilina-tazobactam, carbapenems, cotrimoxazol, fluorquinolonas,

glucopéptidos/daptomicina y linezolid (p< 0,001), clindamicina (p= 0,003) y

cefalosporinas de EE (p=0,006) y amoxicilina-clavulánico (p=0,012), excepto para el

consumo de quimioterápicos urinarios y penicilinas antiestafilocócicas que presentaron

diferencias no significativas (p=0,057 y 0,122, respectivamente) (Tabla 31).
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Figura 14. Consumo antibiótico de los pacientes incluidos en el estudio.
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 31. Comparación estadística del consumo antibiótico de los pacientes incluidos en el estudio.

n % n % n %

5 2,5 10 5,0 2 1,0 0,292 0,449

57 28,6 63 31,7 36 18,1 0,585 0,017

72 36,2 21 10,6 15 7,5 <0,001 <0,001

9 4,5 5 2,5 2 1,0 0,415 0,020

46 23,1 7 3,5 4 2,0 <0,001 <0,001

14 7,0 23 11,6 8 4,0 0,167 0,492

27 13,6 18 9,0 6 3,0 0,205 <0,001

0,5 <0,001

Piperacilina-tazobactam

Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref

(REF= 128000 mg)
21 210,5

p (1) p (2)
Control 2Caso Control 1

Aminopenicilinas

Consumo antibiótico

Amoxicilina-clavulánico

Consumo amoxicilina-clavulánico > valor ref

(REF= 22500 mg)
19 9,5

Consumo aminopenicilinas > valor ref (REF=

3000 mg)
1,0004 2,0 5 2,5

13 6,5

0,6851,02

Penicilinas antiestafilocócicas

Consumo penicilinas antiestafilocócicas >

valor ref (REF= 4500 mg)
6 3,0

Consumo cefalosporinas de amplio espectro

> valor ref (REF= 4500 mg)

3,06 0,357

Carbapenemes

Consumo carbapenems > valor ref (REF=

12500 mg)
44 22,1 7 3,5

0,012

1 0,52,0 0,751 0,122

1 <0,0011,0

2,04

4

<0,001 <0,001

Cefalosporinas de amplio espectro

9 4,5 13 6,5 1,02 0,511 0,062

0,0060,157

Cefalosporinas de espectro extendido

Consumo cefalosporinas de espectro

extendido > valor ref (REF= 11000 mg)
13 6,5 6 3,0 1,02
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 31. Comparación estadística del consumo antibiótico de los pacientes incluidos en el estudio (continuación).

n % n % n %

103 51,8 44 22,1 27 13,6 <0,001 <0,001

50 25,1 11 5,5 7 3,5 <0,001 <0,001

53 26,6 21 10,6 5 2,5 <0,001 <0,001

10 5,0 4 2,0 7 3,5 0,172 0,621

20 10,1 4 2,0 1 0,5 0,001 <0,001

31 15,6 14 7,0 9 4,5 0,011 <0,001

14 7,0 3 1,5 3 1,5 0,011 0,011

35 17,6 11

Consumo macrólidos > valor ref (REF= 2000

mg)
7 3,5

Macrólidos

2,04 0,5434 2,0 0,543

Linezolid

Consumo linezolid > valor ref (REF= 5500

mg)
15 7,5 2 1 0,51,0

Cotrimoxazol

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=

4000 mg)
23 11,6

0,002

6,0 0,011

<0,001

12 6,0 5 0,075 <0,001

Clindamicina

Consumo clindamicina > valor ref (REF=

2000 mg)
12

Aminoglucósidos

<0,001
Consumo glucopéptidos/daptomicina > valor

ref (REF= 4500 mg)

0,512 1,0 0,003

2,5

Consumo antibiótico

<0,001

Glucopéptidos/daptomicina

1,53 <0,001
Consumo aminoglucósidos > valor ref (REF=

700 mg)
41 20,6 8

p (2)
Control 1Caso Control 2

3 1,5 <0,001

p (1)

14,629

5,5

4,0

Fluorquinolonas

Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF=

2000 mg)
73 36,7 7,5 <0,001<0,00115
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de estudio se encontraba en mayor riesgo; ( 1) Pacientes grupo caso

versus pacientes grupo control 1; (2) Pacientes grupo caso versus pacientes grupo control 2.

Tabla 31. Comparación estadística del consumo antibiótico de los pacientes incluidos en el estudio (continuación).

n % n % n %

5 2,5 2 1,0 1 0,5 0,251 0,215

25 12,6 9 4,5 13 6,5 0,006 0,059

3 1,5 1 0,5 0 0 0,623 0,248

19 9,5 9 4,5 6 3,0 0,076 0,012

Consumo antibiótico p (1) p (2)
Control 1Caso Control 2

0 1,000 0,4991 0,5 0

9 0,003 0,0525 2,5 4,5

Quimioterápicos urinarios

Colistina

2

Metronidazol

Consumo metronidazol > valor ref (REF=

2500 mg)
20

0,391 0,057
Consumo quimioterápicos urinarios > valor

ref (REF= 750 mg)
14 7,0 9 4,5 5 2,5

Doxiciclina/tigeciclina

Consumo doxiciclina/tigeciclina > valor ref

(REF= 600 mg)
4 2,0 0,5 0,685 0,372

Consumo colistina > valor ref (REF= 2,5

mU)

2 1,0 1

1,0

10,1
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4.2.5.- ANÁLISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO

ASOCIADOS A LA ADQUISICIÓN DE Pseudomonas aeruginosa NO

SENSIBLES A LOS CARBAPENEMS

Para discernir los FR que podían estar asociados a la adquisición de PANSC, en

primer lugar se llevó a cabo un estudio de regresión logística univariable. Para ello, se

eliminaron todas aquellas variables presentes en un número reducido de pacientes (se

incluyeron únicamente las que estaban presentes en al menos un 20% de sujetos). De

esta manera, se persiguió reducir la posibilidad de hallar resultados inconsistentes

debidos a un tamaño muestral pequeño. Las variables eliminadas del estudio fueron las

siguientes: enfermedad obstructiva biliar, enfermedad cerebrovascular, enfermedad

neurológica, tumor médula ósea, VIH, neutropenia, transplante de médula ósea,

transplante de órgano sólido, días de ostomía, hemodiálisis/diálisis peritoneal,

radioterapia, y consumo de aminopenicilinas, penicilinas antiestafilocócicas,

cefalosporinas de AE, cefalosporinas de EE, macrólidos, linezolid, clindamicina,

doxiclina/tigeciclina, colistina y quimioterápicos urinarios. Con el resto de variables, se

llevó a cabo el análisis univariable.

En la Tabla 32 se muestran los resultados del análisis univariable. Para los

pacientes de los grupos caso y control 1, se encontraron como variables cualitativas

estadísticamente significativas las siguientes: ámbito de aislamiento (nosocomial-

ACS-comunitario) y uso de inmunosupresores. Además, dentro de las variables para

las que se consideró que existía un riesgo mayor cuando su valor era superior a un

determinado punto de corte, se encontraron como significativas las siguientes: días de

ingreso hospitalarios previos al aislamiento durante el año anterior, días totales de

ingreso, días de ingreso previos al aislamiento, días de ingreso en UCI previos al

aislamiento, días totales de ingreso en UCI, días de ventilación mecánica, días de

traqueostomía, días de catéter venoso central, días de sonda nasogástrica, días de

sonda vesical, días de drenaje, y consumo de piperacilina-tazobactam,

carbapenems, fluorquinolononas, aminoglucósidos, glucopéptidos/daptomicina, y

metronidazol (Tabla 32).
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Tabla 32. Análisis univariable para los grupos caso-control 1.

Chi2 p OR

Sexo (REF= hombre) 3,35 0,068 1,48 0,97 2,27

Edad > mediana (REF= 64 años) 1,01 0,316 1,22 0,83 1,81

Índice de Charlson (REF= 0-2) 0,04 0,840 1,04 0,70 1,55

Disfunción hepática o cirrosis 3,66 0,061 1,96 0,97 3,97

Daño renal 0,10 0,752 1,07 0,71 1,61

Insuficiencia cardiaca 0,37 0,541 1,16 0,72 1,88

Tumor órgano sólido 0,71 0,401 0,84 0,56 1,27

Diabetes mellitus 0,07 0,792 1,07 0,64 1,80

Enfermedad pulmonar crónica 0,35 0,554 1,15 0,72 1,83

Comunitario 0,009

ACS 0,002 3,04 1,50 6,17

Nosocomial 0,034 1,90 1,05 3,44

0,19 0,661 1,10 0,72 1,69

1,36 0,245 0,74 0,44 1,23

2,26 5,48

Días de sonda nasogástrica > valor ref

(REF= 3 días)
23,62

Días de sonda vesical > valor ref (REF= 3

días)
33,25 <0,001 3,52

<0,001 3,38

1,34 7,80

2,05 4,93

2,02 5,64

Días de catéter venoso central > valor ref

(REF= 5 días)
28,42 <0,001 3,18

Días de traqueostomía > valor ref (REF=

13 días)
7,86 0,009 3,24

0,001 3,75 1,73 8,12

Cirugía

Procedimiento invasivo

Días de ventilación mecánica > valor ref

(REF= 2 días)
13,16

1,45 3,63

Días previos en UCI > valor ref (REF= 2

días)
17,09

Días de ingreso en UCI > valor ref (REF=

2 días)
13,16 <0,001 2,30

<0,001 3,00

1,03 2,30

1,24 2,74

1,74 5,15

Días ingreso previos al aislamiento > valor

ref (REF= 4 días)
9,11 0,003 1,84

1,39 3,10

Días totales de ingreso > valor ref (REF=

13 días)
4,54 0,034 1,54

Días de ingresos previos > valor referencia

(REF= 8 días)
13,11 <0,001 2,08

Características
Caso (n= 199) - Control 1 (n= 199)

I.C. 95%

Ámbito de

aislamiento
9,87

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto

de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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Igualmente, se llevó a cabo un análisis de regresión logística univariable

incluyendo los pacientes de los grupos caso y control 2. En este caso se encontraron

como variables cualitativas significativas las siguientes: insuficiencia cardiaca, ámbito

de aislamiento, administración de nutrición parenteral y uso de inmunosupresores.

Como variables relativas a un determinado punto de corte (variables cuantitativas) se

encontró significación estadística para las siguientes: días de ingreso previos durante

el año anterior, días totales de ingreso, días de ingreso previos al aislamiento, días

de ingreso en UCI previos al aislamiento, días totales de ingreso en UCI, días de

Tabla 32. Análisis univariable para los grupos caso-control 1 (continuación).

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto

de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Chi2 p OR

Nutrición Parenteral 3,48 0,067 1,90 0,96 3,77

0,56 0,454 0,85 0,56 1,30

Inmunosupresores 6,41 0,014 2,26 1,18 4,34

1,30 0,257 0,72 0,41 1,27

0,98 4,22
Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=

4000 mg)
3,85 0,055 2,04

Consumo metronidazol > valor ref (REF=

2500 mg)
10,24 0,004 4,34

14,80 <0,001 3,65 1,79 7,41

1,59 11,79

Consumo glucopéptidos/daptomicina >

valor ref (REF= 4500 mg)

3,40 2,08 5,53

2,82 13,60
Consumo aminoglucósidos > valor ref

(REF= 700 mg)
27,44 <0,001 6,20

Características
Caso (n= 199) - Control 1 (n= 199)

<0,001 7,79 3,41 17,77

Consumo amoxicilina-clavulánico > valor

ref (REF=22500 mg)

Consumo carbapenems > valor ref (REF=

12500 mg)

1,23 3,15

33,86

0,271 1,51 0,72

2,69

26,18 <0,001

I.C. 95%

Consumo fluorquinolonas > valor ref

(REF= 2000 mg)

Corticoides

Quimioterapia

Días de ostomía > valor ref (REF= 12 días) 0,52 0,474 1,29 0,64 2,63

Días de drenaje > valor ref (REF= 4 días) 14,49 <0,001 2,51 1,54 4,08

50,26
Consumo piperacilina-tazobactam > valor

ref (REF=128000 mg)
19,56 0,001 11,62
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ventilación mecánica, días de traqueostomía, días de catéter venoso central, días de

sonda nasogástrica, días de sonda vesical, días de ostomía, días de drenaje, y

consumo de amoxicilina-clavulánico, piperacilina-tazobactam, carbapenems,

fluorquinolonas, aminoglucósidos, glucopéptidos/daptomicina, cotrimoxazol y

metronidazol (Tabla 33).

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto

de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Tabla 33. Análisis univariable para los grupos caso-control 2.

Chi2 p OR

Sexo (REF= hombre) 0,86 0,354 0,83 0,55 1,24

Edad > mediana (REF= 64 años) 2,35 0,126 1,37 0,92 2,04

Índice de Charlson (REF= 0-2) 0,04 0,840 1,04 0,70 1,55

Disfunción hepática o cirrosis 2,32 0,132 1,68 0,85 3,31

Daño renal 0 1,000 1,00 0,66 1,51

Insuficiencia cardiaca 11,75 0,001 2,62 1,48 4,62

Tumor órgano sólido 0,18 0,673 0,91 0,60 1,38

Diabetes mellitus 0,28 0,594 1,15 0,68 1,94

Enfermedad pulmonar crónica 1,17 0,280 1,30 0,81 2,08

Comunitario <0,001

ACS <0,001 4,70 2,28 9,69

Nosocomial <0,001 2,25 1,26 4,02

2,14 0,145 1,39 0,89 2,17

3,57 0,061 0,62 0,38 1,02

7,642,96

11,62

Días de catéter venoso central > valor ref

(REF= 5 días)
<0,001 4,75

38,68
Días de ventilación mecánica > valor ref

(REF= 2 días)

46,59

0,001

11,60

50,262,69

1,95 5,19

<0,001

Días de traqueostomía > valor ref (REF=

13 días)
19,26

27,64

Cirugía

Procedimiento invasivo

3,48

Días de ingreso en UCI > valor ref (REF=

2 días)
23,14 <0,001 3,18

1,64 3,68

Días previos en UCI > valor ref (REF= 2

días)
32,04 <0,001 5,33 2,80 10,14

Días ingreso previos al aislamiento > valor

ref (REF= 4 días)
19,62 <0,001 2,46

1,72 3,87

Días totales de ingreso > valor ref (REF=

13 días)
18,76 <0,001 2,41 1,61 3,61

Días de ingresos previos > valor referencia

(REF= 8 días)
21,59 <0,001 2,58

18,62

Características
Caso (n= 199) - Control 2 (n= 199)

Ámbito de

aislamiento

I.C. 95%
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto

de estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Tabla 33. Análisis univariable para los grupos caso-control 2 (continuación).

Chi2 p OR

Nutrición Parenteral 13,50 0,001 4,62 1,85 11,53

0,79 0,375 1,22 0,79 1,88

Inmunosupresores 3,97 0,050 1,86 1,00 3,44

0,39 0,531 1,22 0,66 2,26

1,05 5,32

4,55 18,49

Consumo metronidazol > valor ref (REF=

2500 mg)
4,61 0,039 2,36

4,21 46,16

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=

4000 mg)
13,42 0,001 5,07 1,89 13,62

Consumo glucopéptidos/daptomicina >

valor ref (REF= 4500 mg)
34,54 <0,001 13,94

Consumo aminoglucósidos > valor ref

(REF= 700 mg)
41,71 <0,001 16,44

Consumo fluorquinolonas > valor ref

(REF= 2000 mg)
55,11 <0,001 7,46 4,09 13,62

4,87 39,35
Consumo carbapenems > valor ref (REF=

12500 mg)
43,59 <0,001 13,84

0,11 0,75

Consumo piperacilina-tazobactam > valor

ref (REF= 128000 mg)
23,43 0,002 0,04 0,01 0,32

Consumo amoxicilina-clavulánico > valor

ref (REF= 22500 mg)
7,60 0,011 0,29

4,99 54,12

Corticoides

Quimioterapia

Características
Caso (n= 199) - Control 2 (n= 199)

I.C. 95%

Días de sonda nasogástrica > valor ref

(REF= 3 días)
54,48 9,17<0,001

1,50 11,20

Días de sonda vesical > valor ref (REF= 3

días)
57,09 <0,001 5,82 3,56 9,52

2,01 5,69

Días de ostomía > valor ref (REF= 12 días) 9,23

Días de drenaje > valor ref (REF= 4 días) 23,02 <0,001 3,38

0,006 4,10
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A continuación, se construyó un modelo de regresión logística multivariable en

el que se incluyeron variables demográficas y clínicas de relevancia clínica, así como

aquellas variables que presentaron un nivel de significación estadística inferior a 0,10 en

el análisis univariable. El análisis se realizó mediante exclusión secuencial de las

variables redundantes y ajustando el modelo por edad, sexo e índice de Charlson. Así,

las variables que se incluyeron en el modelo final del análisis multivariable fueron las

siguientes: Edad, sexo, índice de Charlson, ámbito de aislamiento, días de ingresos

previos durante el año anterior (valor de referencia=8 días), días de ingreso previos al

aislamiento (valor de referencia=4 días), días de ingreso previos en UCI (valor de

referencia=2 días), días de ventilación mecánica (valor de referencia=2 días), días de

traqueostomía (valor de referencia=13 días), días de catéter venoso central (valor de

referencia=5 días), días de catéter urinario (valor de referencia=3 días), días de sonda

nasogástrica (valor de referencia=3 días), días de drenaje (valor de referencia=4 días),

consumo de amoxicilina-clavulánico (valor de referencia=9500 mg), consumo de

piperacilina-tazobactam (valor de referencia=128000 mg), consumo de carbapenems

(Valor de referencia=12500 mg), consumo de aminoglucósidos (valor de

referencia=700 mg) y consumo fluorquinolonas (valor de referencia=2000 mg).

Empleando como grupo control el conjunto de todos los pacientes con

aislamientos sensibles a los carbapenems (PASC), el análisis reveló que los FR

asociados a la adquisición de PANSC eran los siguientes: el uso de catéter urinario

superior a 3 días (OR: 2,49; IC 95%: 1,54 a 4,04; p<0,001), el consumo de

carbapenems superior a 12500 mg (4,06; 1,69 a 9,75; 0,002), el consumo de

aminoglucósidos superior a 700 mg (3,55; 1,53 a 8,24; 0,003), el consumo de

piperacilina-tazobactam superior a 128000 mg (7,36; 1,60 a 33,95; 0,010) y el

consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg (2,01; 1,17 a 3,46; 0,012) (Tabla

34). La prueba de Hosmer y Lemeshow proporcionó un resultado no significativo (p=

0,587), lo cual indica la estabilidad del modelo construido.
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Por otro lado, empleando como control el grupo de pacientes que presentaron un

aislamiento distinto a PA (control 2), se identificaron como factores de riesgo asociados

a la adquisición de PANSC los siguientes: el uso de catéter urinario superior a 3 días

(4,25; 2,21 a 8,15; <0,001), un consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg

(5,04; 2,34 a 10,88; <0,001), un consumo de aminoglucósidos superior a 700 mg

(14,10; 2,95 a 67,40; 0,001), ámbito de aislamiento (asociado a cuidados sanitarios vs

comunitario: 3,58; 1,62 a 7,93; 0,002), un consumo de carbapenems superior a 12500

mg (6,18; 1,92 a 19,50; 0,002), un consumo de piperacilina-tazobactam superior a

128000 mg (<0,01; <0,01 a 0,12; 0,004) y días de ventilación mecánica superior a 2

días (14,20; 1,68 a 119,98; 0,015) (Tabla 35). Como en el caso anterior, se comprobó

que la prueba de Hosmer y Lemeshow no era significativa (p= 0,501).

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

p OR

Modelo ajustado a las variables edad, sexo e índice de Charlson.

4,04

1,60

Días de sonda vesical > valor ref

(REF= 3 días)
<0,001 2,49 1,54

Consumo piperacilina-tazobactam >

valor ref (REF= 128000 mg)

9,75

1,53 8,24

Consumo fluorquinolonas > valor ref

(REF= 2000 mg)

0,002 4,06

0,010 7,36

Consumo carbapenems > valor ref

(REF= 12500 mg)

0,003 3,55
Consumo aminoglucósidos > valor ref

(REF= 700 mg)

0,012

I.C. 95%

Caso (n= 199) vs. Control 1 (n= 199)

Características

1,69

3,462,01 1,17

33,95

Tabla 34. Análisis multivariable para los grupos caso-control 1.
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4.2.6.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO

ASOCIADOS A LA MORTALIDAD POR Pseudomonas aeruginosa

NO SENSIBLES A LOS CARBAPENEMS

Para el estudio de los factores predictores de la mortalidad atribuible a la

adquisición de PANSC, se analizaron únicamente aquellos pacientes en los que se había

aislado este microorganismo, y se consideró como grupo caso a los pacientes que habían

fallecido por causa atribuible a dicho aislamiento, y como control al resto. De los 35

(17,6%) pacientes que fallecieron, 14 (40%) fueron por una causa atribuible a PANSC.

Estos 14 fallecimientos se distribuyeron a lo largo del periodo de estudio del siguiente

modo: 1 (7,1%) fallecimiento en los años 2003 y 2005, 2 (14,3%) en los años 2002,

2007, 2008 y 2009, y 4 (28,6%) en el año 2006.

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

Tabla 35. Análisis multivariable para los grupos caso-control 2.

p OR

Comunitario <0,001

ACS 0,002 3,58 1,62 7,93

Nosocomial 0,283 0,68 0,34 1,37

Modelo ajustado a las variables edad, sexo e índice de Charlson.

67,40

Ámbito de

aislamiento

Consumo piperacilina-tazobactam >

valor ref (REF= 128000 mg)

Consumo aminoglucósidos > valor ref

(REF= 700 mg)
0,001 14,10 2,95

Consumo fluorquinolonas > valor ref

(REF= 2000 mg)
<0,001 5,04

Caso (n= 199) vs. Control 2 (n= 199)

Características

119,9814,20 1,68

6,18

<0,01 0,12

Días de ventilación mecánica > valor

ref (REF= 2 días)

Consumo carbapenems > valor ref

(REF= 12500 mg)

I.C. 95%

1,92 19,90

Días de sonda vesical > valor ref

(REF= 3 días)

0,015

8,15

<0,01

<0,001 4,25 2,21

0,004

0,002

2,34 10,88
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Se estudió el origen de las muestras en las que se dio el primer aislamiento de

PANSC, así como las muestras de las que se aisló de nuevo este primer aislamiento. El

principal foco en el que aisló PANSC por primera vez fue el tracto respiratorio (n=6,

42,9%) seguido de orina (n=3, 21,4%), herida (n=2, 14,3%), y drenaje biliar, exudado

nasal y líquido ascítico (n=1, 7,1%). Sin embargo, el origen de las muestras en las que

se repitieron estos aislamientos a posteriori fue más variado, volviendo a destacar

tracto respiratorio (n=8, 34,8%) y sangre (n=4, 17,4%) (Tabla 6 del Anexo). Las causas

inmediata, intermedia y fundamental de fallecimiento de estos pacientes se recogen en

la Tabla 7 del Anexo.

Al igual que en el apartado 4.2.5, se compararon las características

demográficas, patologías, variables relacionadas con los ingresos hospitalarios, factores

de riesgo extrínsecos y consumo antibiótico para ambos grupos. Para las variables

cuantitativas se estableció un valor de referencia por encima del cual se consideró que el

riesgo era mayor. Este valor se definió en función del percentil 75 de aquellos sujetos

que habían estado sometidos en algún momento al factor en estudio. El valor de

referencia para cada categoría se muestra en la Tabla 36. En esta ocasión, solamente se

encontraron diferencias estadísticamente significativas para las variables días de

ingresos previos durante el año anterior al fallecimiento relacionado con el aislamiento

(p= 0,050), la administración de inmunosupresores (p=0,011) y quimioterapia (p=0,003)

durante los 30 días previos, y el consumo de beta-lactámicos más IBL (p= 0,002) en los

30 días previos. Además, se observó una tendencia a la significación estadística en

relación al aislamiento de PA multirresistente (p=0,051).
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

n % n %

Sexo (REF= hombre) 9 64,3 118 63,8 1,000

0-2 5 35,7 105 56,8 0,165

>2 9 64,3 80 43,2

Comorbilidades:

Disfunción hepática 3 21,4 21 11,4 0,384

Daño renal 6 42,9 65 35,1 0,573

Enfermedad obstructiva biliar 2 14,3 5 2,7 0,079

Insuficiencia cardiaca 3 21,4 42 22,7 1,000

Enfermedad cerebrovascular 1 7,1 10 5,4 1,000

Enfermedad neurológica 0 0 12 6,5 0,608

Tumor órgano sólido 5 35,7 61 33,0 1,000

Tumor médula ósea 2 14,3 8 4,3 0,150

Diabetes mellitus 3 21,4 33 17,8 1,000

VIH 0 0 2 1,1 1,000

Neutropenia 1 7,1 5 2,7 0,358

Enfermedad pulmonar crónica 4 28,6 45 24,3 0,750

Transplante médula ósea 0 0 1 0,5 1,000

Transplante órgano sólido 1 7,1 15 8,1 1,000

P. aeruginosa multirresistente 7 50,0 44 23,8 0,051

Tratamiento empírico ineficaz 9 64,3 148 80,0 0,179

Comunitario 2 14,3 47 25,4 0,189

ACS 12 85,7 118 63,8

Nosocomial 0 0,0 47 25,4

3 21,4 58 31,4 0,557

3 21,4 29 15,7 0,704

Ventilación mecánica 1 7,1 45 24,3 0,196

7,1 29 15,7 0,485

Cirugía

Procedimiento invasivo

Días de ventilación mecánica > valor ref

(REF= 2 días)
1

28,6 0,177
Días de ingreso en UCI > valor ref (REF= 3

días)
5 35,7 53

24,3 1,000

Días ingreso previos al aislamiento > valor

ref (REF= 8 días)
10

Días previos en UCI > valor ref (REF= 3

días)
3 21,4 45

71,4 96

49,19 0,050

55,1 0,585

51,9 0,177

Días totales de ingreso > valor ref (REF= 18

días)
9 64,3 102

Días de ingresos previos > valor referencia

(REF= 13 días)
11 78,6 91

pFactores de riesgo extrínsecos
Caso Control

Edad > valor referencia (REF= 65 años)

Índice de Charlson

(REF= 0-2)

Ámbito de

aislamiento

0,7827 50,0 81 43,8

Tabla 36. Características de los pacientes incluidos en el estudio de mortalidad.
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

n % n %

1 7,1 26 14,1 0,698

Catéter venoso central 10 71,4 97 52,4 0,266

Sonda nasográstrica 5 35,7 68 36,8 1,000

9 64,3 100 54,1 0,582

2 14,3 22 11,9 1,000

5 35,7 70 37,8 1,000

Hemodiálisis/diálisis peritoneal 1 7,1 30 16,2 0,480

Nutrición Parenteral 3 21,4 22 11,9 0,392

6 42,9 55 29,7 0,368

Inmunosupresores 6 42,9 25 13,5 0,011

6 42,9 19 10,3 0,003

1 7,1 5 2,7 0,358

0 0 5 2,7 1,000

5 36 52 28,1 0,369

11 78,6 61 33,0 0,001

0 0 9 4,9 0,636

5 35,7 41 22,2 0,321

16,8 0,711
Consumo carbapenems > valor ref (REF=

13000 mg)
3 21,4 31

6 3,2 1,000

Carbapenemes

Penicilinas antiestafilocócicas

Consumo penicilinas antiestafilocócicas >

valor ref (REF= 4500 mg)
0 0

1,000

Piperacilina-tazobactam

Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref

(REF= 155000 mg)
3 21,4 15 8,1 0,120

1 7 13 7,0

Amoxicilina-clavulánico

Consumo amoxicilina-clavulánico > valor ref

(REF= 32750 mg)

Corticoides

Quimioterapia

Días de traqueostomía > valor ref (REF= 14

días)

Días de sonda nasogástrica > valor ref (REF=

7 días)

Sonda vesical

Días de sonda vesical > valor ref (REF= 6

días)

Radioterapia

Aminopenicilinas

Consumo aminopenicilinas > valor ref (REF=

2875 mg)
0 0 4 2,2 1,000

Traqueostomía

10,3

25,4 0,528

1 7,1 1,000

Días de catéter venoso central > valor ref

(REF= 9 días)
8 57,1 72 38,9 0,258

19

5 35,7 47

37,87 50,0

35,7

0,402

Ostomía

Días de ostomía > valor ref (REF= 18 días) 2 14,3 16 8,6 0,621

70

Factores de riesgo extrínsecos
Caso Control

0,53850 27,0

p

Drenaje

Días de drenaje > valor ref (REF= 7 días) 5

Tabla 36. Características de los pacientes incluidos en el estudio de mortalidad

(continuación).
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

n % n %

0 0 14 7,6 0,604

2 14,3 25 13,5 1,000

8 57,1 95 51,4 0,785

5 35,7 45 24,3 0,524

6 42,9 47 25,4 0,207

1 7,1 9 4,9 1,000

3 21,4 17 9,2 0,154

3 21,4 28 15,1 0,701

1 7,1 13 7,0 1,000

0 0 5 3,3 1,000

3 21,4 22 11,9 0,392

Colistina 0 0 3 1,6 1,000

0 0 19 10,3 0,370

1,6 1,000

Quimiterápicos urinarios

Consumo quimioterápicos urinarios > valor

ref (REF= 400 mg)
0 0 14 7,6 0,604

Consumo colistina > valor ref (REF=

25000000 mg)
0 0 3

Metronidazol

Consumo metronidazol > valor ref (REF=

3000 mg)
1 7,1 13 7,0 1,000

pFactores de riesgo extrínsecos
Caso Control

1,000

Doxiciclina/tigeciclina

Consumo doxiciclina/tigeciclina > valor ref

(REF= 600 mg)
0 0 4 2,2 1,000

10 5,4

Clindamicina

Consumo clindamicina > valor ref (REF=

2000 mg)
1 7,1

0,606

Cotrimoxazol

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=

3600 mg)
3 21,4 20 10,8 0,378

13 7,0

Linezolid

Consumo linezolid > valor ref (REF= 5500

mg)
2 14,3

0,162

Macrólidos

Consumo macrólidos > valor ref (REF= 2000

mg)
0 0 7 3,8 1,000

35 18,9

Glucopéptidos/daptomicina

Consumo glucopéptidos/daptomicina > valor

ref (REF= 3300 mg)
5 35,7

0,775

Aminoglucósidos

Consumo aminoglucósidos > valor ref (REF=

700 mg)
3 21,4 32 17,3 0,716

67 36,2

Fluorquinolonas

Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF=

1000 mg)
6 42,9

0,614

Cefalosporinas espectro extendido

Consumo cefalosporinas espectro extendido

> valor ref (REF= 2000 mg)
1 7,1 19 10,3 1,000

11 5,9

Cefalosporinas amplio espectro

Consumo cefalosporinas de amplio espectro

> valor ref (REF= 4500 mg)
0 0

Tabla 36. Características de los pacientes incluidos en el estudio de mortalidad

(continuación).
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En el análisis de regresión logística univariable se incluyeron aquellas variables

que estaban presentes en como mínimo un 20% de los pacientes en al menos unos de los

grupos. Así, las variables en estudio que se eliminaron fueron las siguientes:

enfermedad obstructiva biliar, enfermedad cerebrovascular, enfermedad neurológica,

tumor de médula ósea, VIH, neutropenia, transplante de médula ósea, transplante de

órgano sólido, días de ventilación mecánica, días de traqueostomía, días de ostomía,

hemodiálisis/diálisis peritoneal, radioterapia, y consumo de aminopenicilinas,

amoxicilina-clavulánico, penicilinas antiestafilocócicas, cefalosporinas de amplio

espectro, cefalosporinas de espectro extendido, macrólidos, linezolid, clindamicina,

doxiciclina/tigeciclina, metronidazol, colistina y quimioterápicos urinarios.

Con las restantes variables, se llevó a cabo el análisis de regresión logística

univariable y se obtuvieron como variables predictoras de mortalidad con significación

estadística las siguientes: aislamiento de PA multirresistente (OR: 3,20; IC 95%: 1,07

a 9,64; p=0,038), más de 13 días de ingresos previos durante el año anterior (3,79;

1,02 a 14,02; 0,046), uso de inmunosupresores (4,80; 1,54 a 15,00; 0,007) y

administración de quimioterapia (6,55; 2,05 a 20,90; 0,001) Tabla 37).

p OR

Sexo 0,970 0,978 0,315 3,040

Edad > valor referencia (REF= 65 años) 0,652 1,284 0,433 3,808

Índice de Charlson > 2 0,136 2,362 0,762 7,323

Daño hepatico 0,274 2,13 0,55 8,26

Daño renal 0,562 1,38 0,46 4,16

Insuficiencia cardiaca 0,913 0,93 0,25 3,48

Tumor de órgano sólido 0,834 1,13 0,36 3,51

Diabetes mellitus 0,737 1,26 0,33 4,75

Enfermedad pulmonar crónica 0,723 1,24 0,37 4,16

P. aeruginosa multirresistente 0,038 3,20 1,07 9,64

Tratamiento empírico ineficaz 0,174 0,45 0,14 1,42

Ámbito de aislamiento:

Comunitario 0,965

Asociado a cuidados sanitario 0,366 0,351 <0,01 2,94

Nosocomial 1,000 0,848 0,23 3,91

Características
I.C. 95%

Caso (n= 199) - Control (n= 199)

Tabla 37. Análisis univariable para el estudio de los factores asociados a la mortalidad.

(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.
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(REF) Valor establecido como punto de corte por encima del cual se consideró que el sujeto de

estudio se encontraba en mayor riesgo; (ACS) Asociado a cuidados sanitarios.

p OR

0,442 0,60 0,16 4,16

0,574 1,47 0,39 9,64

Nutrición Parenteral 0,308 2,02 0,52 7,81

0,310 1,77 0,59 5,35

Inmunosupresores 0,007 4,80 1,54 15,00

0,001 6,55 2,05 20,90

8,75

Consumo metronidazol > valor ref (REF=

3000 mg)
0,987 1,02 0,12 8,40

Consumo cotrimoxazol > valor ref (REF=

3600 mg)
0,242 2,25 0,58

7,55

Consumo linezolid > valor ref (REF= 5500

mg)
0,333 2,21 0,45 10,92

Consumo glucopéptidos más daptomicina >

valor ref (REF= 3300 mg)
0,140 2,38 0,75

3,97

Consumo aminoglucósidos > valor ref (REF=

700 mg)
0,696 1,30 0,34 4,94

Consumo fluorquinolonas > valor ref (REF=

1000 mg)
0,620 1,32 0,44

3,09 0,78 12,30

Consumo carbapenems > valor ref (REF=

13000 mg)
0,655 1,35 0,36 5,14

Consumo piperacilina-tazobactam > valor ref

(REF= 155000 mg)
0,109

14,02

Días de drenaje > valor ref (REF= 7 días) 0,486 1,50 0,48 4,54

Días de sonda vesical > valor ref (REF= 6

días)
0,372 1,64 0,55

2,09 0,70 6,28

Días de sonda nasogástrica > valor ref (REF=

7 días)
0,401 1,63 0,52 7,66

Cirugía

Procedimiento invasivo

Días de catéter venoso central > valor ref

(REF= 9 días)
0,188

4,75

Días de ingreso en UCI > valor ref (REF= 3

días)
0,576 1,38 0,44 35,75

Días previos en UCI > valor ref (REF= 3

días)
0,807 0,85 0,23

3,483

Días ingreso previos al aislamiento > valor

ref (REF= 8 días)
0,168 2,32 0,70 3,51

Días totales de ingreso > valor ref (REF= 18

días)
0,508 1,46 0,47

Corticoides

Quimioterapia

Características
I.C. 95%

Caso (n= 199) - Control (n= 199)

Días de ingresos previos > valor referencia

(REF= 13 días)
0,046 3,79 1,02 4,163

Tabla 37. Análisis univariable para el estudio de los factores asociados a la mortalidad

(continuación).
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5.1.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIÓTICA DE LOS

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa

Conocer la epidemiología local de la resistencia antimicrobiana es esencial

para llevar a cabo una política antibiótica adecuada en el hospital y lograr una buena

aproximación terapéutica para el paciente. Por ello analizamos el perfil de

susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de los 1523 aislamientos consecutivos de

Pseudomonas aeruginosa (PA) obtenidos en el periodo comprendido entre enero de

2002 y diciembre de 2009. Varios trabajos realizados por grupos españoles han

destacado la importancia de realizar estos programas de vigilancia de la resistencia en

cada hospital, ya que los resultados obtenidos demuestran diferencias que hacen

aconsejable no extrapolar de un modo estricto los datos obtenidos en otros centros

(Gamero Delgado y cols, 2007; Gomila Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Pardo

Serrano y cols, 2010).

En nuestro estudio, amikacina y piperacilina/tazobactam fueron los antibióticos

que mostraron mayor eficacia frente a PA, con 96,9% y 96,4% de aislamientos sensibles

a estos antibióticos, respectivamente. Le siguieron cefepime (91,9%), tobramicina

(91,6%), meropenem (91,3%), imipenem (88,6%) y ceftazidima (87,6%). En el lado

opuesto, gentamicina (84,2%), ciprofloxacino (81,4%) y aztreonam (72,3%) presentaron

la actividad antimicrobiana más baja. Estos datos de actividad coinciden, en gran

medida, con los presentados por Jones y colaboradores en el trabajo en el que analizaron

el perfil antibiótico de 25460 cepas clínicas de PA de los cinco continentes frente a los

principales antipseudomónicos durante el periodo 1999-2007 (Jones y cols, 2009). En

este estudio, las cepas obtenidas en Norte América presentaron el mayor porcentaje

global de sensibilidad a los distintos antibióticos (88,7%); le siguieron los aislamientos

obtenidos en Europa y las regiones de Asia y Pacífico (aproximadamente 83,0% para

ambas zonas) y, por último, Latino América (74,8%). Considerando únicamente los

aislamientos europeos, piperacilina/tazobactam (83,0% de aislamientos sensibles) fue el

antibiótico más activo, seguido de meropenem (81,5%), imipenem (78,0%), cefepime

(77,1%), tobramicina (77,0%), ceftazidima (75,9%) y ciprofloxacino (70,7%) (Jones y

cols, 2009).

Con respecto a nuestra serie, obtuvimos tasas de sensibilidad

considerablemente superiores a las descritas por otros autores. Esta diferencia podría
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deberse a varios factores. Por un lado, sería necesario considerar las características de

las cepas y antibióticos investigados, ya que muchos trabajos se centran en el estudio de

la sensibilidad de PA frente a un único antibiótico o grupo antibiótico concreto

(Dubrous y cols, 1997; Quentin y cols, 1997), otros únicamente evalúan aislamientos

que provienen de pacientes con una determinada enfermedad (Eigen y cols, 1995;

García-Rodríguez y cols, 1997; Gehanno, 1997; Rossi y cols, 2006) o ingresados en

unidades especiales (Friedland y cols, 2003; Wang y cols, 2005; Yoo y cols, 2008)

frente a estudios multicéntricos que engloban aislamientos de diversos orígenes (Jones y

cols, 2009; Turner, 2009; Van Eldere, 2003).

No obstante, este no es el caso del estudio de Jones y colaboradores, que como

el nuestro, no excluye a ningún tipo de paciente o unidad. Además, tanto el trabajo de

Jones y colaboradores como el nuestro emplean los mismos criterios de interpretación

de los valores de la CMI, y se llevaron a cabo en un periodo de tiempo similar. Esto

sugiere que sólo la desigual tasa de resistencia detectada puede ser debida a distintos

criterios clínicos en el manejo del paciente o a distinta política antibiótica.

Por otro lado, en nuestro estudio ciprofloxacino y gentamicina se presentaron

como dos de los antibióticos menos eficaces frente al total de aislamientos de PA,

siendo superados sólo por aztreonam. Esto coincide con los datos presentados por otros

grupos, manteniéndose hasta los trabajos más recientes y llevados a cabo en diversos

ámbitos (Álvarez-Lerma y cols, 2007; Cobo Martínez y cols, 2003; Gad y cols, 2008;

Gamero Delgado y cols, 2007; Guerrero y cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006; Hidron

y cols, 2008; Jones y cols, 2003; Jones y cols, 2009; Karlowsky y cols, 2011; Pardo

Serrano y cols, 2010; Sánchez-Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). Tanto los

aislamientos procedentes de Europa, Norte América y Latino América incluidos en el

estudio de Jones y colaboradores (Jones y cols, 2009), como los registrados en

programas nacionales realizados en Canadá (Karlowsky y cols, 2011) y Korea (Yoo y

cols, 2008) durante los periodos 2007-2009 y 2002-2006, respectivamente, describieron

a ciprofloxacino y/o gentamicina como la peor alternativa en el tratamiento de las

infecciones por PA. En estos estudios, las tasas de resistencia oscilaron entre 23,9% y

41,4% para ciprofloxacino, y 14% y 38% para gentamicina, tasas superiores a las

presentadas en nuestro estudio (15,4% y 9,8% de cepas resistentes a ciprofloxacino y

gentamicina, respectivamente). De nuevo, un distinto criterio en la selección de los

aislamientos incluidos en el estudio, una diferente política antibiótica o medidas de



Discusión

147

higiene adoptadas por el hospital, podrían ser la causa de esta disparidad de tasas de

resistencia detectadas en los distintos estudios.

Igualmente, varios estudios multicéntricos realizados en hospitales españoles los

años 1999 (Bouza y cols, 1999) y 2003 (Sánchez-Romero y cols, 2007), así como

estudios locales llevados a cabo en hospitales de Castellón durante los periodos 1992-

2003 (Gomila Sard y cols, 2006) y 2004-2008 (Pardo Serrano y cols, 2010), de Murcia

durante el periodo 1996-1999 (Guerrero y cols, 2003), de Córdoba durante el periodo

2000-2005 (Gamero Delgado y cols, 2007) y de Málaga de enero a noviembre de 2002

(Cobo Martínez y cols, 2003) detectaron tasas de resistencia a ciprofloxacino y

gentamicina superiores a las descritas en nuestro estudio (14,4-28% para ciprofloxacino,

y 14,7-31% para gentamicina).

Por otro lado, en concordancia con García-Rodríguez y colaboradores (García-

Rodríguez y cols, 2003) y Van Eldere (Van Eldere, 2003), en nuestro estudio aztreonam

fue el antibiótico que presentó menor actividad (72,3% de aislamientos resistentes),

aunque ésta fue algo superior a la descrita en las citadas publicaciones (69,6% y 17,7%,

respectivamente). Sin embargo, esta conclusión no es la más habitual, ya que la mayoría

de los trabajos presentan a aztreonam como un antibiótico con mayor actividad que

gentamicina y ciprofloxacino (Bouza y cols, 1999; Guerrero y cols, 2003; Sánchez-

Romero y cols, 2007; Yoo y cols, 2008). Como se discutirá a continuación, esta

discrepancia es debida probablemente, a una mayor frecuencia de aislamiento de cepas

con susceptibilidad intermedia a este antibiótico en nuestro trabajo.

Aunque unificar los criterios para seleccionar el antibiótico más eficaz frente a

PA resulta complicado, sí se puede afirmar que amikacina, piperacilina/tazobactam y

meropenem presentan, en general, mejor actividad frente a PA que el resto de

antimicrobianos. Esto se comprueba tanto en trabajos multicéntricos que incluyen

aislamientos procedentes de los cinco continentes (Jones y cols, 2003; Jones y cols,

2009), como en estudios multicéntricos europeos (Van Eldere, 2003; Turner, 2009), o

españoles (Bouza y cols, 1999), así como en estudios locales en países no europeos

(Gad y cols, 2008) y en España (Gamero Delgado y cols, 2007; García-Rodríguez y

cols, 2003; Gomila Sard y cols, 2006). En nuestro estudio, amikacina y

piperacilina/tazobactam también fueron los antibióticos para los que se detectó una

mayor tasa de sensibilidad. Sin embargo, cefepime y tobramicina presentaron mejores

resultados que meropenem. Del cómputo global de datos aportado por estos estudios, se
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puede deducir que el índice de sensibilidad a piperacilina/tazobactam suele oscilar entre

un 80-85%. En España, y en concordancia con nuestros resultados, se estima una

tendencia a una mayor actividad para este antibiótico con tasas de sensibilidad cifradas

entre un 90-95%.

En el caso de amikacina, se observa un amplio rango de tasas de sensibilidad,

oscilando entre un 64,5% (Cavallo y cols, 2000) y un 97,9% (Guerrero y cols, 2003). El

primero de estos estudios, llevado a cabo por Cavallo y colaboradores en el año 1996,

contó con la participación de 11 hospitales franceses (Cavallo y cols, 2000). El segundo,

sin embargo, se realizó en un único hospital español entre los años 1996 y 1999

(Guerrero y cols, 2003). Al igual que nuestro estudio, ninguno de los dos trabajos se

centró en aislamientos con origen en una unidad o lugar de la infección específicos.

Tampoco se caracterizaron por analizar aislamientos señalados con un determinado

patrón de resistencia. Sin embargo, el hecho de emplear distintos puntos de corte (los

establecidos por la Sociedad Francesa de Microbiología y CLSI en el primer y segundo

estudio, respectivamente) puede explicar, al menos parcialmente, las importantes

diferencias detectadas. En nuestro caso, según los criterios CLSI, prácticamente el 97%

de los aislamientos fueron sensibles a este aminoglucósido.

En general, meropenem presentó una buena actividad frente a los aislamientos

de PA, con un porcentaje de cepas sensibles en torno al 85-95% siendo este resultado

coincidente tanto en estudios de ámbito mundial (Jones y cols, 2003; Jones y cols,

2009), como nacionales multicéntricos (Bouza y cols, 1999; García-Rodríguez y cols,

2003; Henwood y cols, 2001; Karlowsky y cols, 2011; Sánchez-Romero y cols, 2007;

Yoo y cols, 2008) y de ámbito local (Cobo Martínez y cols, 2003; Gamero Delgado y

cols, 2007; Guerrero y cols, 2003). No obstante, también en este caso hay estudios que

presentan una actividad inferior para este carbapenem, como la publicada para los

aislamientos procedentes de Latino América en el estudio multicéntrico de Jones y

colaboradores (71,6% de cepas sensibles; Jones y cols, 2009) o en los aislamientos

obtenidos en muestras de orina, tracto respiratorio inferior y herida en un estudio

realizado en Egipto (tasa de sensibilidad del 70%) (Gad y cols, 2008).

Por otro lado, en nuestro estudio analizamos además el perfil antibiótico de las

cepas en función de su susceptibilidad a los carbapenems. Dentro del grupo de cepas de

PANSC, destacaron amikacina y piperacilina/tazobactam como los antibióticos frente a

los que se registraron las tasas más elevadas de sensibilidad (91,9% y 83,8%,
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respectivamente). Estas tasas fueron similares a las obtenidas para el conjunto total de

cepas de PA. Por el contrario, las cepas PANSC mostraron tasas de sensibilidad

considerablemente inferiores a las del conjunto de aislamientos de PA para el resto de

antibióticos (cefepime (59,0%), tobramicina (47,7%), ceftazidima (42,0%), gentamicina

(32,9%), ciprofloxacino (29,0%) y aztreonam (21,1%)).

El perfil antibiótico mostrado por las cepas de PASC fue marcadamente distinto

al de la cepas de PANSC ya que, a excepción de aztreonam, las tasas de sensibilidad de

las primeras fueron todas cercanas o superiores al 90% (piperacilina/tazobactam

(98,3%), amikacina (97,6%), tobramicina (97,4%), cefepime (96,2%), ceftazidima

(94,7%), gentamicina (91,0%) y ciprofloxacino (89,0%). Esto es debido a que los

mecanismos que con mayor frecuencia ocasionan la resistencia a los carbapenems,

afectan también a otros antibióticos. Por ejemplo, la hiperproducción de la

cefalosporinasa cromosómica AmpC no sólo hidroliza a imipenem y meropenem, sino

también a otras penicilinas y cefalosporinas (Lister y cols, 2009). Las bombas de

expulsión activa generan resistencia a meropenem y a otros beta-lactámicos, pero

también expulsan de la célula a otras familias antibióticas como fluorquinolonas,

aminoglucósidos, tetraciclinas y macrólidos. Además, los genes que codifican la

producción de metalo-beta-lactamasas (MBL) suelen contener integrones que confieren

resistencia a los aminoglucósidos a través de la producción de enzimas tipo

acetiltransferasa (Gutiérrez y cols, 2007). Por tanto, a la vista del incremento de

resistencia global que supone la transición de PASC a PANSC, el estudio de los factores

de riesgo del paciente para la adquisición de PANSC debe preceder y guiar la elección

de la terapia empírica. Este aspecto se tratará más en detalle en apartados posteriores de

este trabajo.

Además es importante conocer la evolución de la susceptibilidad de los

aislamientos clínicos a lo largo del tiempo. Un aumento significativo del porcentaje de

aislamientos resistentes debería conducir a un análisis de las posibles causas y, una vez

encontradas, a la consiguiente rectificación de las mismas, si esto es técnicamente

posible. La mayoría de los trabajos que analizan la evolución de la susceptibilidad de

los aislamientos clínicos frente a distintos antibióticos a lo largo de un periodo de

estudio concluyen en un aumento generalizado de la resistencia. En general,

ciprofloxacino (Álvarez-Lerma y cols, 2007; García-Rodríguez y cols, 2003; Gomila
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Sard y cols, 2006; Guerrero y cols, 2003; Sánchez-Romero y cols, 2007; Van Eldere,

2003) y piperacilina/tazobactam (Álvarez-Lerma y cols, 2007; García-Rodríguez y cols,

2003; Jones y cols, 2009; Pardo Serrano y cols, 2010) se describen como los dos

antibióticos frente los que PA genera resistencia con mayor frecuencia. Además, estos

mismos estudios citan incrementos en los índices de resistencia frente a amikacina,

aztreonam, ceftazidima, cefepime, imipenem y meropenem.

En esta línea, en nuestro estudio analizamos la evolución de la susceptibilidad

antibiótica de los aislamientos clínicos de PA a lo largo del periodo de estudio 2002-

2009, tanto en el total de cepas clínicas aisladas a lo largo de dicho periodo como en los

conjuntos de aislamientos de PASC y PANSC por separado. Así, para el total de

aislamientos de PA destacó el aumento significativo y lineal de la tasa de resistencia a

gentamicina (del 6,1% en 2002 al 13,2% en 2009), tobramicina (del 2,5% en 2002 al

10,6% en 2009), ceftazidima (del 3,9% en 2002 al 6,2% en 2009),

piperacilina/tazobactam (del 2,5% en 2002 al 5,6% en 2009) y ciprofloxacino (del

17,2% en 2002 al 21,3% en 2009). Sin embargo, para el grupo de aislamientos de

PANSC únicamente se detectó un aumento estadísticamente significativo y lineal de la

tasa de resistencia a ceftazidima (del 21,7% en 2002 al 33,3% en 2009) y a

piperacilina/tazobactam (del 13,0% en 2002 al 26,7% en 2009).

Con respecto a los carbepenems, y a pesar de que en nuestro hospital las cifras

de resistencia se mantuvieron por debajo de lo publicado por otros grupos, a lo largo del

periodo 2002-2009 la resistencia a imipenem aumentó del 4,4 al 11,5%, y del 5,4 al

12,3% para meropenem. Este aumento de la resistencia fue lineal y estadísticamente

significativo para los dos carbapenems. La media de aislamientos de PANSC durante

los 8 años que duró el estudio fue del 13,5%, destacando el año 2006 por un incremento

aislado de la tasa de este grupo de aislamientos (22,5%). Estudios de tipificación

molecular llevados a cabo mediante Rep-PCR, cuyos resultados no se incluyen en este

trabajo, mostraron que este aumento no fue debido a un brote ya que los aislamentos no

mostraban un único patrón. Durante el periodo de estudio, se identificó un clon

predominante, pero no se detectó una mayor concentración de dicho clon en el año

2006. Por tanto, este aumento de la resistencia en el año 2006 podría estar asociado en

mayor medida a un cambio en la praxis clínica, como cambios en el formulario del

hospital o en las medidas de higiene.
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Como se ha comentado, un factor que dificulta la evaluación del espectro

antibiótico en los aislamientos de PA es la disparidad existente entre los puntos de corte

establecidos por distintas agencias u organizaciones para interpretar la susceptibilidad

antibiótica, principalmente CLSI, EUCAST y FDA. Además, existen otras

organizaciones nacionales que cuentan con puntos de corte propios, como la británica

British Society for Antimicrobial Chemotherapy; o la francesa, Comité de

l'Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie. Como demostraron Jones y

colaboradores, la interpretación del valor de la CMI a los antimicrobianos según los

distintos puntos de corte influye drásticamente en el espectro de antibióticos

considerados como eficaces en el tratamiento de las infecciones (Jones y cols, 2009).

Para eliminar esta variabilidad, en nuestro trabajo analizamos el valor de la CMI

de los aislamientos frente a los distintos agentes antipseudomónicos. La disponibilidad

de este parámetro cuantitativo permite valorar con más detalle cambios de tendencia en

la susceptibilidad antimicrobiana que, en un primer momento, no se traduce en

modificaciones en la categoría de susceptibilidad. Este hecho cobra aún más

importancia cuando el periodo de estudio es breve. Además, los estudios centrados en el

análisis del valor de la CMI presentan una utilidad añadida, ya que cada vez con más

frecuencia se recomienda el empleo de la Farmacocinética y la Farmacodinamia para

adecuar las dosis antibióticas administradas y para prevenir la aparición de resistencias

durante el tratamiento.

Como se hizo anteriormente en el estudio de las categorías de susceptibilidad a

los distintos antimicrobianos, los cambios de CMI se analizaron tanto para el conjunto

de aislamientos de PA como para los dos subgrupos, PASC y PANSC. En conjunto,

imipenem y meropenem resultaron ser los antibióticos para los que se detectó un

aumento más significativo del valor de la CMI, mayoritariamente vinculado al aumento

del valor de la CMI90. Así, para imipenem el valor de la CMI90 aumentó de 4 a 16

µg/ml, mientras que para meropenem lo hizo de 2 a >16 µg/ml. Dentro del grupo de

aislamientos de PASC no se hallaron cambios significativos en los valores de la CMI a

lo largo del periodo de estudio. Por el contrario, dentro del grupo de PANSC se detectó

un aumento lineal del valor de la CMI a meropenem, y en particular en el de la CMI50,

que aumentó de 4 a 16 μg/ml. 



Discusión

152

Así, este aumento de la resistencia conduce a reflexionar sobre la importancia

del mejor uso de los antibióticos disponibles y del desarrollo de fármacos con nuevos

mecanismos de acción que actúen frente a estos microorganismos resistentes en auge.

Además, aunque es conveniente contar con datos epidemiológicos globales, para un

adecuado tratamiento empírico y control de la infección es imprescindible que cada

centro realice sus programas propios de vigilancia de la resistencia analizando de forma

sistemática los datos de sensibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas. Esto permitirá

la instauración de unas adecuadas medidas de control de la infección.

5.2.- ESTUDIO DE LOS MÉTODOS FENOTÍPICOS DE DETECCIÓN

DE METALO-BETA-LACTAMASAS

Los carbapenems son un grupo de beta-lactámicos de amplio espectro

empleados en el tratamiento de las infecciones por PA, bien de un modo empírico, bien

como tratamiento dirigido (Mesaros y cols, 2007). La creciente resistencia a este grupo

antibiótico es un problema de Salud Pública a nivel mundial, destacando las cifras

particularmente altas descritas en Latino América (37,2% de cepas resistentes a

imipenem) (Jones y cols, 2009). Globalmente, la tasa de cepas no sensibles a imipenem

se encuentra cercana al 20% (Jones y cols, 2009). En España, en dos estudios

multicéntricos secuenciales llevados a cabo los años 1999 y 2003 se observó un

aumento de la resistencia a imipenem del 13,5 al 18%, y a meropenem del 8,1 al 13%

(Bouza y cols, 1999; Sánchez-Romero y cols, 2007). A lo largo de los 8 años que duró

nuestro estudio, la resistencia aumentó del 4,4 al 11,5% para imipenem y del 5,4 al

12,3% para meropenem.

La diseminación de las enzimas metalo-beta-lactamasas (MBL) ha aumentado

considerablemente en los últimos años y varios estudios llevados a cabo por grupos

españoles han puesto de manifiesto el aumento de la prevalencia de este mecanismo de

resistencia en PA. Considerando únicamente los aislamientos de PANSC, la prevalencia

de cepas productoras de MBL ha aumentado del 0,4% detectado en el año 2003 al 4%

(Gutiérrez y cols, 2007) o al 6,9% descrito en dos estudios publicados recientemente por

Cabot y colaboradores, y Riera y colaboradores, respectivamente (Cabot y cols, 2011;

Riera y cols, 2011). Debido a que la aplicación de la Biología Molecular para la
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detección de mecanismos de resistencia no es accesible a la mayoría de los laboratorios

clínicos, es necesario disponer de métodos fenotípicos sencillos y económicos que

permitan determinar con fiabilidad la producción de MBL. Para estudiar hasta qué

punto la información que proporcionan estos métodos es comparable se seleccionaron

84 cepas de PANSC y se determinó su producción de carbapenems empleando los

principales métodos de detección fenotípicos de MBL.

En las cepas de PANSC seleccionadas, destacó su tasa de sensibilidad a

amikacina y piperacilina/tazobactam que, según los criterios de CLSI, fue del 82,1% y

71,4%, respectivamente. Sin embargo, los valores de CMI50 y CMI90 obtenidos para

estos antibióticos fueron elevados: 8 y 64 μg/ml para amikacina, y 64 y >128 μg/ml para 

piperacilina/tazobactam, respectivamente. Por tanto, y aún existiendo un alto porcentaje

de cepas sensibles, estos elevados valores de CMI podrían impedir que se alcanzaran

concentraciones terapéuticamente eficaces in vivo. Para el resto de antibióticos, las tasas

de sensibilidad fueron considerablemente inferiores, destacando el 9,5% de cepas

sensibles a aztreonam. Además, tan sólo el 27,4% de los aislamientos fueron sensibles a

ceftazidima (CMI50 y CMI90 de 16 y >64 μg/ml, respectivamente), y hasta el 75,0% fue 

resistente a ciprofloxacino (CMI50 y CMI90 >4 μg/ml). 

Para detectar las cepas productoras de MBL, se emplearon cuatro métodos

fenotípicos distintos: test de microdilución simple, E-test MBL, test de sinergia de doble

disco y test de discos combinados. La presencia de genes codificantes de MBL se

confirmó mediante PCR múltiple y posterior secuenciación. La combinación de estas

dos últimas técnicas permitió detectar 4 cepas productoras de MBL (de tipo VIM-2), lo

que supone una prevalencia de cepas productoras de MBL del 4,8%. No obstante, y

estrictamente hablando, no es correcto llamar “prevalencia” al parámetro hallado, ya

que no se estudiaron todas las cepas de PANSC aisladas en nuestro hospital durante el

periodo 2002-09, sino una selección de ellas.

Para el test de la microdilución simple descrito por Migliavacca y colaboradores,

los autores consideraron la opción de emplear tres puntos de corte: reducción de 4, 8 ó

10 títulos del valor de la CMI del carbapenem combinado con la mezcla quelante con

respecto al carbapenem solo (Migliavacca y cols, 2002). En el referido estudio y

empleando como punto de corte el valor 4, se detectó el 100% de las cepas productoras
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de MBL con un 3% de falsos positivos. El punto de corte 8 detectó el 95% de las cepas

productoras con un 0,6% de falsos positivos, mientras que el de 16 detectó el 86% de

las cepas productoras sin falsos positivos. Debido a que el verdadero reto en las pruebas

fenotípicas de screening radica en optimizar su sensibilidad, escogimos como punto de

corte el valor 4, valor que nos permitió detectar todas las cepas portadoras de un gen

codificante de MBL. Con este punto de corte, se obtuvieron 2 (2,4%) falsos positivos, lo

que redujo la especificidad al 97,5%. Si hubiéramos empleado un cociente de 8 como

punto de corte, habríamos obtenido la misma especificidad, y sólo aumentando el punto

de corte a 16 habríamos conseguido aumentar la especificidad al 98,75% sin pérdida de

sensibilidad. Por tanto, como Migliavacca y colaboradores, tampoco nosotros pudimos

obtener una sensibilidad y especificidad del 100% simultáneamente con el test de

microdilución simple.

Por otro lado, aunque empleando imipenem como antibiótico sustrato obtuvimos

una especificidad superior que con meropenem (98,7% para imipenem versus 97,5%

para meropenem), este resultado no es concluyente dada la pequeña diferencia

encontrada (1 (1,2%) falso positivo para imipenem versus 2 (2,4%) falsos positivos para

meropenem). Rodríguez y colaboradores emplearon meropenem como sustrato en la

técnica de microdilución simple para caracterizar aislamientos clínicos productores de

VIM-2 (Rodríguez y cols, 2010). Empleando 9 cepas de este tipo, Rodríguez y

colaboradores encontraron que el test fenotípico era especifíco al 100%, aunque de sus

resultados no se puede concluir la superioridad del meropenem sobre el imipenem, dado

que el estudio no comparó ambos carbapenems.

En nuestra opinión, en la técnica de la microdilución simple es preferible

aumentar la sensibilidad aplicando los criterios que podríamos denominar como “menos

estrictos”, aunque vaya acompañada de una pérdida de especificidad. Aunque sería muy

recomendable poder constatar estos resultados con técnicas de Biología Molecular, la

realización de un screening previo más sensible que específico permitiría llevar a cabo

las técnicas de PCR sobre un número de cepas más reducido, lo cual facilitaría y

abarataría su detección.

El método de determinación del valor de la CMI mediante la difusión en

gradiente empleando tiras de E-test resulta sencillo en su ejecución y en su
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interpretación. En un estudio llevado a cabo por Walsh y colaboradores, se evaluaron

distintas combinaciones (imipenem con 320 μg de EDTA, imipenem con 200 μg de 

ácido 2-mercaptopropiónico, y ceftazidima con 320 μg de EDTA) en distintos medios 

de cultivo (MH, agar IsoSensitest, agar nutriente, agar BHI y medio sensible para

antibióticos PDM) (Walsh y cols, 2002). La combinación que presentó mejores

resultados de sensibilidad y especificidad fue la que empleó la combinación imipenem-

imipenem + EDTA y MH, combinación empleada en los estudios realizados a

posteriori.

Se han publicado varios trabajos que evalúan la utilidad de las tiras de E-test

MBL en la detección de cepas productoras de estas enzimas. En un estudio

multicéntrico realizado en Noruega por Samuelsen y colaboradores sobre una selección

de 60 aislamientos de PANSC obtenidos durante el periodo 2004-2006, las tiras de E-

test MBL presentaron valores de sensibilidad y especificidad del 100% y 86%,

respectivamente (Samuelsen y cols, 2008). No obstante, la significación de estos

resultados es discutible, dada la baja prevalencia de cepas productoras de MBL

detectadas en el estudio. En este estudio sólo 2 aislamientos demostraron ser portadores

de estos genes, empleando la PCR como técnica de referencia. Bergès y colaboradores

realizaron un estudio en Bélgica sobre 587 aislamientos de PA de los que se

seleccionaron los 42 corresistentes a imipenem y meropenem (Bergès y cols, 2007). Los

valores de sensibilidad y especificidad obtenidos para esta técnica fueron 100% y

72,6%, respectivamente.

Otros estudios presentan mejores resultados de especificidad que de sensibilidad

para las tiras de E-test MBL. Por ejemplo, Qu y colaboradores evaluaron las tiras de E-

test en una colección de 264 aislamientos de PANSC recogidos en el periodo 2006-2007

(Qu y cols, 2009). Los valores de sensibilidad y especificidad fueron de 85,7% y 100%,

respectivamente. Chu y colaboradores analizaron la producción de MBL en 84 cepas

resistentes a imipenem mediante la técnica del E-test, detectando sólo 3 con resultados

positivos para esta técnica (Chu y cols, 2005). Sin embargo, en ninguno de estos

aislamientos se demostró la presencia de genes codificantes de MBL mediante PCR.

Así, debido a estos 3 falsos positivos y en ausencia de falsos negativos, Chu y

colaboradores presentaron la técnica del E-test MBL como un buen método de

screening, si bien propusieron complementarla con otra técnica para confirmar los

resultados positivos.
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En nuestro estudio obtuvimos valores de sensibilidad y especificidad para la

técnica del E-test superiores a los de estos trabajos (100% y 97,5%, respectivamente).

Se registraron 2 (2,3%) falsos positivos, que fueron distintos a los registrados para el

método de la microdilución en caldo. Por tanto, y en conformidad con lo expuesto por

Chu y colaboradores, nuestros resultados sugieren que las tiras de E-test MBL son un

buen método de screening, aunque no debería ser empleado como único método para la

detección de cepas productoras de MBL.

Un problema añadido en el empleo de la técnica E-test es el hecho de que para

poder obtener un resultado positivo es necesario que las cepas presenten un valor de

CMI a imipenem ≥4 μg/ml, ya que este es el umbral de detección. Así, en el estudio de 

Yan y colaboradores se analizaron 60 cepas productoras de MBL incluyendo 22 del

género Pseudomonas (Yan y cols, 2004). De éstas 22, 19 (86,4%) fueron identificadas

por el E-test como productoras de MBL. Los valores de sensibilidad y especificidad

para los aislamientos de Pseudomonas spp. y A. baumannii fueron 87% y 100%,

respectivamente, mientras que para los aislamientos de K. pneumoniae fueron de 10% y

100%, respectivamente (la técnica no detectó 18 cepas de K. pneumoniae productoras

de MBL). El valor de la CMI a imipenem fue ≤4 μg/ml para todos los falsos negativos, 

lo que sugiere que esta prueba sólo tiene utilidad en el caso de que los aislamientos sean

resistentes a imipenem. En enterobacterias es relativamente frecuente encontrar cepas

productoras de MBL con baja CMI a imipenem. En el estudio de Galani y

colaboradores en el que evaluaron distintos métodos fenotípicos para la detección de

MBL en enterobacterias, hasta un 31,6% de los aislamientos productores de VIM

presentaron una CMI a imipenem ≤4 μg/ml, con los consiguientes resultados falsos 

negativos (Galani y cols, 2008). Sin embargo, esto no suele suceder en Pa, por lo que el

problema descrito no debería limitar el empleo del E-test como método de screening de

PA productoras de MBL en el laboratorio.

Otro de los métodos empleados con frecuencia en los laboratorios de diagnóstico

para la detección de cepas productoras de MBL es el test de sinergia de doble disco.

Este ensayo consiste en la aplicación de dos discos sobre el medio de cultivo inoculado

con el microorganismo en estudio: uno de los discos va impregnado en el antibiótico y

el otro lleva un inhibidor de la acción enzimática de las MBL. Se considera resultado

positivo la detección de una potenciación del halo de inhibición generado entre ambos.



Discusión

157

Al igual que en el método del E-test, se han estudiado modificaciones de este método

como el empleo de distintos antibióticos como sustratos, varias distancias entre los

discos y diferentes inhibidores de la acción enzimática a distintas concentraciones.

Los antibióticos que más ampliamente se han empleado como sustrato son

imipenem (Behera y cols, 2008; Chu y cols, 2005; Galani y cols, 2008; Gupta y cols,

2008; Lee y cols, 2001; Lee y cols, 2003; Picão y cols, 2008; Qu y cols, 2009) y

ceftazidima (Arakawa y cols, 2000; Galani y cols, 2008; Gupta y cols, 2008; Lee y cols,

2003; Picão y cols, 2008; Qu y cols, 2009; Yan y cols, 2004), siendo los que mejores

valores de sensibilidad y especificidad han presentado. Otras cefalosporinas estudiadas

han sido cefotaxima, cefepime, y ceftizoxima, pero presentando peores resultados

(Behera y cols, 2008). Además, se han evaluado como sustrato las combinaciones de

ceftazidima y cefepime con ácido clavulánico (Yan y cols, 2004). Para el género

Pseudomonas, las cefalosporinas combinadas presentaron mayor sensibilidad

(ceftazidima sola 95,7% versus cefalosporinas combinadas con ácido clavulánico 100%)

pero una peor especificidad (ceftazidima sola 95% versus cefalosporinas combinadas

con ácido clavulánico 83,3%) (Yan y cols, 2004). Por otro lado, en el estudio publicado

por Marchiaro y colaboradores se utilizó meropenem como sustrato (Marchiaro y cols,

2005). Aunque el uso de meropenem proporcionó una buena sensibilidad detectando

todos los aislamientos productores de MBL excepto una cepa de PA productora de

SPM-1, se obtuvieron 19 falsos positivos, lo cual disminuyó la especificidad al 41%.

Por todo ello, finalmente en nuestro estudio incluimos únicamente como antibióticos

sustrato a imipenem y ceftazidima.

Más controversia existe en la elección del inhibidor de MBL. Hasta la

actualidad, los dos más empleados son EDTA y ácido 2-mercaptopropiónico. Arawaka

y colaboradores evaluaron compuestos metálicos como cloruro cúprico y cloruro

ferroso, y compuestos tiólicos como ácido mercaptoacético y mercaptoetanol (Arakawa

y cols, 2000). Los compuestos metálicos presentaron actividad bactericida propia por lo

que no se consideraron buenos candidatos. Estudios previos describieron el cloruro

mercúrico como una opción mejor que las citadas anteriormente, pero la toxicidad para

el manipulador y para el medio ambiente llevó a suspender las investigaciones en esta

línea. Entre los compuestos tiólicos, el ácido mercaptopropiónico presentó los mejores

resultados, superando a veces incluso al EDTA en reproducibilidad (Arakawa y cols,

2000).
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Por otro lado, en el estudio realizado por Picão y colaboradores se evaluaron

EDTA, ácido mercaptopropiónico, mercaptoetanol, ácido mercaptoacético y

fenantrolina (Picão y cols, 2008). Mercaptoetanol y fenantrolina presentaron los peores

resultados, mientras que el ácido mercaptopropiónico proporcionó el mejor rendimiento

para el conjunto global de los aislamientos. Sin embargo, en el subgrupo de

aislamientos de PA, se obtuvo mejor sensibilidad para imipenem que para ceftzidima, y

EDTA resultó ser mejor inhibidor que el ácido mercaptopropiónico o el

mercaptoacético. Por el contrario, en el estudio publicado por Qu y colaboradores, los

mejores resultados para los 264 aislamientos de PA no sensibles a imipenem se

obtuvieron empleando ceftazidima con EDTA (Qu y cols, 2009). En el citado estudio de

Picão y colaboradores, se mostró que en presencia del ácido mercaptopropiónico, las

MBL hidrolizaban imipenem, pero no ceftazidima, mientras que EDTA era capaz de

inhibir la hidrólisis de ambos antibióticos. Sin embargo, en otro estudio previo se había

concluido que el ácido mercaptopropiónico presentaba actividad inhibitoria tanto frente

a imipenem como a ceftazidima (Kimura y cols, 2005). Por tanto, aunque resulta

complicado seleccionar una combinación óptima que proporcione unos resultados

homogéneos y concluyentes, basándonos en estos trabajos y en otros que emplean las

combinaciones con EDTA con buenos resultados (Chu y cols, 2005; Galani y cols,

2008; Gupta y cols, 2008; Lee y cols, 2001), finalmente decidimos incluir en nuestro

estudio este quelante en combinación con imipenem y ceftazidima.

No menos problemática resulta seleccionar la concentración de agente quelante

con la que impregnar los discos. De nuevo, dependiendo de los distintos estudios

encontramos mucha variabilidad en la cantidad de EDTA empleada, siendo las

mayoritariamente empleadas las siguientes: 1900 μg (Behera y cols, 2008; Chu y cols, 

2005; Galani y cols, 2008; Lee y cols, 2001; Lee y cols, 2003; Marchiaro y cols, 2005),

750 μg (Arakawa y cols, 2000; Gupta y cols, 2008) y 375 μg (Franklin y cols, 2006; Qu 

y cols, 2009). En el citado estudio de Picão y colaboradores se evaluaron distintas

concentraciones de EDTA (187,5, 375, 1140 y 1900 μg) y se midió la inhibición 

resultante en el crecimiento de una cepa de PA (Picão RC y cols, 2008). Se comprobó

que una cantidad de 375 μg de EDTA era la que causaba, por sí misma (sin antibiótico 

adicional) la menor inhibición del crecimiento, por lo que ésta fue la que se seleccionó

para llevar a cabo nuestro análisis.
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La última variable que se debe ajustar en este método es la distancia entre los

discos. La más empleada es de 10 mm de centro a centro de los discos (Behera y cols,

2008; Chu y cols, 2005; Lee y cols, 2001; Lee y cols, 2003; Lee y cols, 2005; Marchiaro

y cols, 2005). Algunos grupos han investigado cuál es la distancia óptima para poder

detectar a los verdaderos positivos sin aumentar el número de falsos positivos. En el

trabajo de Picão y colaboradores, se evaluaron las distancias de 10, 15, 20, 25 y 30 mm

de centro a centro de los discos (Picão y cols, 2008). Empleando ceftazidima e

imipenem como sustratos y EDTA como inhibidor, se obtuvieron los mejores datos de

sensibilidad con 10 mm. Así, para la combinación ceftazidima y EDTA los valores de

sensibilidad fueron disminuyendo del siguiente modo: 92,9%, 85,7%, 57,1%, 14,3% y

0% para las distancias 10, 15, 20, 25 y 30 mm, respectivamente. Para la combinación

imipenem y EDTA, la sensibilidad para estas distancias fue 96,4%, 75%, 35,7%, 10,7%

y 0%, respectivamente.

En el trabajo de Qu y colaboradores se evaluaron las distancias 15, 20 y 25 mm

centro a centro (Qu y cols, 2009). En esta ocasión también se obtuvo la mejor

sensibilidad para la distancia más pequeña. Así, para la combinación de ceftazidima y

EDTA, la sensibilidad disminuyó del 90,5% obtenida empleando 15 mm al 28,6% para

las distancias 20 y 25 mm. Paralelamente, para imipenem y EDTA la sensibilidad

disminuyó del 76,2% para la distancia 15 mm al 33,3% para las distancias 20 y 25 mm.

Las mismas conclusiones se obtienen del trabajo de Galani y colaboradores en el que la

sensibilidad para la combinación de ceftazidima y EDTA fue del 77,9% con una

distancia de 10 mm, pero disminuyó a 45,3% y 20,0% con 15 y 20 mm de distancia,

respectivamente (Galani y cols, 2008). La sensibilidad que obtuvieron para la

combinación imipenem y EDTA fue del 100% cuando la distancia era 10 mm, mientras

que para 15 y 20 mm fue 99,0% y 77,9%, respectivamente. Estos resultados muestran

que a priori la distancia de 10 mm parece la óptima, por lo que fue la que empleamos en

nuestro estudio.

Resumiendo las condiciones empleadas para evaluar la eficacia del test de

sinergia de doble disco, en nuestro estudio colocamos un disco blanco impregnado con

375 μg de EDTA entre otros dos discos situados cada uno a 10 mm del primero: por un 

lado, un disco de imipenem de 10 μg y, por el otro, un disco de ceftazidima de 30 μg. 

Para ambos antibióticos la sensibilidad de la prueba para la detección de cepas

productoras de MBL fue del 100%, aunque presentó mejor especificidad el empleo de
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imipenem como sustrato (98,7%) que el empleo de ceftazidima (95%), con 1 (1,3%) y 4

(4,8%) falsos positivos obtenidos, respectivamente. Además, si se modificara el criterio

de interpretación y se considerasen como positivas únicamente aquellas cepas en las que

se produjera potenciación del halo de inhibición para los dos antibióticos

simultáneamente, la sensibilidad y especificidad de la prueba hubieran sido del 100%.

En cualquier caso, estos resultados se encuentran limitados por el bajo número de cepas

productoras de MBL encontradas entre nuestros aislamientos.

La última prueba fenotípica empleada para la detección de cepas productoras de

MBL fue el test de los discos combinados. Esta prueba se basa en la medida de los halos

de inhibición generados al enfrentar el aislamiento en estudio con un disco cargado con

un antibiótico y otro disco cargado con el mismo antibiótico y un compuesto inhibidor

de las MBL. Los resultados de la prueba se evalúan midiendo la diferencia en el tamaño

de los halos generados. La principal ventaja de este método con respecto al anterior es la

objetividad en la lectura de los resultados, ya que no requiere una interpretación sobre la

existencia o no de potenciación del halo de inhibición, lo que en ocasiones puede

resultar algo complicado o subjetivo. El principal inconveniente que presenta este

método es la falta de un punto de corte estandarizado, es decir, una definición sobre

cuánto debe aumentar el halo de inhibición en presencia del quelante para considerar

que la cepa es productora de MBL. Por ello, en este trabajo se evaluaron distintos

puntos de corte y se compararon los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos

para cada uno de ellos. Además, también se probaron varios antibióticos sustrato, y

diferentes inhibidores de la acción de las MBL a distintas concentraciones.

Aunque el antibiótico sustrato empleado en esta prueba es imipenem (Andrade y

cols, 2007; Behera y cols, 2008; Bergès y cols, 2007; Chu y cols, 2005; Franklin y cols,

2006; Galani y cols, 2008; Picão y cols, 2008; Qu y cols, 2009; Samuelsen y cols, 2008;

Yong y cols, 2002), se han evaluado también otros compuestos. Por ejemplo, en el

estudio de Yan y colaboradores se analizaron imipenem, ceftazidima y cefepime, así

como combinaciones de estas cefalosporinas con ácido clavulánico (Yan y cols, 2004).

La combinación cefepime con ácido clavulánico permitió detectar todas las cepas

productoras de MBL, pero su especificidad fue inferior a la obtenida empleando

imipenem (70% para la combinación cefepime/ácido clavulánico frente al 100% para

imipenem). Por ello, Yan y colaboradores propusieron emplear imipenem como
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sustrato, excepto para aquellas cepas sensibles a este antibiótico, en cuyo caso se

recomienda la alternativa de emplear cefepime con ácido clavulánico (Yan y cols,

2004). Por tanto, el empleo de esta última combinación puede resultar de utilidad para el

estudio de cepas productoras de MBL con baja CMI a los carbapenems, si bien en el

caso de PA el aislamiento de este tipo de cepas es muy infrecuente.

Por otra parte, Picão y colaboradores evaluaron imipenem y ceftazidima como

sustratos, obteniendo mejores resultados de sensibilidad y especificidad con la

cefalosporina (Picão y cols, 2008). A esta misma conclusión llegaron Galani y

colaboradores, aunque en este caso el estudio se realizó únicamente con cepas de

enterobacterias (Galani y cols, 2008). Andrade y colaboradores también emplearon

estos sustratos, pero sin concluir a favor de uno u otro, sino limitándose a recalcar la

importancia de definir unos adecuados puntos de corte según el sustrato y el inhibidor

de la MBL empleados (Andrade y cols, 2007). Pitout y colaboradores compararon el

empleo de imipenem y meropenem como antibióticos sustratos sobre una colección de

241 aislamientos de PA, de los que 107 eran productores de MBL (Pitout y cols, 2005).

Meropenem demostró mejor sensibilidad y especificidad (100% y 97%,

respectivamente) que imipenem (96% y 91%, respectivamente). Sin embargo, para

nuestro estudio seleccionamos finalmente imipenem, ya que ha sido el antibiótico de

referencia en la mayoría de los trabajos centrados en la detección de MBL (ver más

arriba).

La controversia respecto al tipo de inhibidor que debe emplearse en esta técnica

es de menor entidad, ya que prácticamente todos los grupos escogieron EDTA para sus

estudios. Picão y colaboradores evaluaron otros compuestos, como ácido

mercapropropiónico y ácido mercaptoacético, pero inhibidores de las MBL no

ofrecieron ventajas respecto al EDTA pues su sensibilidad y especificidad fueron algo

inferiores a las de este último agente (Picão y cols, 2008). A la vista de estos resultados,

empleamos EDTA como inhibidor de las MBL en los ensayos de los discos

combinados.

A continuación, nos planteamos seleccionar la cantidad de agente con el que

suplementar el segundo disco de antibiótico y decidir el punto de corte que permitiera

definir si una cepa era productora o no de MBL. Precisamente, estas dos variables son

los factores que complican más la realización e interpretación de este test. La

combinación de 750 μg de EDTA con un aumento del halo de inhibición de 7 mm ha 
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sido la más empleada (Behera y cols, 2008; Chu y cols, 2005; Yong y cols, 2002). Con

más del doble de la cantidad de EDTA (1900 μg), Yan y colaboradores establecieron el 

mismo punto de corte (7 mm) (Yan y cols, 2004), mientras que con 750 μg de EDTA, 

Bergès y colaboradores definieron 6 mm de aumento del halo de inhibición como punto

de corte (Bergès y cols, 2007). Picão y colaboradores evaluaron las cantidades de 370,

297, 222, 148 y 74 μg de EDTA aplicando como punto de corte 3, 5, 6, 7 y 8 mm, 

respectivamente (Picão y cols, 2008). La mejor combinación resultó ser la compuesta

por 297 μg de EDTA y un punto de corte de 7 mm, seguida de 370 μg de EDTA y un 

punto de corte de 8 mm.

Qu y colaboradores estudiaron las cantidades de 930, 750 y 290 μg valorando los 

resultados según los puntos de corte de 4, 6 y 7 mm (Qu y cols, 2009). Los mejores

resultados de sensibilidad y especificidad los obtuvieron empleando 750 μg de EDTA 

con un punto de corte de 6 mm. Por su parte, Pitout y colaboradores estudiaron las

cantidades de 1302, 930 y 744 μg de EDTA (Pitout y cols, 2005), para lo que en primer 

lugar, investigaron el efecto bactericida del EDTA en ausencia de antibióticos. Estos

autores demostraron que con 1302 μg de EDTA se observaba una inhibición del 

crecimiento bacteriano, y que esto no ocurría con cantidades inferiores del agente.

Además, empleando cepas no productoras de MBL pero resistentes a carbapenems (por

impermeabilidad y/o por sistemas de expulsión activa) concluyeron que un punto de

corte inferior a 7 mm no permitía distinguir a estas cepas de las que realmente

producían MBL. Así, concluyeron que la combinación de 930 μg de EDTA y 7 mm 

como punto de corte eran los parámetros óptimos para esta técnica. A diferencia de lo

observado por Pitout y colaboradores, en el estudio de Samuelsen y colaboradores, las

cantidades de 930 y 744 μg de EDTA también resultaron inhibitorias del crecimiento 

bacteriano por ellas mismas, sin estar combinadas con ningún antibiótico (Samuelsen y

cols, 2008). Su conclusión al respecto es que este efecto puede variar en función de la

colección de cepas estudiadas. Además, estos autores proponen como mejor alternativa

la combinación de 518 μg de EDTA y un aumento del punto de corte a 8 mm, ya que 

observaron que a distancias menores aumentaba el número de falsos positivos sin

mejorar la sensibilidad.

Por todo ello, en nuestro estudio empleamos cantidades relativamente bajas de

EDTA (745 y 372,5 μg) y establecimos como punto de corte un aumento del halo de 

inhibición de 6 mm para intentar detectar la máxima cantidad de cepas productoras de
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MBL, asumiendo un posible aumento de falsos positivos. No obstante, también se

consideraron otros puntos de corte, como 7 y 8 mm. Con estos parámetros, se obtuvo

una sensibilidad del 100% tanto con 745 μg como con 372,5 μg de EDTA, y empleando 

cualquiera de los puntos de corte valorados (6, 7 y 8 mm). La especificidad empleando

372,5 μg de EDTA fue 100%, de nuevo para los tres puntos de corte. Sin embargo, con 

745 μg de EDTA y un punto de corte de 6 mm se detectaron 4 (4,8%) falsos positivos 

(especificidad: 95%). Aumentando el punto de corte a 7 mm y empleando 745 μg de 

EDTA se hubieran obtenido únicamente 2 (2,4%) falsos positivos sin fallar la detección

de ninguna MBL (especificidad: 97,5%). Finalmente, si el punto de corte se hubiera

fijado en 8 mm la prueba hubiera proporcionado una sensibilidad y especificidad del

100% con dicha cantidad de EDTA (especificidad: 98,7%).

Por tanto, en conjunto, todas las técnicas fenotípicas evaluadas en nuestro

estudio fueron capaces de detectar el 100% de cepas productoras de MBL presentes en

la colección, variando en el número de falsos positivos obtenidos. El método que

proporcionó mejores resultados fue el de los discos combinados empleando imipenem

como antibiótico sustrato, una cantidad de 372,5 μg de EDTA y un punto de corte de 6 

mm (sensibilidad y especificidad: 100%). El aumento del punto de corte a 8 mm e

impregnando los discos con 745 μg de EDTA hubiera proporcionado también un 100% 

de especificidad. Sin embargo, consideramos que es conveniente emplear la menor

cantidad de EDTA posible ya que algunos estudios han detectado inhibición del

crecimiento bacteriano utilizando 745 μg de EDTA. Además de su elevada sensibilidad 

y especificidad, el método de los discos combinados es sencillo de realizar y de

interpretar, ya que tan sólo requiere de la medida de los halos de inhibición y el cálculo

de la diferencia existente entre ellos.

Como hemos señalado anteriormente, el aumento o la disminución de 1 mm en

el punto de corte pueden tener repercusiones relativamente importantes en la

sensibilidad y especificidad obtenidas, lo que puede generar dudas a la hora de

interpretar los resultados. Es por ello, que nuestra recomendación es la de complementar

la técnica de los discos combinados con otra, como el test de sinergia de doble disco. El

método de la microdilución aportó buenos resultados, pero se trata de una técnica

laboriosa que es difícilmente implantable en los laboratorios clínicos de hospitales con

una baja prevalencia de cepas productoras de MBL. Por otro lado, el E-test MBL
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proporcionó también buenos resultados, pero su elevado coste comparativo es difícil de

justificar cuando la prevalencia de MBL es baja. Además, este método presenta el

inconveniente de no poder identificar a cepas que presenten una baja CMI a imipenem,

ya que la menor concentración presente en las tiras (4 μg/ml) inhibiría el crecimiento de 

dichas cepas. Si bien en la actualidad no se describen cepas de Pseudomonas

productoras de MBL con baja sensibilidad a los carbapenems, el citado inconveniente

reduce la aplicabilidad del E-test como técnica de screening, pues no es posible predecir

el comportamiento de este tipo de cepas en el futuro.

Nuestra recomendación sería la de combinación de las técnicas del test sinergia

del doble disco, empleando como antibiótico sustrato imipenem, y test de los discos

combinados, inoculando los discos con 372,5 μg de EDTA. Según los resultados 

obtenidos en nuestro estudio, esta económica combinación, además sencilla en su

ejecución y su interpretación, proporciaría cifras de sensibilidad y especificidad

cercanas al 100%.

La principal limitación de nuestro trabajo es el bajo número de cepas

productoras de MBL incluidas en la colección estudiada. Sin embargo, dada la baja

prevalencia de cepas productoras de MBL en nuestro ámbito, las conclusiones obtenidas

pueden ser útiles para muchos laboratorios que se encuentren en situaciones de

prevalencia similar a la nuestra. Por otra parte, la selección de la metodología para

nuestro trabajo se basó en estudios previos que habían analizado principalmente cepas

productoras de la MBL VIM, ya que es la más prevalente. Por ello, y aun sabiendo que

sería más correcto contar con estudios que incluyan en la misma proporción cepas

productoras de las distintas MBL, esta situación refleja mejor lo que sucede en nuestro

laboratorio y en el resto de hospitales españoles e incluso europeos. Por último, los

ensayos fenotípicos evaluados en este trabajo son los que hemos considerado de mayor

relevancia e interés práctico para los laboratorios de diagnóstico, pero se han descrito

otros métodos como el test de Hodge modificado (Lee y cols, 2003), el denominado

ensayo microbiológico EIM (EDTA-imipenem) (Marchiaro y cols, 2005) o el Cica-test

(Samuelsen y cols, 2008). Aunque no se puede descartar que alguno de estos métodos

supere al de los discos combinados, los datos publicados coinciden con nuestras

conclusiones y sugieren que este último test es el más sensible, específico y objetivo en

su interpretación.
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En resumen, la detección de cepas productoras de MBL mediante técnicas de

Biología Molecular necesita de personal especializado, instrumental específico y,

aunque es la más técnica más sensible, no es capaz de detectar nuevos genes

codificantes de MBL. Además, se trata de una técnica cara por lo que los costes

generados por la implantación de esta técnica no pueden ser justificados en laboratorios

clínicos en los que la prevalencia de cepas productoras de MBL sea baja. Por esto, es

necesario disponer de técnicas fenotípicas sencillas y económicas, que proporcionen

resultados fiables y que puedan ser incluidas en la rutina de un laboratorio de

diagnóstico clínico. Nuestros resultados demuestran que los E-test MBL fueron menos

específicos que los métodos de los discos, al igual que el método de la microdilución,

que además requiere de personal especializado para su realización. A la vista de

nuestros datos consideramos que resultaría eficaz sencillo y barato incluir las dos

técnicas de los discos empleadas en este estudio, es decir, el test de la sinergia del doble

disco y el test de los discos combinados. Así, se alcanzarían cifras de sensibilidad y

especificidad cercanas al 100%. Además, sería recomendable confirmar mediante

pruebas bioquímicas o moleculares los resultados obtenidos en las técnicas de

screening.

5.3.- ESTUDIO DE LA SUSCEPTIBILIDAD A DORIPENEM DE

AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A

IMIPENEM Y/O MEROPENEM

Doripenem es un nuevo carbapenem que presenta mayor actividad in vitro

frente a PA que imipenem, y similar o ligeramente superior que meropenem. Además,

una ventaja de doripenem con respecto al resto de miembros de su familia es la menor

frecuencia de aparición de resistencias a este antibiótico in vitro (Mushtaq y cols, 2004;

Sakyo y cols, 2006; Tanimoto y cols, 2008). Debido a estas ventajas, decidimos analizar

si doripenem podía ser una opción terapéutica en los casos de infección por PA con

elevado valor de CMI a imipenem y/o meropenem. Estos aislamientos suelen

caracterizarse por presentar además elevadas tasas de resistencia a otros antibióticos,

como aminoglucósidos o fluorquinolononas, por lo que las opciones terapéuticas son

escasas y resulta de gran interés disponer de alternativas. Para este estudio, se
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seleccionaron 84 aislamientos de PA no sensibles a imipenem y/o meropenem, y se

investigó su susceptibilidad a doripenem. Mientras que los aislamientos seleccionados

presentaron valores de CMI50 y CMI90 a imipenem y meropenem de 32 y 64 μg/ml, 

respectivamente, frente a doripenem los respectivos valores fueron de 8 μg/ml y >32 

μg/ml. 

Otros trabajos previos al nuestro han estudiado la actividad de doripenem frente

a aislamientos resistentes a otros antibióticos, sobre todo a imipenem y/o ceftazidima.

Tsuji y colaboradores estudiaron 115 cepas de PA, de las cuales 32 fueron resistentes a

imipenem (Tsuji y cols, 1998). Estos autores hallaron valores de CMI50 y CMI90

similares para los cuatro carbapenems estudiados, imipenem, meropenem, doripenem y

biapenem. Concretamente, para el grupo de PA no sensibles a los carbapenems, los

valores de CMI50 y CMI90 para imipenem, meropenem, doripenem y biapenem fueron

16 y 32 μg/ml, 8 y 16 μg/ml, 8 y 8 μg/ml, y 16 y 32 μg/ml, respectivamente. 

Jones y colaboradores publicaron dos estudios en esta misma línea. El primero

de ellos se realizó con 394 cepas de distintos microorganismos procedentes de todo el

mundo, aisladas durante los años 2001 y 2002 (Jones y cols, 2004b). De ellos, 34 fueron

PANSC, incluyendo 15 cepas de PA productoras de MBL. La interpretación del valor

de la CMI se hizo mediante criterios de CLSI, asumiendo los mismos puntos de corte

para los tres carbapenems estudiados. De los aislamientos de PANSC, el 29,4% fueron

sensibles a doripenem, frente a un 2,9% a meropenem. Ningún aislamiento fue sensible

a imipenem. Los valores de CMI50 y CMI90 para imipenem y meropenem coincidieron

en >8 μg/ml, mientras que para doripenem fueron 8 y >32 μg/ml, respectivamente. Por 

otro lado, las 15 cepas productoras de MBL fueron resistentes a imipenem y

meropenem, y sólo una de ellas (6,7%) fue sensible a doripenem. De nuevo, los valores

de las CMI50 y CMI90 de las cepas productoras de MBL coincidieron en >8 μg/ml para 

imipenem y meropenem, pero en esta ocasión para doripenem estos parámetros

alcanzaron valores significativamente mayores (>32 μg/ml, para ambos). Un segundo 

trabajo de Jones y colaboradores analizó la susceptibilidad a los carbapenems de 380

cepas, de las que 84 fueron PA (Jones y cols, 2005). De nuevo asumiendo los mismos

puntos de corte para los tres carbapenems, se seleccionaron 49 aislamientos con CMI a

imipenem ≥16 μg/ml. De éstos, el 22,5% fue sensible a doripenem mientras que sólo el 

2% lo fueron a meropenem (CMI90 >8 μg/ml). 
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Pillar y colaboradores estudiaron la sensibilidad a doripenem en 12581

aislamientos recogidos en 44 hospitales de Estados Unidos en el periodo 2005-2006

(Pillar y cols, 2008). Estos autores interpretaron los valores de la CMI según los

criterios de CLSI para imipenem y meropenem, y de FDA para doripenem. En este

estudio, se analizó la susceptibilidad del total de los aislamientos, así como la de

subgrupos formados por cepas sensibles y no sensibles a imipenem, y sensibles y no

sensibles a ceftazidima. Para las cepas no sensibles a imipenem, doripenem fue el

carbapenem con mayor actividad (55,6% de cepas sensibles) seguido de meropenem

(42,5% de cepas sensibles). Sin embargo, para las cepas no sensibles a ceftazidima,

meropenem y doripenem mostraron una actividad idéntica (60,9% de cepas sensibles),

mientras que para imipenem lo fueron el 55,5% de dichas cepas. De nuevo, ambos

grupos presentaron valores de CMI50 y CMI90 más bajos para doripenem que para

imipenem y meropenem, pero sin apreciarse diferencias significativas.

En Japón y Francia también se realizaron estudios multicéntricos similares a los

anteriores. En Japón se recogieron 694 aislamientos clínicos de PA durante el periodo

1992-2004 (Fujimura y cols, 2009). Para interpretar los valores de la CMI se emplearon

los puntos de corte establecidos por CLSI, sin especificar cuáles se emplearon para

doripenem. Estos autores detectaron 116 aislamientos resistentes a ceftazidima y 138

resistentes a imipenem. En este caso, doripenem presentó mejor actividad en ambos

grupos. Así, el 50,8% de las cepas resistentes a ceftazidima fue sensible a doripenem, el

45,7% a meropenem y el 44,0% a imipenem. En las cepas resistentes a imipenem,

doripenem presentó casi el doble de actividad que meropenem (44,2% de cepas

sensibles a doripenem versus 25,4% sensibles a meropenem).

En cambio, en un estudio multicéntrico llevado a cabo en Francia por Lascols y

colaboradores en el periodo octubre-diciembre de 2008, imipenem presentó mayor

actividad que doripenem con 77 (77,8%) aislamientos sensibles frente a los 71 (71,7%)

sensibles a doripenem (Lascols y cols, 2011). Este estudio, en el que los valores de CMI

se interpretaron de acuerdo a la normativa EUCAST, también mostró un porcentaje

significativo de cepas resistentes a imipenem con sensibilidad mantenida a doripenem

(18%). Aunque no se estudió la tasa de sensibilidad a doripenem en función de si las

cepas eran sensibles o resistentes a imipenem, sí se determinaron los valores de CMI de

doripenem para los aislamientos sensibles (CMI50=0,25 μg/ml y CMI90=2 μg/ml) y 

resistentes (CMI50 =8 μg/ml y CMI90 =16 μg/ml) a imipenem (Lascols y cols, 2011). 
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En nuestro estudio y empleando la normativa EUCAST, observamos que el

11,9% y el 10,7% de los aislamientos no sensibles a imipenem y meropenem,

respectivamente, fueron sensibles a doripenem. Además, de las cepas resistentes a

doripenem, sólo 1 cepa fue sensible a imipenem (1,2%), mientras que 2 lo fueron a

meropenem (2,4%). No obstante, estos porcentajes variaron notablemente al reclasificar

las categorías de susceptibilidad según los distintos puntos de corte empleados en la

bibliografía. Asumiendo los mismos puntos de corte para doripenem que para imipenem

y meropenem según CLSI, como hacían los primeros trabajos citados, hasta un 28,6%

de las cepas no sensibles a imipenem fueron sensibles a doripenem, y un 26,2% de las

no sensibles a meropenem fueron sensibles a doripenem. Interpretando el valor de la

CMI para imipenem y meropenem según CLSI y de doripenem según FDA, el

porcentaje de cepas sensibles a doripenem no sensibles a imipenem y meropenem fue de

20,2% y 19,1%, respectivamente. Según los puntos de corte de FDA para los tres

carbapanems, el 19% de las cepas sensibles a doripenem no lo fue a imipenem y

meropenem. En consecuencia, la aplicación a nuestro trabajo del criterio de

coincidencia de puntos de corte para los tres carbapenems frente a las directrices

EUCAST, daría lugar a que se triplicase el número de aislamientos sensibles a

doripenem con respecto a imipenem y meropenem. Si se empleara la normativa FDA,

dicho número de cepas prácticamente se duplicaría. Por tanto, tal y como han señalado

otros autores en sus trabajos (Jean y cols, 2010; Scheetz y cols, 2009; Davies y cols,

2011), resulta necesario unificar las directrices establecidas por las distintas comisiones

para poder evaluar con rigor la actividad de doripenem.

Asimismo, para investigar si doripenem podría ser una alternativa antibiótica

eficaz en infecciones causadas por PA no sensibles a imipenem y/o meropenem, es

interesante analizar qué sucede con las cepas que presentan los valores más bajos de

CMI a doripenem. Hay que tener en cuenta que en la actualidad, disponiendo de

fármacos activos como meropenem, doripenem no se plantea como un tratamiento

empírico de elección, pero sí como una posible alternativa en cepas multirresistentes.

Un análisis más detallado de los valores de CMI de nuestras cepas para imipenem,

meropenem y doripenem mostró que 8 cepas tenían un valor de CMI a doripenem ≤1 

μg/ml (el punto de corte establecido por EUCAST), frente ningún aislamiento para 
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imipenem y 1 para meropenem. Además, 18 cepas presentaron una CMI a doripenem

≤2 μg/ml (criterio FDA), frente a 3 aislamientos para meropenem y 1 para imipenem. 

Nuestras observaciones están en concordancia con las de un reciente estudio

multicéntrico llevado a cabo por el Grupo Español de Estudio de Doripenem sobre 300

cepas sensibles a meropenem (Gimeno y cols, 2010). Estos autores determinaron en el

51,6% de estas cepas un valor de CMI a doripenem más bajo que a meropenem,

mientras que el 42,3% de ellas presentaba el mismo valor de CMI (Gimeno y cols,

2010). Sin embargo, sólo el 4,3% de las 46 cepas con susceptibilidad intermedia a

meropenem presentó una CMI inferior a doripenem que a meropenem, y en el 63,0% de

los casos el resultado fue el inverso. Por último, de las 102 cepas resistentes a

meropenem, el 61,7% presentó una CMI inferior a doripenem, mientras que en el 36,2%

ésta fue similar y sólo en el 1,9% la CMI fue superior. En el estudio presentado por

Fujimura y colaboradores se comparó la actividad de doripenem y meropenem

observando que en el 48,3% de las 694 cepas de PA estudiadas, el valor de la CMI a

doripenem era inferior a meropenem, el 44,7% similar para ambos, y sólo en el 7,1% de

los aislamientos se detectaba mayor CMI a doripenem que a meropenem (Fujimura y

cols, 2009).

Estos resultados pueden ser relevantes cuando se aplican criterios

farmacocinéticos y farmacodinámicos (PK/PD) en el tratamiento de infecciones por

cepas de PA con sensibilidad disminuida a los carbapenems. El hecho de que doripenem

permanezca estable a temperatura ambiente durante 12 horas, mientras que imipenem y

meropenem lo hagan sólo durante 1 horas, posibilita que el primero pueda ser

administrado durante tiempos de perfusión más prolongados (Álvarez-Lerma y cols,

2009; Greer, 2008). Esta infusión continua de dosis superiores de fármaco (1 ó 2 g)

(Castanheira y cols, 2009; Christiansen y cols, 2010) durante un mayor tiempo (más de

4 horas) (Giamarellou y Poulakou, 2009), permitiría su uso en pacientes con

aislamientos que presenten valores de CMI más elevados (4 µg/ml) ya que el tiempo de

exposición del microorganismo a concentraciones eficaces del antibiótico sería de

mayor duración. Además, atendiendo a los datos presentados por Chastre y

colaboradores, la optimización de los parámetros PK/PD en la administración de

doripenem reduce las probabilidades de la aparición de cepas con sensibilidad

disminuida a este carbapenem durante el tratamiento en infusiones prolongadas (Chastre

y cols, 2008).



Discusión

170

Una limitación en nuestro estudio es el empleo de distintos métodos de

determinación de la CMI para imipenem y meropenem (microdilución en caldo), y para

doripenem (E-test). No obstante, los valores obtenidos por las distintas técnicas se han

ajustado para poder agruparlos en los distintos rangos de CMI. Otra limitación es el

hecho de que las cepas se hayan seleccionado únicamente en función de la sensibilidad

a imipenem o meropenem: este criterio de selección puede generar un sesgo en la

eficacia obtenida a favor de doripenem con respecto a imipenem y meropenem. Sin

embargo, en nuestro estudio nos planteábamos evaluar doripenem como alternativa a los

dos carbapenems antipseudómicos clásicos. Se podrían plantear futuros estudios sobre

la base de una ampliación del criterio de selección de los aislamientos.

Por tanto, aunque distintos trabajos han presentado a doripenem como el

carbapenem más activo frente a PA, es necesario realizar estudios prospectivos en los

que se empleen tiempos de perfusión más prolongados o dosis más elevadas para poder

evaluar su eficacia frente a este grupo de microorganismos en auge que presentan

valores de CMI elevados a los carbapenems. Sin embargo, y aunque se ha

documentando que la aparición de resistencias durante el tratamiento con doripenem es

menos frecuente que para otros carbapenems, su reciente introducción en los

formularios clínicos insta a hacer un seguimiento de su actividad así como monitorizar

la aparición de resistencias por parte de los microorganismos.

5.4.- CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

EN CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLE A LOS

CARBAPENEMS

Para intentar neutralizar el aumento de la resistencia antibiótica se requiere, en

primer lugar, conocer en detalle los mecanismos de resistencia generados por las

bacterias. En nuestro estudio investigamos los mecanismos de resistencia a los

carbapenems, con especial atención a las cepas resistentes a doripenem. Así, de la

colección de 84 aislamientos clínicos de PANSC, seleccionamos aquéllos no
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relacionados clonalmente resistentes a doripenem y aquéllos productores de MBL.

Finalmente, se incluyeron en este estudio 24 cepas.

El mecanismo de resistencia mayoritario en esta selección de cepas fue la falta

de expresión de la porina OprD, un hecho que se demostró mediante SDS-PAGE y/o la

amplificación del gen codificante en 21 de las 24 estudiadas (87,5%). Le siguió la

hiperproducción de la cefalosporinasa cromosómica AmpC, claramente detectada en 8

cepas (33,3%). Además, 2 aislamientos presentaron resultados dudosos para la

hiperproducción de esta enzima ya que en ellos se detectó un nivel de expresión

comprendido entre los definidos como de “sobreexpresión” del gen (≥10 veces sobre el 

nivel basal) y los de “no sobrexpresión” (≤5 veces). Cuatro cepas (16,7%) de las 

resistentes a doripenem resultaron productoras de la MBL VIM-2. Por último, tan sólo 2

cepas sobreexpresaron la bomba MexAB-OprM (8,3%), aunque 2 aislamientos

presentaron resultados dudosos para este mecanismo de resistencia al expresar niveles

de expresión intermedios del gen (<3 veces, pero >2 veces).

Para poder interpretar adecuadamente estos resultados es necesario tener en

cuenta los hallazgos y recomendaciones proporcionados por trabajos similares al

nuestro. En primer lugar, tal y como plantean Cabot y colaboradores en su estudio sobre

los mecanismos de resistencia en cepas de PANSC procedentes de hemocultivos, es

necesario unificar los criterios empleados para definir los puntos de corte, tanto para la

sobreexpresión de MexAB-OpM, como para la hiperproducción de AmpC (Cabot y

cols, 2011).

Por ejemplo, Tomás y colaboradores consideraron que las cepas de PA

estudiadas sobreexpresaban los genes oprD, ampC, mexA, mexC, mexE y mexX cuando

el nivel de expresión de estos genes era igual o superior a 2 veces el nivel de expresión

presentado de la cepa salvaje (Tomás y cols, 2010). Sin embargo, Dumas y

colaboradores establecieron este punto de corte en 2,5 para los genes mexR, mexA,

mexB, oprM, mexC, mexZ, mexX, mexY, mexT, mexE y oprN (Dumas y cols, 2006). Por

su parte, Hocquet y colaboradores y Rodríguez-Martínez y colaboradores consideraron

que los aislamientos sobreexpresaban el gen cuando su nivel de expresión era 2, 4 ó 5

veces superior al de la cepa salvaje para los genes mexB, mexY y mexJ, respectivamente

(Hocquet y cols, 2006; Rodríguez-Martínez y cols, 2009b).
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Como se comentó anteriormente, el punto de corte fijado en nuestro estudio para

considerar sobreexpresión de MexAB-OprM fue de al menos 3 veces el nivel basal

(Cabot y cols, 2011; Riera y cols, 2011), pero se detectaron 2 (8,3%) aislamientos con

un grado de expresión de 2,3 y de 2,6 veces. De haber seguido los criterios de Tomás y

colaboradores y Hocquet y colaboradores estos 2 aislamientos habrían sido

considerados como positivos, causando un aumento en la prevalencia de este

mecanismo (del 8,3% descrito al 16,6%) (Hocquet y cols, 2006; Tomás y cols, 2010).

Sin embargo, si hubiéramos seguido el criterio de Dumas y colaboradores, únicamente

se habría modificado la clasificación de 1 (4,2%) aislamiento, lo que hubiera derivado

en el aumento de la prevalencia del 8,3% al 12,5% (Dumas y cols, 2006). De manera

similar, la prevalencia descrita en nuestro trabajo para la hiperproducción de AmpC

hubiera pasado del 33,3% al 58,3% de haber empleado los puntos de corte definidos por

Tomás y colaboradores (Tomás y cols, 2010), pues 6 (25%) aislamientos adicionales

hubieran sido considerados como hiperproductores.

Además, en estudios previos realizados por nuestro grupo, cuyos resultados no

se incluyen en este trabajo, determinamos la hiperproducción de AmpC mediante

técnicas bioquímicas. Para ello, cuantificamos la hidrólisis de cefalotina en presencia de

extractos proteicos de algunas de las cepas seleccionadas en este estudio, así como la

capacidad de la cloxacilina para inhibir dicha hidrólisis. Los resultados positivos y

negativos proporcionados por esta técnica bioquímica coincidieron con los obtenidos

cuantificando el nivel de expresión del gen e interpretándolos según los citados criterios

(≥3) (Cabot y cols, 2011; Riera y cols, 2011). No obstante, para poder comparar con 

mayor rigor los datos proporcionados por los distintos grupos, en efecto sería necesario

unificar los criterios empleados para fijar los puntos de corte de estas técnicas. Para ello,

habría que validar estos criterios realizando en paralelo una técnica alternativa (por

ejemplo, técnicas bioquímicas) y empleando controles positivos con niveles de

expresión progresivamente más elevados.

Analizando en conjunto los mecanismos de resistencia presentes en cada cepa,

destacó el hecho de que 15 (62,5%) de ellas presentaron un único mecanismo de

resistencia. De estos aislamientos, 12 (50%) presentaron únicamente alteración de la

porina y 3 (12,5%) fueron productores de MBL. Las restantes 9 (37,5%) cepas

mostraron combinaciones de mecanismos: 6 cepas (25,7%) con alteración de la porina
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más hiperproducción de AmpC, 2 (8,3%) con alteración de la porina junto a

hiperproducción de AmpC y sobreexpresión de mexB, y 1 (4,2%) cepa con alteración de

la porina junto a producción de MBL.

Sin incluir los aislamientos productores de MBL, cabe destacar que las cepas

que combinaron varios mecanismos de resistencia mostraron tendencia a un valor de

CMI a imipenem una dilución superior que las cepas que presentaron que únicamente la

porina alterada. Así, de las 12 cepas que presentaron sólo alteración en la expresión de

OprD, 8 tenían un valor de CMI a imipenem de 32 μg/ml, 3 de 64 μg/ml y 1 de 8 μg/ml, 

frente a las 6 cepas con valor de CMI a imipenem de 64 μg/ml y las 2 con 32 μg/ml en 

las que se detectaron varios mecanismos de resistencia. Para meropenem, igualmente se

observó una tendencia a que las cepas con un único mecanismo de resistencia mostraran

una mayor sensibilidad al antibiótico que las combinadas: las 2 cepas con menor valor

de CMI (8 y 1 μg/ml) presentaban como único mecanismos la alteración de OprD. Se 

observó la misma tendencia para doripenem ya que de las 8 cepas que presentaban

mecanismos combinados, 7 mostraban un valor de CMI >32 μg/ml y 1 única cepa un 

valor de 4 μg/ml. Aunque en las 9 cepas que únicamente presentaban alteración en la 

expresión de OprD la moda del valor de la CMI a doripenem también fue >32 μg/ml, se 

detectaron 5 aislamientos con inferior CMI: 2 cepas con 32 μg/ml, 2 cepas con 8 μg/ml 

y 1 cepa con 16 μg/ml. 

Se han publicado varios trabajos que analizan los mecanismos de resistencia a

los carbapenems en los aislamientos clínicos de PA, con énfasis en el estudio de cepas

resistentes a doripenem. Probablemente el más completo sea el estudio multicéntrico

llevado a cabo por Davies y colaboradores en Estados Unidos (Davies y cols, 2011). En

este trabajo se recogieron 452 aislamientos clínicos de PA con CMI a doripenem igual o

superior a 4 μg/ml durante el periodo 2007-2009. Estos autores evaluaron la expresión 

de sistemas de expulsión activa (mediante pruebas de fenotípicas y PCR en tiempo

real), presencia de genes codificantes de carbapenemasas (mediante PCR convencional),

expresión de la cefalosporinasa AmpC (mediante cuantificación espectrofotométrica de

la hidrólisis, PCR e isoelectroenfoque) y expresión de OprD (mediante western blot).

Davies y colaboradores detectaron al menos un mecanismo de resistencia en el 96% de

los aislamientos, y combinaciones de varios en el 64%. A pesar de la variedad de

técnicas empleadas, no se alcanzó un diagnóstico concluyente sobre los mecanismos

implicados en la resistencia del 4% de los aislamientos analizados (Davies y cols,
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2011). A diferencia de nuestro estudio, en el que encontramos que hasta el 50% de las

cepas resistentes a doripenem presentaban como único mecanismo de resistencia la

alteración de OprD, en el trabajo de Davies y colaboradores tan sólo 45 cepas (10%)

presentaron alteraciones en dicha porina. Los valores de CMI90 de imipenem y

meropenem detectados por estos autores en los aislamientos que expresaban la porina

eran al menos 4 veces menores que los que no la expresaban. En cambio, para

doripenem no se encontraron diferencias en los valores de CMI90 entre las cepas que

expresaban y las que no expresaban OprD (Davies y cols, 2011).

Por otro lado, en el trabajo de Davies y colaboradores el 15% y el 10% de los

aislamientos presentaron hiperproducción de AmpC a niveles elevados e intermedios,

respectivamente (Davies y cols, 2011). Por tanto, de nuevo la prevalencia de este

mecanismo descrita por Davies y colaboradores fue menor que la mostrada en nuestro

estudio (33,3%). Además, estos autores detectaron un 8% de aislamientos con actividad

enzimática beta-lactamasa no dependiente de AmpC. Concretamente, se detectó la

producción de beta-lactamasas de tipo PSE mediante isoelectroenfoque y posterior

confirmación mediante PCR. Se observó una tendencia a que los aislamientos que

producían este tipo de actividad hidrolítica tuvieran mayores valores de CMI50 y CMI90,

mayores incluso que los que hiperexpresaban AmpC a altos niveles (Davies y cols,

2011).

Para evaluar la presencia de cepas que expresaban sistemas de expulsión activa,

Davies y colaboradores llevaron a cabo, en primer lugar, un cribado mediante pruebas

fenotípicas. Empleando estas pruebas, se estimó que el 55% de los aislamientos

sobreexpresaba alguno de estos sistemas. De este 55%, tan sólo las 36 cepas que

presentaron los resultados fenotípicos positivos más significativos fueron seleccionadas

para su posterior estudio mediante PCR a tiempo real. De estas 36 cepas, 20

sobreexpresaron MexXY-OprM (2 de ellas además MexEF-OprJ), otras 2 únicamente

MexEF-OprJ, 1 cepa MexMN-OprM (cuya implicación en la resistencia a los

carbapenems no está descrita) y en 13 cepas no se detectó ningún sistema de expulsión

activa. A diferencia de lo descrito clásicamente para PA, no se detectó ningún

aislamiento que sobreexpresara MexAB-OprM (Davies y cols, 2011).

Tanto los resultados de Davies y colaboradores como los nuestros confirmarían

la baja prevalencia de sistemas de expulsión activa -y, en particular, del principal de

ellos, MexAB-OprM- detectada en los aislamientos resistentes a doripenem. Ahora
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bien, podrían formularse dos hipótesis para explicar la baja prevalencia en estas cepas

de MexAB-OprM. Por un lado, se podría afirmar que, en efecto, MexXY-OprM es el

principal sistema de expulsión activa en los aislamientos resistentes a doripenem. Dado

que en nuestro estudio únicamente analizamos la sobreexpresión de mexB, no podemos

constatar esta posibilidad. La segunda hipótesis implicaría la mayor actividad relativa,

que no mayor prevalencia, del sistema MexXY-OprM. Recordemos que Davies y

colaboradores únicamente seleccionaron los 36 aislamientos que habían proporcionado

resultados más significativos en el cribado fenotípico llevado a cabo antes del estudio

molecular. Sin embargo, hasta 249 aislamientos (55%) habían presentado resultado

positivo en las pruebas fenotípicas. Por ello, no se puede descartar que dentro de estos

213 aislamientos no estudiados existieran aislamientos que expresaran otras bombas,

quizás a menor nivel, pero con la capacidad suficiente para trabajar en conjunción con

el resto de sistemas de expulsión y contribuir así a la resistencia a los carbapenems.

El trabajo de Riera y colaboradores aporta datos que ayudan a contrastar esta

última hipótesis (Riera y cols, 2011). En este estudio multicéntrico desarrollado durante

los años 2008 y 2009 se aislaron 175 cepas clínicas de PANSC procedentes de muestras

de distintos orígenes (infección intraabdominal, bacteriemia y neumonía). Estos autores

emplearon la misma metodología que la utilizada en nuestro estudio para detectar los

principales mecanismos de resistencia (expresión de los genes ampC, mexB, mexD,

mexY y mexF mediante PCR en tiempo real empleando nuestros mismos puntos de

corte, y detección de genes codificantes de MBL y alteración de la porina OprD

mediante PCR y posterior análisis de las secuencias). Además de los aislamientos

clínicos, emplearon mutantes isogénicos con mecanismos de resistencia conocidos. Se

establecieron 4 categorías según los valores de CMI a doripenem (<1, 2-4, 8-16 y >32

μg/ml) y se seleccionaron aleatoriamente 15 aislamientos para cada grupo. De acuerdo 

con nuestro estudio, la alteración de OprD demostró ser el mecanismo de resistencia

más prevalente en los aislamientos resistentes a los carbapenems ya que, de las cepas 18

cepas resistentes a imipenem seleccionadas aleatoriamente, el 100% presentó alteración

de esta porina. Además, y también de acuerdo con nuestro estudio, la hiperproducción

de AmpC fue el mecanismo que le siguió en prevalencia ya que más del 50% del total

de los aislamientos analizados en este estudio presentaron dicho mecanismo. Le

siguieron la sobreexpresión de las bombas de expulsión activa (33,3% mexY, 31,7%

mexB, 15% mexF y 0% mexD) (Riera y cols, 2011).
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Riera y colaboradores evaluaron también la asociación entre el nivel de

expresión del gen ampC y el valor de la CMI a doripenem, encontrando una relación

directa entre la resistencia a doripenem y la hiperproducción de AmpC (Riera y cols,

2011). En concordancia con esta observación, en nuestro estudio, las 2 cepas que

presentaron mayor nivel de expresión de ampC con respecto a la cepa control (las cepas

CUN-46 y CUN-64) mostraron una CMI a doripenem >32 μg/ml. Sin embargo, a 

diferencia de Riera y colaboradores, no nos fue posible definir una asociación entre el

nivel de expresión de ampC y el valor de la CMI a doripenem, ya que la mayoría de los

aislamientos seleccionados presentaron dicho valor de CMI.

Por otro lado, Riera y colaboradores relacionaron los sistemas de expulsión

activa, con una resistencia a doripenem, aunque no de alto nivel sino moderada (Riera y

cols, 2011). A diferencia de lo encontrado en nuestro estudio y de lo publicado en el

trabajo de Davies, Riera y colaboradores detectaron una prevalencia significativa de la

sobreexpresión del sistema MexAB-OprM (31,7%), muy similar a la detectada para

MexXY-OprM (33,3%). A diferencia de lo comentado para la hiperproducción de

AmpC, la sobreexpresión de sistemas de expulsión activa no se correlacionó con un

valor de CMI a doripenem más elevado: para las tres bombas analizadas el pico máximo

de prevalencia correspondió al rango de CMIs 8-16 μg/ml, no >32 μg/ml. En nuestro 

estudio tampoco se pudo establecer ninguna asociación entre la sobreexpresión de mexB

y el valor de la CMI al doripenem. Esto fue debido, por un lado, por la elevada CMI a

doripenem de todos los aislamientos y, por el otro, porque sólo se detectó

sobreexpresión de mexAB en 2 aislamientos (CUN-9 y CUN-61), que además

presentaron niveles de expresión de mexB muy similares.

Riera y colaboradores no estudiaron el posible efecto de la combinación de

varios mecanismos de resistencia en la susceptibilidad de los aislamientos clínicos a

doripenem, aunque dicho efecto sí fue evaluado en una colección de mutantes

isogénicos (Riera y cols, 2011). Este estudio mostró que la mutación que ocasionaba la

pérdida de OprD producía sólo resistencia de alto nivel al imipenem (los valores de la

CMI a imipenem, meropenem y doripenem fueron >32, 4 y 1,5 μg/ml, 

respectivamente). Por el contrario, en nuestro estudio, encontramos hasta un 50% de

cepas resistentes a los carbapenems cuyo único mecanismo de resistencia era la

ausencia de OprD.
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En relación al papel de las bombas de expulsión en la resistencia a doripenem,

tanto el citado trabajo de Riera (Riera y cols, 2011) como el de Mustaq (Mushtaq y cols,

2004) coinciden en describir que la sobreexpresión de mexB tiene un efecto mucho más

notorio en la resistencia a meropenem que a doripenem. Esta observación está en

consonancia con nuestro estudio, ya que las únicas 2 cepas resistentes a doripenem que

sobreexpresaron esta bomba, poseían simultáneamente los dos mecanismos de

resistencia con más relevancia en la resistencia al doripenem (alteración de OprD e

hiperproducción de AmpC). En conjunto, estos resultados sugieren que, efectivamente,

el papel de MexAB-OprM en la resistencia a doripenem reviste poca importancia.

Se han publicado otros trabajos que analizan los mecanismos de resistencia a los

carbapenems, sin evaluar doripenem. Gutiérrez y colaboradores presentaron los datos

obtenidos en un estudio multicéntrico en el que se evaluaron los mecanismos de

resistencia de 236 aislamientos de PANSC recogidos en el año 2003 (Gutiérrez y cols,

2007). Al igual que en nuestro estudio, el mecanismo mayoritario fue la ausencia de

OprD, que se detectó en 9 de los 10 clones seleccionados aleatoriamente para este

estudio, seguido de la hiperproducción de AmpC (53,8% de todos los clones). En las

cepas sensibles a meropenem no se detectó ningún aislamiento que sobreexpresara

bomba MexAB-OprM, y sólo el 30% de las cepas resistentes a imipenem y meropenem

expresaron niveles altos de este sistema de expulsión (Gutiérrez y cols, 2007). Esto

vuelve a poner de manifiesto el papel secundario de MexAB-OprM en la resistencia a

carbapenems.

En relación con el meropenem, nuestro estudio muestra que los 2 aislamientos

que presentaron valores más bajos de CMI a este antibiótico fueron las cepas CUN-16 y

CUN-36 (8 y 1 μg/ml, respectivamente), caracterizadas por presentar como único 

mecanismo de resistencia la ausencia de OprD. Sin embargo, el hecho de que otras

cepas que compartían este único mecanismo de resistencia presentaran valores más altos

de CMI a meropenem (16, 32 y >32 μg/ml) no permite asociar la ausencia de OprD con 

una baja CMI a meropenem.

Otro estudio similar es el publicado por Rodríguez-Martínez y colaboradores en

el que, como en nuestro trabajo, se describió que la alteración de OprD era el

mecanismo mayoritario (100%) de resistencia a carbapenems, seguido de la
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hiperproducción de AmpC (78,1%) (Rodríguez-Martínez y cols, 2009b). La alteración

de OprD se evaluó tanto estudiando las mutaciones en los genes que codifican esta

porina como determinando el nivel de expresión de oprD mediante PCR a tiempo real y

SDS-PAGE. El screening de hiperproducción de AmpC se realizó determinando la CMI

a cefalotina en presencia y ausencia de cloxacilina. La posterior medida

espectrofotométrica de la hidrólisis de cefalotina, imipenem y meropenem mostró que el

84% de las cepas seleccionadas con base en el citado screening presentaban fenotipo de

cefalosporinasa de amplio espectro. La prevalencia de los sistemas de expulsión activa

fue superior a la encontrada en nuestras cepas, y predominó MexXY-OprM, seguido de

MexAB-OprM y MexCD-OprJ (37,5%, 31% y 28% de aislamientos que

sobreexpresaban mexY, mexD y mexB, respectivamente). A diferencia de nuestro

estudio, no se detectó ninguna cepa productora de carbapenemasa y sólo 4 (12,5%)

presentaron como único mecanismo de resistencia la alteración de OprD. De acuerdo

con nuestros resultados, la combinación de mecanismos mayoritaria fue la coexistencia

de alteración de OprD e hiperproducción de AmpC (25%), seguido de las cepas que

acumulaban los siguientes cuatro mecanismos: alteración de OprD, hiperproducción de

AmpC y sobreexpresión simultánea de dos bombas (MexXY-OprM + MexCD-OprJ

(18,75% de cepas), MexAB-OprM + MexCD-OprJ, (6,25% de cepas) y MexAB-OprM

+ MexXY-OprM (6.25% de cepas) (Rodríguez-Martínez y cols, 2009b).

Otro aspecto que requiere especial mención es el fenotipo de resistencia

expresado por las 4 cepas productoras de la MBL VIM-2 detectadas en nuestro estudio.

Como era de esperar a la vista de los datos de otros autores, estos 4 aislamientos (CUN-

3, CUN-52, CUN-85 y CUN-140) fueron los que presentaron mayor valor de CMI

frente imipenem (>256, >256, 128 y 256 μg/ml, respectivamente) y meropenem (256, 

128, 256 y 64 μg/ml, respectivamente). Sin embargo, a diferencia de lo descrito en 

numerosos trabajos, destacó la variable susceptibilidad a doripenem que mostraron estos

4 aislamientos. Así, el valor de la CMI de este antibiótico en las cepas CUN-3 y CUN-

52 fue >32 μg/ml, mientras que la cepa CUN-85 presentó una CMI de 8 μg/ml y la cepa 

CUN-140 sólo de 1 μg/ml. Este último valor se encuentra dentro de la categoría de 

sensibilidad siguiendo los criterios más restrictivos de interpretación de la

susceptibilidad para este antibiótico, la normativa EUCAST. Nuestro hallazgo contrasta

con lo publicado por la práctica totalidad de los trabajos sobre la materia.
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Se han publicado diversos trabajos que evaluan la actividad de los carbapenems

frente a cepas de PA productoras de MBL. En el estudio de Mushtaq y colaboradores se

incluyeron cepas clínicas de PA procedentes de Canadá, Reino Unido y Japón,

productoras de las MBL tipo IMP-1 (1 cepa), IMP-7 (4 cepas), VIM-2 (4 cepas), VIM-4

(3 cepas), VIM-10 (2 cepas) y VIM-like (2 cepas) (Mushtaq y cols, 2004). Todas ellas

mostraron resistencia de alto nivel a los tres carbapenems. Únicamente 1 aislamiento,

productor de IMP-7, presentó una CMI a doripenem de 4 μg/ml, un valor considerado 

como categoría intermedia según EUCAST y resistente según FDA. Sin embargo, esta

cepa presentó un fenotipo de resistencia que difiere del mostrado por la cepa CUN-140

ya que los valores de CMI para imipenem y meropenem fueron 16 μg/ml para el 

aislamiento productor de IMP-7, mientras que para la cepa CUN-140 fueron de 256 y

64 μg/ml para imipenem y meropenem, respectivamente. 

Castanheira y colaboradores llevaron a cabo un estudio durante el periodo 2003-

2007 en el que analizaron 73 cepas de PA productoras de MBL de distintas clases (13

IMP, 23 VIM y 37 SPM-1) procedentes Europa, Norteamérica, América Latina y la

región Asia-Pacífico (Castanheira y cols, 2009). Ninguno de los tres carbapenems

estudiados (imipenem, meropenem y doripenem) presentó actividad frente a estas cepas

(CMI50 >8 μg/ml). Davies y colaboradores evaluaron las 3614 cepas de PA aisladas en 

Estados Unidos durante un Programa de Vigilancia de la Resistencia llevado a cabo

entre los años 2007 y 2009 (Davies y cols, 2011). Únicamente detectaron 4 cepas

productoras de carbapenemasas, todas ellas resistentes a doripenem. Uno de los

aislamiento era productor de KPC-5 (CMI a imipenem, meropenem y doripenem ≥32 

μg/ml). De los 3 restantes, productoras de MBL, 2 fueron productoras de las MBL clase 

VIM-1/-2 y 1 VIM-7, y presentaron valores de CMI a doripenem de 16, 16 y >32 μg/ml, 

respectivamente. No obstante, Davies y colaboradores no publicaron los valores de la

CMI obtenidos para los otros carbapenems.

Tam y colaboradores evaluaron 235 cepas de PA de las que sólo 33 fueron

multirresistentes (Tam y cols, 2010). De ellas, 1 única cepa fue productora de MBL y su

valor de CMI a doripenem fue >32 μg/ml. En este estudio, a diferencia de los anteriores, 

se evaluó la coexistencia junto a la MBL de bombas de expulsión activa, pero no se

encontró evidencia de sobreexpresión de tales sistemas en la cepa productora de MBL.

Este resultado sugiere que la acción de las MBL es suficiente para hidrolizar al

antibiótico y hacerlo ineficaz, lo que concuerda con nuestras propias conclusiones a la
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vista del fenotipo de las cepas CUN-3, CUN-52 y CUN-85. En cambio, la cepa CUN-

140 presentó, además de la acción carbapenemasa, la alteración de la porina OprD,

aunque no la sobreexpresión de MexAB-OprM ni la hiperproducción de AmpC. En

España, en el estudio multicéntrico de Riera y colaboradores desarrollado durante los

años 2008 y 2009, se evaluaron 175 aislamientos clínicos de PANSC (Riera y cols,

2011). Doce cepas (6,9%) fueron productoras de MBL: 2 VIM-2, 9 VIM-20 y 1 VIM-

13. De nuevo, todas ellas presentaron resistencia de alto nivel tanto a doripenem como a

imipenem y meropenem, con valores de CMI >32 μg/ml para los 3 carbapenems, en 

contraste con lo encontrado en el aislamiento CUN-140.

Sólo Jones y colaboradores encontraron un 6,7% de sensibilidad a doripenem en

su análisis de 15 cepas productoras de MBL, lo que se traduce en 1 única cepa sensible

(Jones y cols, 2004b). Esta colección de 15 aislamientos productores de MBL provenía

de Italia, Polonia, Brasil, Estados Unidos y Japón, y contaba con las principales MBL

(IMP, VIM y SPM). En este trabajo no se presta atención a esta cepa ni se proporcionan

datos como lugar de su aislamiento, valor de CMI a los carbapenems estudiados

(imipenem y meropenem) y método de determinación de esta CMI, etc. La única

información útil en relación con nuestro estudio es que la cepa era sensible al doripenem

y que el punto de corte empleado para la interpretación de la susceptibilidad de

doripenem fue el inicialmente considerado como válido para los autores, es decir,

aislamientos con valor de CMI ≤4 μg/ml (Jones y cols, 2004b). 

Además de la detección del gen codificante de MBL, en nuestro estudio

realizamos distintas pruebas fenotípicas para estudiar el comportamiento de la expresión

génica. En primer lugar se realizaron las pruebas fenotípicas de screening de MBL

comentadas anteriormente. Las 4 cepas presentaron resultados positivos en estas

pruebas, demostrando que el gen no sólo estaba presente sino que además se expresaba.

Seguidamente, quisimos investigar si el bajo valor de CMI a doripenem mostrado por la

cepa CUN-140 era debido a una baja expresión génica. Para ello se cuantificó el nivel

de expresión del gen mediante PCR en tiempo real. Por carecer de una cepa salvaje que

expresara el gen blaVIM-2 en condiciones basales para poder usarla como referencia, sólo

se cuantificó la expresión del gen codificante de la MBL con respecto al gen

housekeeping. Tanto la extracción como la determinación se realizaron por triplicado

obteniendo resultados reproducibles. En contra de lo que podíamos esperar, la cepa que

presentó mayor nivel de expresión fue la cepa CUN-140, seguida de CUN-85, CUN-3 y
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CUN-52. Al no detectar una modificación en la expresión génica que pudiera ser

responsable de una menor producción enzimática en la cepa CUN-140, se cuantificó la

actividad de la MBL producida por esta cepa y se comparó con la del resto de

aislamientos. En esta prueba sí se obtuvieron resultados que se ajustaban más a los

valores de CMI obtenidos, ya que la actividad enzimática presentada por las cepas

CUN-3 y CUN-52 fue notablemente superior a la de las cepas CUN-85 y CUN-140.

Ante estos resultados podríamos plantear la hipótesis de que, aunque el

fragmento amplificado mediante PCR convencional y posteriormente secuenciado

corresponde a una MBL de la clase VIM-2, alguna región del gen podría estar

modificada impidiendo o reduciendo la funcionalidad de la enzima. Hay que tener en

cuenta que la región amplificada para la detección y cuantificación de VIM-2

corresponde a un fragmento conservado de 380 pb, mientras que el tamaño del gen

completo es superior a 3500 pb (Poirel y cols, 2000; Rodríguez y cols, 2010). La

alteración de la porina junto a la acción enzimática adquirida, débil pero presente,

podría explicar la resistencia mostrada a imipenem y meropenem. Sin embargo, para

confirma esta hipótesis sería necesario secuenciar el gen vim-2 completo y analizar la

existencia de algún tipo de mutaciones que pudieran hacer que la enzima hidrolizara con

menor eficacia a doripenem que a meropenem.

Otra hipótesis que podríamos formular para explicar este distinto

comportamiento de la cepa CUN-140 frente a doripenem y meropenem sería la

posibilidad de que un tratamiento previo con carbapenems hubiera podido seleccionar

una resistencia a meropenem pero no a doripenem. Sin embargo, este microorganismo

se aisló de una herida de abrasión en cuello de un paciente de 13 años tras un accidente

de tráfico ocurrido sólo una semana antes de su aislamiento. Aunque el paciente estuvo

ingresado en la Unidad de Vigilancia Intensiva, circunstancia que veremos se considera

factor de riesgo para adquisión de PANSC, no recibió ningún tratamiento antibiótico

previo que pudiera seleccionar mutantes resistentes. Además, esta hipótesis estaría en

conflicto con el escaso potencial que se ha descrito de los carbapenems para seleccionar

cepas resistentes a doripenem (Jones y cols, 2004b; Mushtaq y cols, 2004). En este

contexto, Mustaq y colaboradores describieron que era necesaria la combinación de

varios mecanismos de resistencia para desarrollar resistencia de alto nivel a meropenem

o doripenem, lo cual es infrecuente que suceda durante el tratamiento in vivo.
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Shigemi y colaboradores evaluaron el efecto del consumo de carbapenems sobre

la susceptibilidad de PA (Shigemi y cols, 2009). Para ello recogieron el consumo

antibiótico de cinco carbapenems (imipenem, meropenem, doripenem, biapenem y

panipenem) durante el periodo comprendido entre 2006-2008, y evaluaron la

susceptibilidad antibiótica de las 640 cepas de PA aisladas en este periodo. Estos

autores describieron la existencia de una correlación significativa entre el consumo de

meropenem y doripenem y el aumento de la resistencia a meropenem en las cepas de

PA. Sin embargo, esto no se demostró para el resto de los carbapenems estudiados.

Shigemi y colaboradores destacaron el hecho de que el 43,3% de las cepas resistentes a

meropenem presentaron resistencia cruzada a imipenem, frente al 5,6% de las cepas no

sensibles a imipenem con resistencia cruzada para meropenem. En esta línea, en un

estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo cuyos resultados no se incluyen en este

trabajo, analizamos el impacto del consumo de meropenem en la selección de cepas de

PA y en el aumento de la resistencia a los carbapenems de las mismas (periodo 2004-

2008). Se concluyó que el tratamiento intrahospitalario con carbapenems no contribuyó

a un aumento significativo en el número total de aislamientos de PA pero sí se observó

que el aumento del consumo de meropenem había contribuido significativamente a la

selección de cepas de Pa-ncsc (Aguinaga y cols, 2009).

Sakyo y colaboradores evaluaron la potencia de los carbapenems para prevenir

la aparición de mutantes de PA resistentes en una colección de 144 aislamientos clínicos

de PA (Sakyo y cols, 2006). Los mutantes seleccionados por la presión ejercida por

imipenem y meropenem generaron resistencias en la expresión reducida de OprD, lo

que causó una disminución de la sensibilidad a imipenem, meropenem y doripenem. Sin

embargo, los resultados de este trabajo mostraron que para generar resistencia a

meropenem y doripenem los mutantes debían combinar la sobreexpresión de MexAB-

OprM a la reducción de la expresión de la porina OprD, y esta combinación de

mecanismos de resistencia se detectó con menos frecuencia durante la terapia con

carbapenems. Por tanto, aunque es necesario controlar el consumo de meropenem y

doripenem por la repercusión que puede conllevar sobre la aumento de la resistencia

tanto a ellos mismos como al resto de los carbapenems, la selección de cepas resistentes

durante el tratamiento con meropenem y doripenem es menos frecuente que con

imipenem ya que, en general, se ha descrito necesaria la combinación de distintos

mecanismos de resistencia para afectar a meropenem y doripenem.
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En resumen, la pérdida de la porina OprD aumenta el valor de la CMI a

doripenem, indicando que el antibiótico puede utilizar esta porina para penetrar en el

periplasma bacteriano. Otros estudios han revelado la necesidad de la combinación de

varios mecanismos para generar resistencia a doripenem. En nuestra colección de cepas,

sería necesario evaluar la presencia de los mecanismos descritos como menos

prevalentes, tales como la expresión del sistema de expulsión activa MexXY-OprM o la

producción de carbapenemasas de la clase A, para poder definir plenamente el papel de

la porina OprD y del sistema MexAB-OprM. En concordancia con otros trabajos, la

hiperproducción de la cefalosporinasa cromosómica AmpC tiene mucha importancia en

la resistencia generada al doripenem. Dado que los mecanismos descritos provienen

generalmente de estudios in vitro, sería necesario profundizar en el conocimiento de

estos mecanismos con mayor precisión y entender sus efectos en la práctica clínica.

Por otro lado, se ha descrito la primera cepa productora de MBL sensible a

doripenem. Sería necesario secuenciar el gen completo VIM de dicha cepa para poder

esclarecer el porqué de la sensibilidad a este carbapenem por parte de una cepa

productora de MBL.

5.5.- ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA

ADQUISICIÓN DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A

CARBAPENEMS

El aumento de la resistencia a los carbapenems ha llevado a que la vigilancia

de la aparición de estas resistencias y la mejora de los métodos de detección de las

mismas adquieran una gran importancia como áreas de investigación en el campo de la

Microbiología Clínica. No menos notable es la atención que recae sobre el

conocimiento de los factores de riesgo (FR) asociados a la adquisición de PANSC. Para

poder diseñar e implementar intervenciones que preserven la utilidad de los

carbapenems en el futuro, es necesario comprender la epidemiología de las infecciones

causadas por PANSC y el impacto de la praxis clínica sobre los aislamientos. Así, en

nuestro trabajo hemos analizado las variables asociadas a la aparición de aislamientos

de PANSC con el objetivo de ayudar al clínico en su labor diaria de vigilar la
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sensibilidad antibiótica garantizando el empleo del tratamiento más eficaz para cada

paciente.

Entre los factores de riesgo de colonización o infección por PANSC descritos

en la literatura destacan el consumo reciente de antibióticos, principalmente

carbapenems y quinolonas, la estancia previa en UCI, un mayor número de días de

ingreso hospitalario previos al aislamiento índice, un mayor número de días de

hospitalización previa al ingreso o consulta en el que se registra el aislamiento índice y

el uso de catéter urinario (Akinci y cols, 2005; Aloush y cols, 2006; Cao y cols, 2004;

Defez y cols, 2004; Eagye y cols, 2009; Falagas y col, 2006; Furtado y cols, 2009;

Harris y cols, 2002a; Kohlenberg y cols, 2010; Lautenbach y cols, 2006; Lepelletier y

cols, 2010; Lodise y cols, 2007; Miliani y cols, 2011; Montero y cols, 2010; Nouér y

cols, 2005; Ohmagari y cols, 2005; Onguru y cols, 2008; Paramythiotou y cols, 2004;

Peña y cols, 2007a; Peña y cols, 2009; Scarsi y cols, 2006; Seguin y cols, 2006;

Tacconelli y cols, 2009; Talon y cols, 1998; Tam y cols, 2010; Zavascki y cols, 2005).

Como veremos a continuación, estos análisis presentan diversas limitaciones,

como la heterogeneidad en la definición de las variables y en la selección de los grupos

control. A esto se añade la distinta epidemiología de los aislamientos microbiológicos,

su correspondiente tasa de resistencia y las distintas actitudes clínicas adoptadas, que

son tan variadas como distintos son los centros hospitalarios e incluso los facultativos al

cuidado de sus pacientes. Por ello, es recomendable tener precaución al extrapolar los

resultados de otros estudios al propio hospital. Siguiendo las recomendaciones

formuladas por otros autores, que consideran que la aparición de microorganismos

resistentes generalmente refleja la práctica clínica local, es necesario identificar los FR

específicos de cada institución (Iosifidis y cols, 2008; Lodise y cols, 2007). Por tanto,

cuantificar el riesgo al que está sometido cada paciente constituye una herramienta muy

útil en la práctica clínica, tanto para ayudar en la prescripción de un tratamiento

empírico adecuado como en la toma de decisiones del manejo del paciente.

La primera cuestión que se debe resolver a la hora de plantear un estudio de

caracterización de FR es cómo se diseña el estudio para que proporcione información

rigurosa. La mayoría de las publicaciones bien emplean la metodología caso-control,

bien investigan brotes. En nuestro trabajo escogimos la primera de estas opciones, ya
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que el objetivo era estudiar lo que acontecía en los aislamientos obtenidos en nuestro

hospital en circunstancias ordinarias con el fin de orientar al clínico en la

implementación de unas buenas prácticas en la rutina médica. Por el contrario, la

detección de un brote sucede sólo de manera esporádica y de su estudio no es fácil

derivar conclusiones aplicables en el día a día de un hospital.

La problemática que se presenta a la hora de diseñar correctamente estos

estudios queda excelentemente definida por Rodríguez-Baño y colaboradores en su

trabajo sobre los FR implicados en el desarrollo de bacteriemia de origen comunitario

por E. coli productor de beta-lactamasa de espectro ampliado (Rodríguez-Baño y cols,

2010). Estos autores señalan que el diseño de este tipo de estudios se plantea como un

verdadero reto donde la clave para realizar una adecuada selección de las poblaciones

caso y control está en plantearse la siguiente pregunta: ¿cuál es objetivo concreto de mi

estudio? El diseño correcto será aquél que permita responder a esta pregunta.

Clásicamente, los estudios caso-control únicamente comparaban dos grupos de

población: la población de cuyos pacientes procedían los aislamientos caracterizados

por una resistencia o conjunto de ellas, y la que presentaba los mismos aislamientos

pero con fenotipo sensible. Sin embargo, en nuestro trabajo este planteamiento

teóricamente sólo podría contestar a la siguiente cuestión: “entre los aislamientos

clínicos de PA, ¿cuáles son los riesgos asociados a la resistencia a los carbapenems en

un aislamiento?”. Por tanto, este modelo podría sobrestimar la asociación entre la

exposición previa al grupo antimicrobiano definitorio de la resistencia en el grupo caso

y su consumo para la adquisición de este patrón de susceptibilidad (Harris y cols,

2002b; Montero y cols, 2010).

Para evitar este sesgo, se decidió la inclusión en los estudios de un grupo

adicional de pacientes control que englobara a todos los potencialmente expuestos a los

mismos riesgos, generalmente seleccionados aleatoriamente entre todos los que

presentaban características demográficas o clínicas similares a las de los pacientes

incluidos en el grupo caso (Kaye y cols, 2005). Dado que no es técnicamente viable

estudiar una población completa, una selección aleatoria de la misma es muy probable

que incluya pacientes no infectados, que habrán recibido tratamientos farmacológicos o
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no farmacológicos distintos a los de los pacientes en los que se sospecha o confirma una

infección.

En nuestro estudio, a diferencia de lo publicado anteriormente, quisimos analizar

los FR implicados en el desarrollo de PANSC, pero no enfrentando este grupo frente a

la población general, sino frente a una grupo en el que todos los pacientes desarrollaran

infección en un momento dado. Esto fue debido a que la pregunta que buscaba

responder nuestro estudio era la siguiente: “Entre aquellos pacientes que han

desarrollado una infección, ¿qué factores han conducido a la adquisición de PANSC?”.

En esta línea, definimos como segundo grupo control aquél que incluía pacientes en los

que se confirmó infección o colonización en el mismo lugar que los pacientes caso, pero

por un microorganismo distinto a PA. El propósito era asemejar las condiciones a las

que se sometían los pacientes ya que, con mucha probabilidad, un paciente que ha

desarrollado una infección previamente ha mostrado unos signos clínicos que han

conducido al facultativo a adoptar unas medidas distintas a las de una paciente no

infectado, fundamentalmente en términos de tratamiento antibiótico empírico, es decir,

consumo antibiótico previo al aislamiento objeto de estudio.

De este modo, los pacientes de la población control 1 (aislamiento de PASC) y

los pacientes de la población control 2 (aislamiento distinto a PA), se emparejaron con

un paciente incluido en el grupo caso, según el lugar de infección y el ámbito de

adquisición del microorganismo índice. Además, los emparejamientos se realizaron

ajustando temporalmente los aislamientos, seleccionando aleatoriamente el más cercano

al momento del aislamiento del correspondiente microorganismo caso. Esta medida se

adoptó con el fin de que las modificaciones realizadas en los formularios del hospital y

en los protocolos de manejo de los pacientes -que varían temporalmente según las

innovaciones clínicas- afectaran en la menor medida posible al factor desencadenante de

la adquisición de resistencia. Asimismo, de forma no intencionada, el grupo caso y los

grupos control se igualaron en otros factores como el sexo y la gravedad de la

enfermedad del paciente en el momento del aislamiento.

Los aislamientos de PA presentan una problemática adicional que debe ser

considerada a la hora de diseñar un estudio de FR. La línea que marca la diferencia

entre los pacientes infectados y colonizados por estos microorganismos no siempre es
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nítida. No menos complicado resulta deducir con certeza la implicación clínica, sobre

todo de aquellos que presentan un alto nivel de resistencia y/o afectan a huéspedes

inmunodeprimidos. Por tanto, al diseñar nuestro estudio, la pregunta que nos

planteamos para definir nuestro estudio fue la siguiente: ¿debemos incluir únicamente

aquellos pacientes en los que se podía demostrar la existencia de una infección, o bien

incluir también otros pacientes que habían adquirido este microorganismo resistente y

que no presentaban infección probada?. Algunos análisis epidemiológicos, como el de

Bonten y colaboradores, han postulado que en muchas ocasiones las infecciones son

secundarias a una colonización endógena de los pacientes (Bonten y cols, 1999).

Por otro lado, Peña y colaboradores afirman que conocer el nivel de

colonización de un individuo respecto a un determinado microorganismo es esencial

para el diseño de estrategias específicas y eficaces de control, sobre todo en casos de

transmisión cruzada (Peña y cols, 2007a). Así, estos autores consideran que el ambiente

y los individuos colonizados por estos microorganismos actúan como reservorios y son

continuas fuentes de infección para otros individuos susceptibles. Un ejemplo de esto

podría ser la transmisión de microorganismos asociados a una colonización transitoria

de las manos del personal sanitario (Peña y cols, 2007a). Sin embargo, el

microorganismo que centra nuestro estudio con poca frecuencia sólo raramente ocasiona

infecciones graves en personas sanas y no se encuentra como microbiota normal en

individuos inmunocompetentes. Precisamente, las tasas de colonización por PA

aumentan en pacientes hospitalizados, especialmente cuando este ingreso es

prolongado, o los pacientes han recibido terapias antibióticas de amplio espectro

(Flamm y cols, 2004). No resulta, por tanto, extraño que sea ésta la población más

susceptible a padecer posteriormente una infección por PA y que afronte este desafío

con menos posibilidades de éxito, tanto por el debilitamiento de su respuesta inmune,

como por el limitado número de opciones terapéuticas disponibles. Todo lo anterior nos

llevó a justificar la inclusión en nuestro estudio no sólo de los pacientes con infección

confirmada, sino también de aquellos en los que el aislamiento revelaba una

colonización.

En resumen, decidimos diseñar nuestra evaluación de FR como un estudio

retrospectivo caso-control-control en el que comparamos los potenciales factores que

pudieran ocasionar un riesgo para la adquisición de PANSC frente a dos grupos control:

los infectados o colonizados por PASC y los infectados o colonizados por otros
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microorganismos distintos a PA. El estudio realizado sobre los aislamientos obtenidos

en el periodo comprendido entre los años 2002 y 2009 incluyó 597 pacientes, 199 en

cada uno de los grupos. El número de aislamientos estudiados por año osciló entre los

11 obtenidos en el 2003 y los 47 del 2006. En este año, la prevalencia de PANSC fue

del 22,5%, considerablemente superior a la del resto de años evaluados.

En concordancia con lo publicado en otros trabajos, los lugares más frecuentes

de los aislamientos índice fueron tracto respiratorio, herida y orina (Akinci y cols, 2005;

Aloush y cols, 2006; Defez y cols, 2004; Harris y cols, 1999; Lautenbach y cols, 2006;

Montero y cols, 2010; Onguru y cols, 2008; Park y cols, 2011; Wang y cols, 2006). En

nuestro caso, la mayoría de los pacientes con aislamiento de PA (PASC o PANSC)

procedían de los servicios de Oncología Médica y Radioterapia o Neumología. Esto es

característico de PA, considerado un patógeno mayoritariamente asociado a neumonía y

oportunista. No obstante, el elevado porcentaje de pacientes oncológicos incluidos en el

estudio es un reflejo del alto número de enfermos de este tipo que se tratan en nuestro

hospital. Por la misma razón, no es de extrañar que la mayoría de los aislamientos

distintos a PA tuvieran su origen también en pacientes procedentes del servicio de

Oncología Médica y Radioterapia.

En buena correspondencia con la mayoría de los trabajos, en los tres grupos de

estudio predominaron los varones de edad media avanzada, oscilando la mediana de

edad entre los 60-65 años (Carmeli y cols, 1999b; El Amari y cols, 2001; Harris y cols,

1999; Lodise y cols, 2007; Marra y cols, 2006; Peña y cols, 2007b; Peña y cols, 2009;

Suárez y cols, 2009; Tam y cols, 2010). Para evaluar la variable edad, muchos estudios

engloban a los pacientes en dos grupos para lo que se establecen un punto de corte que

en encuentra dentro del intervalo 60-65 años (Cao y cols, 2004; El Amari y cols, 2001;

Kohlenberg y cols, 2010; Lodise y cols, 2007; Vitkauskienė y cols, 2010; Wang y cols, 

2006). Sin embargo, aun siendo casi una constante la edad avanzada en los pacientes

incluidos en estos análisis de FR, de acuerdo a lo encontrado en nuestro estudio, pocos

son los trabajos que concluyen que esta variable es un FR para adquisición de PA

(Defez y cols, 2004; Oliver, 2009; Tacconelli y cols, 2009).

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la gravedad de

la enfermedad de los pacientes en el momento del aislamiento objeto de estudio. Como
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ya se comentó, para cuantificar el nivel de gravedad decidimos aplicar el índice de

Charlson, que proporcionó un valor de 2 para la moda de los tres grupos en estudio.

Idealmente, uno de los criterios de emparejamiento de los casos y los controles podría

ser la gravedad de la enfermedad del paciente, cuantificada según los índices APACHE

II, SAPS o Charlson (Mentzelopoulos y cols, 2007; Montero y cols, 2010; Ohmagari y

cols, 2005; Paramythiotou y cols, 2004). No obstante, esto no siempre es posible y

muchos estudios no logran hacer este emparejamiento. Por otro lado, son pocos los

trabajos que describen la variable “gravedad de la enfermedad” como un factor para

adquisición de microorganismos resistentes (Park y cols, 2011; Peña y cols, 2007a;

Scarsi y cols, 2006).

Si apenas se encuentran estudios que señalen como FR a alguna de las

variables demográficas y patológicas de los pacientes, bien distinto es lo que sucede

para las características relacionadas con la hospitalización. Otro tanto ocurre con los

considerados por la bibliografía como potenciales FR extrínsecos y con el consumo de

antibióticos previo al aislamiento. Para intentar detectar FR de este tipo que pudieran ser

específicos de nuestra institución, construímos un modelo de regresión logística.

En la selección de dichas variables nos enfrentamos a otra dificultad propia de

este tipo de estudio: la gran heterogeneidad existente en la definición de las variables

clínicas analizadas por los distintos trabajos. Para evitar en nuestro trabajo esta posible

ambigüedad decidimos precisar bien dos de los aspectos más importantes, por un lado,

el tiempo de exposición previa para considerar a una variable como FR y, por el otro, el

punto de corte empleado para categorizar las variables cuantitativas.

En primer lugar, ¿cuál es el mínimo tiempo de exposición previa a una variable

para considerarla FR? El criterio que se establezca sobre dicha duración influirá en la

determinación de la mayoría de las variables incluidas en esta parte del estudio,

incluyendo los días de ingresos previos durante el año anterior, días de ingreso previos

al aislamiento índice, días de ingreso previos en UCI, días de uso de ventilación

mecánica, días de uso de traqueostomía, días de uso de catéter venoso central, días de

uso de catéter urinario, días de uso de sonda nasogástrica, días de uso de drenaje, terapia

renal sustitutiva mediante hemodiálisis o hemofiltración, consumo de beta-lactámicos

junto a IBL, consumo de carbapenems, consumo de aminoglucósidos y consumo de
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fluorquinolonas. Todas estas variables, excepto la primera, se considerarían como “de

exposición reciente”. Sin embargo, el criterio “reciente” resulta ambiguo a tenor de la

falta de acuerdo mostrada por los distintos grupos de estudio. Por ejemplo, para medir el

riesgo que supone el consumo previo de antimicrobianos se ha considerado sólo el

tratamiento administrado durante los 7 días previos al aislamiento (Defez y cols, 2004),

durante los 14 días previos al aislamiento índice (Harris y cols, 2002a; Kohlenberg y

cols, 2010), durante al menos 24 (Onguru y cols, 2008) ó 48 horas (Marra y cols, 2006;

Zavascki y cols, 2005) en los 14 días previos, durante más de 48 horas en las 3 semanas

previas (Furtado y cols, 2009), durante al menos 72 horas los 15 días previos

(Vitkauskienė y cols, 2010), durante los 90 días previos (Ohmagari y cols, 2005) y el 

administrado en el mismo ingreso en el que se obtenía el aislamiento objeto de estudio,

sin especificar duración del mismo (Eagye y cols, 2009). Esta variación la podríamos

extender al resto de potenciales FR descritos. Sin embargo, 30 días se establece como el

intervalo de tiempo más aceptado como “riesgo reciente” (Gasink y cols, 2007; Kang y

cols, 2003; Lautenbach y cols, 2006; Lodise y cols, 2007; Peña y cols, 2009; Suárez y

cols, 2009; Suárez y cols, 2010; Tacconelli y cols, 2009); por esto, y por considerarlo un

valor con plausibilidad clínica, 30 días fue el periodo que consideramos en nuestro

estudio como indicativo de riesgo reciente.

La definición del periodo de tiempo considerado como “riesgo no reciente” ha

suscitado menos controversia. Con esta variable se pretende discernir si el hecho de que

el paciente haya estado en contacto con el ámbito hospitalario durante un periodo más

amplio puede definirse como un riesgo para la adquisición de resistencias, es decir,

¿padece el mismo riesgo un paciente que anteriormente a estos 30 días considerados

como “riesgo reciente” ha sido hospitalizado en repetidas ocasiones, que el paciente

cuyo primer ingreso es en el que se aísla el microorganismo índice?. Este periodo se ha

descrito como 30 días (Tacconelli y cols, 2009), 6 meses (Defez y cols, 2004) o, lo más

habitual, 12 meses (Eagye y cols, 2009; Harris y cols, 2002a; Ohmagari y cols, 2005;

Zavascki y cols, 2005); éste último fue el criterio temporal que empleamos en nuestro

estudio.

Por otro lado, nos planteamos cuantificar el potencial riesgo que podía implicar

el estar expuesto a un determinado factor pero, a diferencia de la mayoría de los trabajos

publicados, no únicamente valorando si se ha estado expuesto o no a ese factor, sino

cuantificando la magnitud de exposición. Por ejemplo, no examinar únicamente si un
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paciente ha usado catéter venoso central durante los 30 días previos al aislamiento

índice, sino cuántos días lo ha usado. Para llevar a cabo este análisis, se computaron el

número de días que los pacientes habían estado expuestos durante el mes anterior al

aislamiento índice tanto a los factores relacionados con la hospitalización, como a

aquellos considerados como potenciales FR extrínsecos. De manera similar, se procuró

aplicar este concepto para cuantificar el grado de exposición a los agentes

antimicrobianos. Aunque a priori parece indudable que no puede ejercer la misma

presión antibiótica la administración de una única dosis de un tratamiento que la de, por

ejemplo, 3 dosis diarias mantenido durante 2 semanas, la mayoría de los estudios

únicamente consideran la variable dicotómica “sí/no” para considerar la exposición a

los distintos antibióticos. En nuestro estudio, intentamos cuantificar la exposición total a

los antimicrobianos en función de la dosis administrada, el intervalo de dosificación y el

número de días totales de consumo. Así consideramos que este parámetro permitió

valorar con mayor precisión la presión antibiótica a la que estuvo expuesto cada

paciente.

Por último, estas variables continuas se dicotomizaron según un punto de corte,

a partir del cual se consideró que aumentaba el riesgo de adquisición de PANSC.

Algunos de los trabajos que emplean esta herramienta establecen como punto de corte la

mediana de los valores obtenidos. Por el contrario, en nuestro estudio y de acuerdo con

lo publicado recientemente por Miliani y colaboradores (Miliani y cols, 2011),

consideramos como punto de corte el valor del percentil 75, constatando que resultara

clínicamente coherente. La razón de emplear el percentil 75 en lugar de la mediana fue

la de intentar atenuar el efecto a la baja que podrían ejercer todos aquellos pacientes que

no habían estado expuestos a la variable.

Finalmente, y tomando todos estos factores en cuenta, se construyeron dos

modelos de regresión logística. El primero de ellos analizó a qué riesgos estaban

expuestos los pacientes con aislamiento de PANSC respecto a los que tenían el fenotipo

sensible de PA, mientras que el segundo evaluó los FR de los pacientes con aislamiento

de PANSC con respecto a los que presentaban un aislamiento distinto de PA. Aunque

estos dos análisis se realizaron independientemente uno del otro, las conclusiones a las

que llegaron coincidieron en gran medida, destacando el papel del consumo antibiótico

previo para la adquisición de estos microorganismos resistentes.
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Así, para ambos grupos de controles detectamos que la adquisición de PANSC

estaba significativamente asociada con la exposición a los agentes antimicrobianos, en

concreto carbapenems, fluorquinolonas, aminoglucósidos y piperacilina-tazobactam. Se

observó que, comparando los pacientes de los grupos caso y control 1, el riesgo de

adquisición de PANSC era 2, 3,5 y 4 veces superior tras el consumo de carbapenems,

aminoglucósidos y fluorquinolonas, respectivamente. Sin embargo, enfrentado los

pacientes caso con los pacientes control 2, el riesgo era 5, 6 y 14 veces superior tras el

consumo de fluorquinolonas, carbapenems y aminoglucósidos, respectivamente. En

cambio, el papel de piperacilina-tazobactam en la adquisición de PANSC fue muy

superior para el grupo control 1 (aproximadamente un riesgo 7 veces superior) que para

el grupo control 2.

Dado que estos datos están asociados a un consumo, y considerando las pautas

antibióticas más frecuentes para estos grupos antibióticos (1 gramo cada 8 horas para

carbapenems, 500 mg cada 24 horas para fluorquinolonas y 2-4g cada 4-6 horas para

piperacilina/tazobactam) se consideraría FR haber consumido carbapenems y

fluorquinolonas durante un tiempo superior a 4 días, y piperacilina-tazobactam durante

más de 5 días. Estas conclusiones serían más complicadas de obtener para los

aminoglucósidos ya que las pautas de dosificación son variadas y generalmente

monitorizadas según la función renal del paciente.

Numerosos son los estudios que constatan estos resultados, siendo

incuestionable el efecto que ejercen los antibióticos en el desarrollo de las resistencias.

Por ello, prácticamente la totalidad de los estudios evalúan dicho efecto y concluyen en

señalar a determinados grupos de antibióticos como FR desencadenante de la

resistencia. Por ejemplo, Falagas y Kopterides llevaron a cabo una revisión sobre los FR

descritos en la literatura para el aislamiento de A. baumannii y PA multirresistentes

(Falagas y Kopterides, 2006). Destacaron como principal FR el uso previo de

antibióticos, en concreto de carbapenems y fluorquinolonas, seguido de cefalosporinas

de tercera generación y beta-lactámicos de amplio espectro. En los estudios sobre los

FR implicados en la colonización por PANSC, destacó el uso previo de imipenem en los

pacientes portadores de estos microorganismos en el tracto gastrointestinal (Lepelletier

y cols, 2010) y el uso previo de carbapenems y fluorquinolonas en pacientes

colonizados por PANSC en el tracto respiratorio (Peña y cols, 2007a). Además, en

estudios llevados a cabo en pacientes infectados o colonizados por PANSC en unidades
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no específicas, se describió como FR para la adquisición de estos microorganismos el

uso previo de fluorquinolonas (Lautenbach y cols, 2006; Peña y cols, 2009), el uso

previo de imipenem, piperacilina/tazobactam, vancomicina y/o aminoglucósidos (Harris

y cols, 2002a), y el uso previo de imipenem, piperacilina/tazobactam, vancomicina y/o

vancomicina más imipenem (Onguru y cols, 2008). Por último, en los estudios

realizados en UCIs, el uso de fluorquinolonas (Kohlenberg y cols, 2010) o, de un modo

más amplio, el número de antibióticos administrados previos al aislamiento (Furtado y

cols, 2009), también fueron señalados como FR.

Dos estudios que emplearon una metodología similar a la nuestra (caso-control-

control) detectaron también una asociación entre el consumo antibiótico y la adquisición

de resistencia de PA a carbapenems. En el trabajo llevado a cabo por Zavascki y

colaboradores, se comparó un grupo caso (PANSC) con dos grupos controles (control 1:

no aislamiento de Pa, control 2: aislamiento de PASC) (Zavascki y cols, 2005). El uso

previo de carbapenems se estableció como FR en ambos grupos. Además, para el grupo

1 también se reveló como FR el consumo de carbapenems sin vancomicina y el

consumo de carbapenems con vancomicina. En un estudio llevado a cabo por el grupo

español de Montero y colaboradores, se estudiaron los pacientes con aislamientos de PA

multirresistente comparándolos con aquellos con aislamientos distintos de PA o

aislamientos de PASC (Montero y cols, 2010). De nuevo, estos autores obtuvieron

resultados que concordaban bien con los de nuestro (carbapenems, fluorquinolonas y

penicilinas anti-Pa).

Igualmente, nuestro estudio también permitió deducir que los pacientes más

vulnerables a la adquisición de PANSC eran los que había usado catéter urinario

durante un periodo superior a 3 días. Respecto a ambos grupos control, esta variable

supuso un riesgo 2,5 y 4 veces superior de adquisición de PANSC, respecto a las

poblaciones control 1 y control 2, respectivamente. Nuevamente, estos datos coinciden

con lo publicado por otros grupos que destacan la relevancia del uso de sonda vesical en

la adquisición de PANSC (Defez y cols, 2004; Eagye y cols, 2009; Park y cols, 2011;

Peña y cols, 2009).

Dos variables resultaron ser signficativas únicamente cuando se confrontaron los

grupos caso y control 2. En primer lugar, la ventilación mecánica no sólo se describe

como el factor más importante de adquisción de neumonía nosocomial (Trouillet y cols,

1998), sino que además está bien constatado su papel en la adquisición de PANSC. Así
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son varios los estudios que, de acuerdo con el nuestro, destacan la relevancia de este

factor en el desarrollo de resistencias (Aloush y cols, 2006; Cao y cols, 2004; Park y

cols, 2011).

Por otro lado, en nuestro estudio observamos que la mayoría de los aislamientos

de los pacientes caso (PANSC) eran nosocomiales (131 aislamientos, 65,83%). Aunque

dentro de los criterios de emparejamiento del grupo caso con los dos grupos control se

incluyó el ámbito de aislamiento (nosocomial/comunitario), posteriormente se evaluó si

los casos de adquisición en el ámbito comunitario estaban asociados a la asistencia

sanitaria o eran estrictamente comunitarios, tal y como describieron Rodríguez-Baño y

colaboradores en el estudio anteriormente citado (Rodríguez-Baño y cols, 2010). En el

año 2002, Friedman y colaboradores publicaron un trabajo, referencia de muchos

posteriores, en el que planteaban la necesidad de diseñar un nuevo esquema que

permitiera diferenciar entre las infecciones adquiridas estrictamente en la comunidad y

aquéllas asociadas a la atención de la salud y hospitalaria (Friedman y cols, 2002). Esta

propuesta surgió en respuesta al cambio detectado en el perfil de la atención sanitaria de

los pacientes y, en consecuencia, de adquisición de las infecciones. Cada vez con más

frecuencia, los pacientes con enfermedades complicadas, como pacientes oncológicos o

con insuficiencia renal, son atendidos en entornos ambulatorios. Clásicamente, las

infecciones adquiridas por estos pacientes se clasificaban como comunitarias. En la

actualidad se acepta que los pacientes que reciben cuidados sanitarios en su domicilio,

los que residen en residencias de ancianos y centros de rehabilitación, así como los

oncológicos o afectos de insuficiencia renal crónica que reciben sus tratamiento en los

hospitales de día, están expuestos a un mayor riesgo de adquisición de infecciones.

Además, los FR de estos pacientes son más similares a los del ámbito nosocomial que

los de aquellos pacientes que no tienen ningún tipo de relación con el ámbito

hospitalario, es decir, los que adquieren la infección en un ámbito estrictamente

comunitario (Friedman y cols, 2002). Por tanto, en la actualidad la mayoría de los

trabajos incluye la asistencia sanitaria como criterio que debe considerarse para la

adecuada clasificación de los pacientes en relación a su ámbito epidemiológico (Lodise

y cols, 2007; Peña y cols, 2009; Suárez y cols, 2009; Suárez y cols, 2010; Tacconelli y

cols, 2009).

En nuestro estudio, aunque se encontraron diferencias estadísticamente

significativas entre los grupos caso (asistencia sanitaria en 48 pacientes, 24,12%) y
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control 1 (30 pacientes, 15,07%), y los grupos caso y control 2 (23 pacientes, 11,56%),

en el modelo final de regresión únicamente se encontró significación cuando se

comparó el aislamiento de PANSC con respecto a la infección/colonización por otro

microorganismos. En esta comparación, se detectó que la asistencia sanitaria en el

ámbito comunitario era un factor de riesgo muy relevante para el aislamiento de

PANSC, ya que suponía un riesgo cercano a cuatro veces superior. De este modo, en

nuestros pacientes pudimos comprobar que un microorganismo considerado

clásicamente nosocomial como PA, puede también transmitirse durante las sesiones de

cuidados médicos que reciben los pacientes con asistencia sanitaria. De hecho, nuestro

estudio muestra que es superior el riesgo de adquisición de resistencia por parte de

quien recibe asistencia sanitaria con respecto a un paciente estrictamente comunitario,

que el riesgo al que se enfrenta un paciente hospitalizado con respecto al mismo tipo de

asistencia sanitaria. Por tanto, nuestro trabajo confirma que la asistencia sanitaria está

mucho más cercana epidemiológicamente al ámbito nosocomial que al comunitario, lo

que deja patente la necesidad de analizar este ámbito de manera independiente al ámbito

comunitario en futuros estudios epidemiológicos.

El segundo objetivo de nuestro trabajo fue analizar los FR asociados a la

mortalidad por PANSC. Para ello, se estudió el total de la población en la que se habían

aislado estas cepas, es decir, los pacientes pertenecientes al grupo caso del estudio de

FR expuesto previamente. También para este estudio se aplicó un diseño metodológico

caso-control, aunque en esta ocasión, los pacientes del grupo caso fueron aquéllos que

fallecieron por causa atribuible al aislamiento de PANSC (n=14 pacientes); el resto,

185, se incluyeron en el grupo control.

De nuevo encontramos discrepancia en la definición de determinadas variables,

como, por ejemplo, qué se entiende por “mortalidad atribuible a un determinado

microorganismo”. Como ya se ha comentado, PA afecta principalmente a pacientes con

los mecanismos de defensa alterados, o a enfermos pluripatológicos y, por lo general,

sometidos a maniobras clínicas que implican procedimientos invasivos y una fuerte

presión antibiótica. Con todo esto, no resulta sencillo discernir cuándo el paciente ha

fallecido como consecuencia de la infección ocasionada por el microorganismo objeto

de estudio o cuándo ha fallecido por complicaciones derivadas del curso de su

enfermedad. Seguramente ambos procesos se complementen, es decir, que la
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enfermedad de base se complique a causa de la infección y que la infección se vea

agravada por la patología subyacente. Delimitar ambos eventos resulta

extraordinariamente complejo y, con toda probabilidad, un proceso algo subjetivo.

La mayoría de los trabajos consideran la mortalidad como aquélla ocurrida

durante el ingreso del paciente (Aloush y cols, 2006; Eagye y cols, 2009; Lautenbach y

cols, 2006; Osih y cols, 2007; Paramythiotou y cols, 2004; Scarsi y cols, 2006; Wang y

cols, 2006), otros incluyen la registrada a los 14 (Marra y cols, 2006) o a los 30 días del

último aislamiento de PANSC (Kang y cols, 2003; Suárez y cols, 2009; Vitkauskienė y 

cols, 2010). Suárez y colaboradores, en su trabajo sobre la influencia de la resistencia a

los carbapenems en PA aisladas en casos de bacteriemia, consideran la mortalidad

cuando se produce dentro de los 7 días posteriores al aislamiento y en ausencia de otra

causa que justifique el fallecimiento (Suárez y cols, 2010). Cao y colaboradores (Cao y

cols, 2004) y Peña y colaboradores (Peña y cols, 2007b) dan un paso más y únicamente

consideran la mortalidad atribuible a la infección.

Las tasas de mortalidad descritas por diversos autores entre los pacientes con

aislamientos de PANSC oscilaron entre el 30% (Lautenbach y cols, 2006; Eagye y cols,

2009) y el 40% (Suárez y cols, 2009). Para los aislamientos considerados

multirresistentes o panresistentes se han publicado tasas que oscilan entre el 25%

(Aloush y cols, 2006) y aproximadamente el 45% (Paramythiotou y cols, 2004; Wang y

cols, 2006). La tasa más baja, un 9%, se detectó en los pacientes cuyo aislamiento de

PA multirresistente se hallaba colonizando el tracto respiratorio (Lodise y cols, 2007) y

la más alta en los pacientes con aislamientos de PA productora de MBL en muestras de

sangre (Marra y cols, 2006). En los trabajos de Cao y Peña (Cao y cols, 2004; Peña y

cols, 2007b), se registró una mortalidad cruda (no asociada al aislamiento del

microorganismo índice) en torno a un 10% superior que la directamente atribuible al

aislamiento resistente de PA. Así, en el estudio de Cao y colaboradores la mortalidad

cruda fue del 54,5% y la atribuible al aislamiento del 45,4%, mientras que en el trabajo

de Peña y colaboradores los correspondientes valores fueron del 46% y 33%,

respectivamente. Más notable fue la diferencia registrada en el trabajo de Peña y

colaboradores en un brote de cepas de PA productoras de VIM-2: la mortalidad total fue

del 27% mientras que la atribuible al aislamiento fue sólo del 2,70%.

En nuestro trabajo tuvimos en consideración tanto la mortalidad cruda como la

atribuible a la infección por PANSC, mientras que en el estudio de los FR únicamente
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se consideró el segundo tipo de mortalidad. Para dar robustez a la valoración de PANSC

como causa del fallecimiento del paciente, la revisión de las historias se realizó por dos

especialistas y, en caso de desacuerdo, intervino un tercer especialista. Nuestro estudio

concluyó que la mortalidad cruda era del 17,6%, mientras que la asociada era del 7,0%.

De este modo, en nuestra serie, se detecto una mortalidad inferior a la presentada en los

anteriores trabajos.

El análisis univariable reveló que el aislamiento de PA multirresistente y un

mayor número de días de ingreso previos al aislamiento suponían un riesgo 3 y casi 4

veces superior de mortalidad atribuible a PANSC. Además, la administración de

fármacos que conllevan la disminución de la respuesta inmunitaria de los pacientes,

como son la quimioterapia y los inmunosupresores, demostraron implicar un riesgo

cercano a 5 y 6,5 veces superior de mortalidad atribuible a PANSC. En esta ocasión no

fue posible llevar a cabo el análisis multivariable ya que el tamaño muestral era

insuficiente.

Nuestro estudio señaló que dos de los factores que a priori podrían ejercer una

gran influencia en la mortalidad no resultaban estadísticamente significativos: el haber

recibido un tratamiento empírico ineficaz y la gravedad de la enfermedad del paciente.

En el estudio de Kang y colaboradores sobre bacteriemia por PA, estos dos factores

(tratamiento empírico ineficaz y aumento del APACHE II score), sí fueron detectados

como significativos en el aumento de la mortalidad de los pacientes (Kang y cols,

2003). En la misma línea, en el trabajo de Vitkauskienė y colaboradores sobre la 

bacteriemia por PA, un tratamiento empírico adecuado y administrado a tiempo

demostró disminuir el riesgo de mortalidad a los 30 días más de 10 veces con respecto a

cuando éste no se administra en el momento correcto (Vitkauskienė y cols, 2010). En el 

estudio de Lautenbach y colaboradores, un mayor índice de Charlson también supuso un

riesgo superior de mortalidad por PA resistente a imipenem, pero con una asociación

muy inferior a la presentada en los anteriores trabajos (Lautenbach y cols, 2006). Sin

embargo, Suárez y colaboradores, en su serie de casos de bacteriemia por PA resistente

a imipenem, no detectaron una asociación estadísticamente significativa entre un

tratamiento empírico ineficaz o una mayor gravedad de la enfermedad y un aumento de

la mortalidad, lo que está de acuerdo con nuestras conclusiones (Suárez y cols, 2009).

Por último, otros dos trabajos centrados exclusivamente en el estudio de los
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aislamientos de PA (Osih y cols, 2007) o PANSC (Suárez y cols, 2010) en

hemocultivos, no encontraron asociación entre el tratamiento empírico ineficaz y un

mayor riesgo de mortalidad.

Existen distintos índices para cuantificar la gravedad de la enfermedad del

paciente (SAPS, Charlson, APACHE II, etc) y en la literatura se emplean distintos

criterios para considerar eficaz un tratamiento antibiótico empírico (el administrado 24

horas antes de la extracción de la muestra, el administrado desde el momento de la

extracción de la muestra hasta la información del antibiograma, el administrado desde 8

horas antes de la extracción de la muestra hasta la información del antibiograma, etc);

sin embargo, aun existiendo heterogeneidad en la definición o cuantificación de estas

variables, las diferencias de criterio en este caso no parecen suficientes como para

justificar la elevada variabilidad de resultados que hemos descrito en los citados

trabajos. Por tanto, es necesario tener en cuenta otros aspectos, como por ejemplo qué se

entiende como un “tratamiento eficaz”. Los trabajos afirman que un tratamiento es

eficaz cuando al menos uno de los antibióticos administrados en los tiempos

anteriormente citados demuestra ser sensible in vitro, una vez se informa el

antibiograma. Pero, ¿podemos afirmar que, por ejemplo, un tratamiento con

piperacilina/tazobactam o amikacina es eficaz cuando, aun dentro del criterio de

sensibilidad, el valor de su CMI oscila entre 64 y 16 µg/ml. Y esto sucede

repetidamente en nuestros aislamientos y, probablemente, en los del resto de series

estudiadas.

Por otro lado, es razonable admitir que resulta complicado administrar un

tratamiento empírico eficaz cuando el aislamiento que se obtiene es PANSC ya que este

tipo de resistencia, generalmente, suele ir acompañada de insensibilidad a otros grupos

antibióticos. Como hemos comentado, el hecho de que un aislamiento de PANSC sea

además multirresistente supone un riesgo superior de mortalidad en el paciente. Sin

embargo, de nuevo encontramos mucha disparidad de resultados a este respecto. Así,

Kang y colaboradores presentan un riesgo estadísticamente significativo 4 veces

superior cuando el aislamiento es multirresistente (Kang y cols, 2003), mientras que

Suárez y colaboradores obtienen un resultado no significativo en el análisis univariable

(Suárez y cols, 2009).
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Las principales limitaciones de nuestro estudio son la dificultad para compararse

con otros publicados anteriormente debido al criterio de selección de los pacientes

incluidos en el grupo control 2, la heterogeneidad en la definición de las distintas

variables y el no haber distinguido entre los aislamientos causantes de la infección o

colonización. Consideramos que el diseño de nuestro estudio es el que mejor se adapta

al planteamiento anteriormente expuesto, de acuerdo a lo comentado en los apartados

correspondientes. Además, el tratarse de un centro mayoritariamente oncológico

conlleva que las características de los pacientes probablemente difieran de las presentes

en pacientes de hospitales centrados en otras especialidades. Por ello, debemos ser

conscientes que las conclusiones obtenidas para nuestro centro, deben extrapolarse con

prudencia y siendo conocedores de la variabilidad de conceptos existentes.

En conclusión, los programas de vigilancia de la resistencia se consideran el

primer paso para detectar el aumento de microorganismos no sensibles a los

tratamientos antibióticos y sirven de guía para seleccionar el antimicrobiano más

adecuado. Nuestro estudio muestra que diversos antimicrobianos aún mantienen una

adecuada actividad frente a PA destacando amikacina y piperacilina/tazobactam como

los más activos y, en el extremo opuesto, gentamicina, ciprofloxacino y aztreonam

como los menos activos. Sin embargo, detectamos un aumento en la resistencia para la

mayoría de los antibióticos analizados (gentamicina, tobramicina, ceftazidima,

piperacilina-tazobactam y ciprofloxacino). Además, aún encontrándonos por debajo de

las tasas de resistencia presentadas por otros centros, especialmente alarmante resultó el

aumento de la resistencia a los carbapenems a lo largo del periodo de estudio (del 4,4%

al 11,5% para imipenem, y del 5,4% al 12,3% para meropenem).

La resistencia a este grupo antibiótico está mediada por diversos mecanismos

entre los que destaca la producción de metalo-beta-lactamasas tanto por la facilidad para

diseminar como por el amplio espectro de resistencia que generan. A pesar de su

repercusión, las distintas sociedades no han descrito un método sencillo y económico

aplicable en los laboratorios clínicos. Según lo obtenido en nuestro estudio, la

combinación de los tests de sinergia del doble disco y de los discos combinados

proporciarían cifras de sensibilidad y especificidad cercanas al 100%.
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Por otro lado, el aumento de la resistencia a los antibióticos existentes pone de

manifiesto la necesidad del desarrollo de nuevos fármacos capaces de vencer estos

mecanismos. Doripenem es un nuevo carbapenem que se ha descrito como el más activo

frente a PA. En esta línea, en nuestro estudio doripenem presentó una tasa de resistencia

inferior a imipenem y meropenem en un 28,6%-11,9% y 26,2%-10,7% de las cepas.

Esta discrepancia de resultados es debida a la heterogeneidad de los puntos de corte

establecidos por las distintas sociedades (CLSI, EUCAST y FDA) para clasificar a los

microorganismos en las categorías de susceptibilidad (sensible, intermedio y resistente)

según sus valores de CMI. Dado que esta variedad de criterios ocasiona confusión en la

práctica clínica, se plantea como necesaria la unificación por parte de las sociedades,

facilitando así la selección y consiguiente prescripción antibiótica para el tratamiento de

las infecciones por microorganismos, especialmente cuando éstos presentan un

antibiograma con multiplicidad de resistencias.

No sólo es importante vigilar la resistencia de los nuevos antibióticos

introducidos en los formularios clínicos, sino que además en necesario ahondar en el

conocomiento de los mecanismos la ocasionan. En nuestro estudio, la pérdida de la

porina OprD demostró ser el principal mecanismo por el que PA desarrollaba resistencia

a los carbapenems, seguido de la combinación de ésta junto a la hiperproducción de la

cefalosporinasa AmpC. La sobreexpresión de la bomba de expulsión activa MexAB no

se correlacionó con la manifestación de resistencia, ya que sólo en conjunto con la

alteración de OprD y la hiproproducción de AmpC consiguió desarrollar resistencia

frente a estos antibióticos. Sería necesario completar los estudios analizando la actividad

de otras bombas de expulsión activa para conocer la relavancia de estos sistemas en la

resistencia a los carbapenems, especialmente doripenem. Además, detectamos cuatro

cepas productoras de metalo-beta-lactamasas VIM-2, entre las que destacó el hallazgo

de la primera cepa descrita sensible a doripenem (CMI 1 μg/ml) productora de una 

metalo-beta-lactama VIM-2 activa.

Nuestros resultados contribuyen a una mejor comprensión del efecto del

tratamiento antibiótico en la adquisición de los microorganismos resistentes a los

antibióticos y en el desarrollo de infecciones por patógenos resistentes. El riesgo

asociado al consumo antibiótico también está estrictamente relacionado con estancias

prolongadas en el hospital o el uso de dispositivos invasivos (especialmente sonda

vesical e intubación orotraqueal). Además, es necesario considerar la asistencia
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sanitaria, en auge en nuestros días, como un ámbito más cercano al nosocomial que al

comunitario a la hora de tratar a pacientes que provienen de estos cuidados.

Sería muy interesante poder disponer de la información sobre el estado de

colonización por patógenos resistentes de los pacientes, pues esto podría permitir la

implementación de un protocolo de descolonización de los pacientes de alto riesgo,

como los enfermos oncológicos, transplantados o sometidos a terapia crónica de diálisis.

Serían necesarios estudios que confirmaran estos resultados y validaran los potenciales

beneficios, en términos relativos tanto a la salud del paciente como a costes

económicos. Ademñas, la cíclica introducción y retirada de los antibióticos en los

formularios de los hospitales se ha indicado como uno de los métodos para controlar la

resistencia a estos agentes. Se considera que la rotación cíclica del consumo de

antibióticos reduce la aparición de resistencias, pero es necesaria la implementación de

otras medidas más estrictas del control de la infección para conseguir una disminución

de las infecciones adquiridas en el hospital o asociadas a cuidados sanitarios.

Por tanto, son necesarias muchas intervenciones, como regular el uso de

antimicrobianos mediante la restricción del formulario y las actividades de formación e

información. Esperamos que los resultados presentados en nuestro estudio aporten útil y

beneficiosa información que repercuta en una disminución de la tasa de infección por

microorganismos resistentes, de la que sin duda el mayor beneficiado será el paciente.





6.- CONCLUSIONES
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1.- El porcentaje de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a

imipenem y meropenem ha aumentado del 4,4% al 11,5% y del 5,4% al 12,3%,

respectivamente, durante el periodo comprendido entre enero de 2002 y diciembre de

2009. El perfil antibiótico mostrado por las cepas de P. aeruginosa sensibles y no

sensibles a los carbapenems es marcadamente distinto para todos los antimicrobianos

analizados (amikacina, gentamicina, tobramicina, aztreonam, ceftazidima, piperacilina-

tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y meropenem). En los aislamientos

sensibles a los carbapenems la tasa de actividad de todos los antimicrobianos analizados

fueron iguales o superior al 90%, excepto para aztreonam (78%). En cambio, para los

aislamientos no sensibles a carbapenems las tasas de sensibilidad oscilaron entre el 29%

(ciprofloxacino) y el 91,9% (amikacina).

2.- Se ha detectado un aumento de la resistencia lineal y estadísticamente

significativo a lo largo del periodo de estudio para el global de aislamientos de P.

aeruginosa en la mayoría de los antimicrobianos estudiados (gentamicina, tobramicina,

aztreonam, ceftazidima, piperacilina-tazobactam, cefepime, ciprofloxacino, imipenem y

meropenem), una tasa de susceptibilidad mantenida para los aislamientos de P.

aeruginosa sensibles a los carbapenems, y un aumento de la resistencia lineal y

estadísticamente significativo para ceftazidima y piperacilina/tazobactam en los

aislamientos no sensibles a los carbapenems.

3.- Todos los métodos fenotípicos evaluados para la detección de cepas

productoras de metalo-beta-lactamasas (test de la microlución simple, E-test MBL, test

de sinergia con doble disco y test de los discos combinados) proporcionan un 100% de

sensibilidad en los resultados, siendo el test de discos combinados empleando imipenem

como sustrato y 372,5 μg de EDTA el que proporciona mayor especificidad. La 

combinación de la técnica de los discos combinados en las condiciones citadas junto al

test de sinergia con discos de imipenem y EDTA, sencilla en su ejecución e

interpretación, proporciona valores de sensibilidad y especificidad del 100%.

4.- En función de los puntos de corte establecidos según las normativas de CLSI,

EUCAST y FDA, se ha obtenido que del 28,6% al 11,9% de las cepas no sensibles a

imipenem sí lo fueron a doripenem, y del 26,2% al 10,7% de las cepas no sensibles a

meropenem sí lo fueron a doripenem.
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5.- La alteración de la expresión de la proteína de membrana externa OprD ha

sido el mecanismo de resistencia más frecuente entre los aislamientos analizados de P.

aeruginosa no sensibles a los carbapenems (87,5%), seguido de la hiperproducción de

AmpC (33,3%), siendo la sobreexpresión MexAB-OprM un mecanismo minoritario

(8,3%). La hiperproducción de la cefalosporinasa AmpC o la sobreexpresión del sistema

de expulsión activo MexAB-OprM no generan resistencia a los carbapenems por sí

solos, aunque sí pueden hacerlo combinados entre ellos y/o con la alteración de OprD.

6.- Se han detectado cuatro aislamientos productores de metalo-beta-lactamasas,

todos ellos del tipo VIM-2, y se ha descrito la primera cepa productora de metalo-beta-

lactamasa sensible a doripenem (CMI 1 µg/ml).

7.- El uso de catéter urinario durante un tiempo superior a 3 días, el consumo de

piperacilina-tazobactam superior a 128000 mg, el consumo de carbapenems superior a

12500 mg, el consumo de fluorquinolonas superior a 2000 mg y el consumo de

aminoglucósidos superior a 700 mg, como factores de riesgo para la adquisición de P.

aeruginosa no sensibles a carbapenems. Además, el contacto con el ambiente

hospitalario (nosocomial o asociado a cuidados sanitarios) y la ventilación mecánica

durante un tiempo superior a 2 días también se han establecido como un factores de

riesgo, pero únicamente cuando los grupos a contrastar eran los aislamientos de P.

aeruginosa (P. aeruginosa no sensibles a los carbapenems versus P. aeruginosa

sensibles a los carbapenems).

8.- El ingreso hospitalario un tiempo superior a 13 días durante los 12 meses

previos al aislamiento índice, el aislamiento de P. aeruginosa multirresistente, la

administración de quimioterapia y el consumo de inmunosupresores durante los 30 días

previos al aislamiento, se han establecido como factores predictivos de la mortalidad

asociada al aislamiento de P. aeruginosa no sensibles a los carbepenems.
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Anexo. Tabla 1. Pacientes o cepas incluidos en los diferentes estudios.

Todos los aislamientos consecutivos de PA obtenidos en la CUN durante el periodo 2002-2009. Sólo se consideró el primer aislamiento por

paciente. Se clasificaron en tres grupos: 1) Total de aislamientos de PA, 2) Aislamientos de PASC, 3) Aislamientos de PANSC.

A) CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA Y GENOTÍPICA DE AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES

A LOS CARBAPENEMS

A.1) ESTUDIO DE LA EVOLUCIÓN DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIÓTICA DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE
Pseudomonas aeruginosa

A.2) ESTUDIO DE LOS MÉTODOS FENOTÍPICOS DE DETECCIÓN DE METALO-BETA-LACTAMASAS

* Control 1: Pacientes con aislamiento de PASC emparejados con los pacientes caso según origen del aislamiento (muestra), ámbito de aislamiento y

momento de recogida de la muestra.

* Control 2: Pacientes con aislamiento distinto a PA emparejados con los pacientes caso según origen del aislamiento (muestra), ámbito de aislamiento y

momento de recogida de la muestra.

A.4) CARACTERIZACIÓN DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA EN AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE Pseudomonas

aeruginosa NO SENSIBLES A LOS CARBAPENEMS

Cepas de PANSC no sensibles a doripenem (según los criterios establecidos por EUCAST), no relacionadas clonalmente y cepas productoras

de metalo-beta-lactamasas recogidas durante el periodo 2002-2009 en el Servicio de Microbiología de la CUN.

B) ESTUDIO DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A INFECCIÓN POR Pseudomonas aeruginosa NO SENSIBLES A

CARBAPENEMS

* Caso: Todos los pacientes que tuvieron aislamiento de PANSC en la CUN durante periodo 2002-2009.

Cepas de PANSC recogidas durante el periodo 2002-2009 en el Servicio de Microbiología de la CUN. Primer aislamiento por paciente o cepas

procedentes del mismo paciente pero con distinto patrón de sensibilidad antibiótica.

A.3) ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A DORIPENEM

Cepas de PANSC recogidas durante el periodo 2002-2009 en el Servicio de Microbiología de la CUN. Primer aislamiento por paciente o cepas

procedentes del mismo paciente pero con distinto patrón de sensibilidad antibiótica.

(CUN) Clínica Universidad de Navarra; (PA) P. aeruginosa ; (PASC); P. aeruginosa sensible a carbapenems; (PANSC) P. aeruginosa no sensible a carbapenems.
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en el estudio de métodos fenotípicos para detección de metalo-beta-lactamasas.

CAZ FEP TZP PIP ATM IPM MPM GM TM AN CIP

CUN-1 2005 Pac-47 Herida CXP S 8 S 8 S 64 S 16 R >64 R >16 R >16 S 4 S <1 S 8 R >4

CUN-2 2006 Pac-46 Herida CXG I 16 S 8 S 64 S 32 R >64 R >16 R >16 S <1 S <1 S <2 S <0,25

CUN-3 2006 Pac-50 Esputo NCX R >64 I 16 S 64 S 32 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4

CUN-5 2006 Pac-50 Esputo NCX R >64 R >64 S 64 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4

CUN-6 2006 Pac-53 Nasofar NCX S 4 S <1 S <4 S 64 I 16 R 16 R 16 S <1 S <1 S <2 S 0,5

CUN-7 2006 Pac-33 Bas CXC S 4 R 32 S 8 S 64 I 16 R >16 R >16 I 8 S <1 I 32 S 0,5

CUN-8 2006 Pac-9 Esputo MI S 4 S 8 S <4 S <4 S <1 R >16 R >16 R >16 S 4 R >64 S 1

CUN-9 2003 Pac-30 Esputo MI R >64 R 32 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-10 2006 Pac-38 Bas UCI I 16 S 8 S 64 S 32 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-11 2006 Pac-22 Bas CXC R 32 I 16 S 64 S 32 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-14 2005 Pac-20 Esputo NML R >64 I 16 S 64 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-15 2005 Pac-40 Líq pleural AP I 16 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 4 R >4

CUN-16 2006 Pac-45 Orina NEF R 32 I 16 S 64 S 64 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-18 2006 Pac-7 Bas CXC I 16 S 8 S 64 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-19 2007 Pac-55 Orina UCI R 32 S 8 R >128 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-20 2007 Pac-13 Bas UCI S 4 S 2 S 16 S 32 I 16 R >16 I 8 S 4 S <1 S <2 R 4

CUN-22 2008 Pac-59 Orina GIN R 32 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-24 2007 Pac-15 Esputo HEM R >64 I 16 S 64 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-26 2007 Pac-41 Drenaje CXG R 32 I 16 S 64 R >128 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 R 64 R >4

CUN-27 2006 Pac-49 Esputo HEP I 16 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-29 2008 Pac-62 Bas UCI I 16 I 16 R >128 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

Cepa Año Paciente
Antibiograma interpretado según CLSI (c)

Muestra (a) Servicio (b)
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CAZ FEP TZP PIP ATM IMI MPM GM TM AN CIP

CUN-31 2006 Pac-21 Herida NEF I 16 I 16 S 64 S 64 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-32 2006 Pac-10 Bas CXC I 16 S 8 S 64 S 64 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4

CUN-36 2006 Pac-23 Esputo CXG S <1 S <1 S <4 S <4 S <1 I 8 S 0,5 S <1 S <1 S <2 I 2

CUN-39 2002 Pac-18 Esputo NRL R 32 I 16 S 64 S 32 I 16 S 4 I 8 S 4 S <1 S 4 R 4

CUN-41 2006 Pac-32 Esputo ORL R >64 I 16 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 S <1 S <1 S <2 I 2

CUN-42 2007 Pac-12 Herida ORL I 16 S 4 S 32 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-44 2006 Pac-38 Esputo HEP R >64 R >64 S 64 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-46 2006 Pac-24 Esputo CXC I 16 S 8 S 64 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-51 2006 Pac-39 Esputo URO R 32 I 16 S 64 R >128 I 16 R >16 I 8 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-52 2004 Pac-37 Orina URO R >64 R 32 S 64 S 32 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4

CUN-53 2006 Pac-52 LCR NCX S 4 S 2 S 8 S 8 S 4 R >16 R 16 S 4 S <1 S 4 S <0,25

CUN-54 2007 Pac-27 Drenaje URO R >64 S 8 S 64 S 32 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 I 32 R >4

CUN-55 2007 Pac-56 Esputo NML S 4 S 4 S <4 S 8 S 4 R >16 R 16 S 4 S <1 S 8 I 2

CUN-57 2007 Pac-4 Esputo NEF I 16 S 8 S 64 S 32 R 32 R >16 R 16 I 8 S <1 S 16 S <0,25

CUN-60 2007 Pac-56 Herida NML R >64 I 16 S 64 S 64 R 32 I 8 I 8 S 2 S <1 S 4 R >4

CUN-61 2007 Pac-48 Absceso CXP R >64 R >64 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 R 16 S 4 I 32 R >4

CUN-64 2008 Pac-26 Bas UCI R >64 I 16 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-65 2008 Pac-16 Esputo DIG R 64 S 8 R >128 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 R 64 R >4

CUN-66 2003 Pac-29 Orina NEF I 16 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-69 2008 Pac-1 Bal NRL R >64 I 16 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 R >4

CUN-70 2008 Pac-28 Bas CXC R >64 R >64 R >128 R >128 R >64 R >16 R 16 R >16 R >16 S 16 R >4

Antibiograma interpretado según CLSI (c)
Cepa Año Paciente Muestra (a)

Servicio

(b)

Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en el estudio de métodos fenotípicos para detección de metalo-beta-lactamasas (continuación).
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en el estudio de métodos fenotípicos para detección de metalo-beta-lactamasas (continuación).

CAZ FEP TZP PIP ATM IMI MPM GM TM AN CIP

CUN-71 2006 Pac-51 Esputo ORL R 32 I 16 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-72 2006 Pac-34 Bas UCI I 16 I 16 S 64 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-76 2008 Pac-63 Esputo UCI R 64 S 8 R >128 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-78 2008 Pac-61 Bas UCI R 32 I 16 S 32 S 64 I 16 R >16 R 16 R >16 S <1 S 16 R >4

CUN-81 2008 Pac-43 Esputo MI R >64 R 64 R >128 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-82 2008 Pac-65 Orina MI I 16 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-84 2008 Pac-19 Orina NRL R >64 R 32 R >128 R >128 R 32 I 8 R 16 S 2 S <1 S 4 R >4

CUN-85 2008 Pac-57 Herida NRL I 16 I 16 S 16 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-86 2008 Pac-66 Herida ONC R >64 R 32 R >128 R >128 I 16 R >16 R 16 S 4 S <1 S 8 S <0,25

CUN-87 2007 Pac-77 Herida CXP R 64 S 8 R >128 R >128 I 16 I 8 S 4 R >16 R >16 I 32 S 1

CUN-88 2008 Pac-6 Orina MI I 16 I 16 S 64 S 64 R 32 R >16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-89 2006 Pac-21 Herida NEF I 16 I 16 S 64 S 32 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-92 2009 Pac-5 Bas MI I 16 S 8 S 64 S 32 R >64 R >16 R >16 R >16 S <1 R >64 S 1

CUN-93 2009 Pac-67 Drenaje CXG I 16 I 16 S 64 S 32 I 16 R 16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-95 2009 Pac-31 Esputo NML S 8 S 4 S 8 S 16 I 16 R 16 S 2 S 4 S <1 S 16 S 1

CUN-96 2009 Pac-2 Esputo NML R >64 R 32 R >128 R >128 I 16 R >16 S 4 I 8 S 2 I 32 R >4

CUN-98 2009 Pac-36 Orina MI S 8 S 8 R >128 R >128 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-100 2009 Pac-27 Orina URG I 16 S 8 S 64 S 32 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-103 2009 Pac-70 Bas UCI R >64 R >64 S 64 R >128 R >64 I 8 R >16 I 8 S <1 S 16 R >4

CUN-105 2009 Pac-42 Exud nasal ORL S 4 S 2 S <4 S <4 S 4 R >16 R 16 S <1 S <1 S <2 S <0,25

CUN-106 2009 Pac-71 Bas UCI I 16 I 16 S 64 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

Cepa Año
Servicio

(b)

Antibiograma interpretado según CLSI (c)
Paciente Muestra (a)
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Anexo. Tabla 2. Antibiograma de las cepas incluidas en el estudio de métodos fenotípicos para detección de metalo-beta-lactamasas (continuación).

CAZ FEP TZP PIP ATM IMI MPM GM TM AN CIP

CUN-107 2009 Pac-54 Orina ONC I 16 I 16 S 64 R >128 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-108 2009 Pac-3 Esputo NML S 4 S 8 S 8 S 16 I 16 R >16 R 16 S 4 S <1 S 8 S 1

CUN-110 2009 Pac-60 Heces UCI R >64 I 16 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-111 2009 Pac-68 Herida HEP R 64 S 8 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-112 2009 Pac-44 Esputo CXT I 16 I 16 S 64 S 64 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-115 2009 Pac-64 Esputo HEP R 32 S 8 S 64 S 32 I 16 R >16 R 16 R >16 R >16 S 4 R >4

CUN-117 2009 Pac-8 Drenaje UCI R 32 I 16 R >128 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-118 2009 Pac-76 CIV CXC I 16 I 16 R >128 R >128 I 16 I 8 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-119 2009 Pac-11 Herida CXP S 4 S 8 S 64 S 64 R 32 I 8 S 4 S 4 S <1 S 8 R >4

CUN-120 2009 Pac-75 Bas UCI I 16 I 16 R >128 R >128 R 32 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-128 2009 Pac-58 Herida FLEB S 4 S 8 S 8 S 8 I 16 R 16 R 16 S 2 S <1 S <2 R >4

CUN-129 2009 Pac-69 Herida CXG S 4 S 2 S 8 S 16 S 2 R >16 I 8 S <1 S <1 S <2 S <0,25

CUN-130 2009 Pac-3 Esputo NML S 2 S 2 S <4 R >128 S 2 R >16 S 4 S <1 S <1 S 16 S <0,25

CUN-131 2009 Pac-25 Orina ONC R 32 R 32 R >128 R >128 R >64 R >16 R >16 R >16 R >16 S 8 R >4

CUN-133 2009 Pac-74 Herida CXP R 64 S 8 R >128 R >128 I 16 R >16 R >16 S <1 S <1 S <2 S <0,25

CUN-134 2009 Pac-14 Líq asc ONC R 64 I 16 R >128 R >128 R >64 R >16 S 2 S <1 S <1 S <2 R >4

CUN-138 2009 Pac-17 Esputo PED S 8 S 8 S 32 S 64 R >64 I 8 R >16 S <1 S <1 S <2 R >4

CUN-139 2009 Pac-35 Esputo NRL I 16 S 8 S 64 R >128 I 16 R >16 R >16 R >16 R >16 S 16 R >4

CUN-140 2009 Pac-73 Herida NCX R 64 I 16 S 64 S 64 S 2 R >16 R >16 R >16 R >16 R >64 S <0,25

CUN-144 2009 Pac-2 Esputo NML R 64 I 16 R >128 R >128 R >64 R >16 R 16 I 8 S 2 S 16 I 2

CUN-147 2009 Pac-72 Sangre CAR S 8 I 16 R 32 S 32 R 32 R >16 R >16 S 4 S <1 S 8 S 0,5

Servicio

(b)

Antibiograma interpretado según CLSI (c)
Cepa Año Paciente

Muestra

(a)
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Anexo. Tabla 3. Susceptibilidad a los carbapenems analizados de las cepas de

Pseudomonas aeruginosa incluidas en el estudio de susceptibilidad a doripenem.

Imipenem Meropenem Doripenem

CUN-1 2005 Pac-47 64 32 8

CUN-2 2006 Pac-46 32 16 2

CUN-3 2006 Pac-50 >256 256 >32

CUN-5 2006 Pac-50 64 32 >32

CUN-6 2006 Pac-53 32 16 2

CUN-7 2006 Pac-33 128 128 8

CUN-8 2006 Pac-9 64 32 4

CUN-9 2003 Pac-30 64 32 >32

CUN-10 2006 Pac-38 64 16 16

CUN-11 2006 Pac-22 64 32 32

CUN-14 2005 Pac-20 64 32 16

CUN-15 2005 Pac-40 32 32 16

CUN-16 2006 Pac-45 32 8 32

CUN-18 2006 Pac-7 32 32 8

CUN-19 2007 Pac-55 32 16 4

CUN-20 2007 Pac-13 16 8 1

CUN-22 2008 Pac-59 64 32 16

CUN-24 2007 Pac-15 32 32 16

CUN-26 2007 Pac-41 32 16 16

CUN-27 2006 Pac-49 32 16 8

CUN-29 2008 Pac-62 64 64 >32

CUN-31 2006 Pac-21 32 32 8

CUN-32 2006 Pac-10 32 32 16

CUN-36 2006 Pac-23 8 1 >32

CUN-39 2002 Pac-18 2 8 2

CUN-41 2006 Pac-32 16 8 8

CUN-42 2007 Pac-12 32 32 8

CUN-44 2006 Pac-38 64 64 >32

CUN-46 2006 Pac-24 64 32 >32

CUN-51 2006 Pac-39 64 16 32

CUN-52 2004 Pac-37 >256 128 >32

CUN-53 2006 Pac-52 64 32 4

CUN-54 2007 Pac-27 32 32 0,25

CUN-55 2007 Pac-56 64 32 2

CUN-57 2007 Pac-4 64 16 8

CUN-60 2007 Pac-56 32 32 8

CUN-61 2007 Pac-48 32 32 >32

CUN-64 2008 Pac-26 64 32 >32

CUN-65 2008 Pac-16 32 32 0,75

CUN-66 2003 Pac-29 32 64 8

CUN-69 2008 Pac-1 64 32 >32

CUN-70 2008 Pac-28 32 16 >32

CMI (μg/ml)
Cepa Año Paciente
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Anexo. Tabla 3. Susceptibilidad a los carbapenems analizados de las cepas de

Pseudomonas aeruginosa incluidas en el estudio de susceptibilidad a doripenem

(continuación).

Imipenem Meropenem Doripenem

CUN-71 2006 Pac-51 32 16 8

CUN-72 2006 Pac-34 128 16 8

CUN-76 2008 Pac-63 32 16 16

CUN-78 2008 Pac-61 32 32 16

CUN-81 2008 Pac-43 32 16 16

CUN-82 2008 Pac-65 32 32 0,25

CUN-84 2008 Pac-19 8 16 16

CUN-85 2008 Pac-57 128 256 8

CUN-86 2008 Pac-66 32 16 >32

CUN-87 2007 Pac-77 16 8 8

CUN-88 2008 Pac-6 16 32 8

CUN-89 2006 Pac-21 64 32 >32

CUN-92 2009 Pac-5 32 16 1

CUN-93 2009 Pac-67 32 32 >32

CUN-95 2009 Pac-31 16 2 1

CUN-96 2009 Pac-2 32 16 >32

CUN-98 2009 Pac-36 64 16 8

CUN-100 2009 Pac-27 32 32 >32

CUN-103 2009 Pac-70 16 16 1

CUN-105 2009 Pac-42 64 16 2

CUN-106 2009 Pac-71 64 16 4

CUN-107 2009 Pac-54 64 16 >32

CUN-108 2009 Pac-3 64 16 >32

CUN-110 2009 Pac-60 64 32 8

CUN-111 2009 Pac-68 64 32 16

CUN-112 2009 Pac-44 64 8 >32

CUN-115 2009 Pac-64 128 16 16

CUN-117 2009 Pac-8 32 32 >32

CUN-118 2009 Pac-76 32 16 >32

CUN-119 2009 Pac-11 8 8 2

CUN-120 2009 Pac-75 32 32 16

CUN-128 2009 Pac-58 8 8 0,75

CUN-129 2009 Pac-69 16 4 4

CUN-130 2009 Pac-35 32 16 >32

CUN-131 2009 Pac-25 32 32 >32

CUN-133 2009 Pac-74 32 16 >32

CUN-134 2009 Pac-14 32 2 2

CUN-135 2009 Pac-72 32 32 8

CUN-138 2009 Pac-17 8 32 2

CUN-139 2009 Pac-35 64 32 4

CUN-140 2009 Pac-73 256 64 1

CUN-144 2009 Pac-2 128 16 1

CMI (μg/ml)
Cepa Año Paciente
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Control 2

n % n % n %

Alergología 1 0,5 0 0 2 1,0

Anatomía Patológica 1 0,5 0 0 0 0

Anestesia y Cuidados Intensivos 9 4,5 12 6,0 6 3,0

Área de Terapia Celular 3 1,5 2 1,0 1 0,5

Cardiología 7 3,5 8 4,0 6 3,0

Cirugía Cardíaca 14 7,0 15 7,5 7 3,5

Cirugía General y Digestiva 8 4,0 10 5,0 21 10,6

Cirugía Oral y Maxilofacial 2 1,0 2 1,0 1 0,5

Cirugía Ortopédica y Traumatología 5 2,5 8 4,0 4 2,0

Cirugía Plástica 5 2,5 1 0,5 3 1,5

Cirugía Torácica 4 2,0 2 1,0 4 2,0

Cirugía Vascular 0 0 0 0 1 0,5

Dermatología 2 1,0 6 3,0 6 3,0

Aparato Digestivo 2 1,0 2 1,0 2 1,0

Endocrinología y Nutrición 3 1,5 0 0 1 0,5

Área de Enfermedades Infecciosas 3 1,5 0 0 1 0,5

Flebología 4 2,0 3 1,5 4 2,0

Ginecología y Obstreticia 3 1,5 4 2,0 6 3,0

Hematología y Hematoterapia 3 1,5 3 1,5 9 4,5

Hepatología 17 8,5 7 3,5 10 5,0

Medicina de Familia 0 0 2 1,0 2 1,0

Medicina Interna 15 7,5 14 7,0 16 8,0

Nefrología 7 3,5 4 2,0 5 2,5

Neumología 22 11,1 16 8,0 12 6,0

Neurocirugía 7 3,5 3 1,5 1 0,5

Neurología 8 4,0 2 1,0 10 5,0

Oncología Médica y Radioterapia 21 10,6 40 20,1 31 15,6

Otorrinolaringología 7 3,5 12 6,0 5 2,5

Patología Mamaria 0 0 0 0 1 0,5

Pediatría 5 2,5 9 4,5 6 3,0

Psiquiatría Clínica y Psicología 0 0 0 0 3 1,5

Reumatología 0 0 0 0 1 0,5

Urgencias 4 2,0 6 3,0 9 4,5

Urología 7 3,5 6 3,0 2 1,0

Grupos de estudio
Servicio solicitante Caso Control 1

Anexo. Tabla 4. Servicio de procedencia de los pacientes incluidos en el estudio de

factores de riesgo para adquisición de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a

carbapenems.
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Anexo. Tabla 5. Cirugías y procedimientos invasivos por grupos en el estudio de

factores de riesgo de adquisición de Pseudomonas aeruginosa no sensibles a los

carbapenems.

n % n % n %

Cardiaca 3 3,6 4 6,5 0 0

Dermatológica 1 1,2 0 0 0 0

Digestiva/abdominal 21 25,3 9 14,5 19 38,0

Ginecológica 0 0 2 3,2 5 10,0

Maxilofacial 2 2,4 2 3,2 3 6,0

Neurocirugía 11 13,3 3 4,8 1 2,0

Ortopédica y Traumatológica 5 6,0 10 16,1 7 14,0

Otorrinolaringológica 3 3,6 8 12,9 2 4,0

Plástica 7 8,4 2 3,2 2 4,0

Torácica 12 14,5 6 9,7 5 10,0

Transplante 8 9,6 3 4,8 3 6,0

Urológica 1 1,2 2 3,2 0 0

Vascular 9 10,8 11 17,7 3 6,0

Cirugías

Grupos de estudio

Caso (n=83) Control 1 (n=62) Control 2 (n=50)

n % n % n %

Arteriografía 0 0 2 3,7 2 3,1

Broncoscopia 3 6,0 2 3,7 3 4,7

Cateterismo 3 6,0 7 13,0 2 3,1

Colocación ostomía 10 20,0 2 3,7 2 3,1

Colocación reservorio subcutáneo 0 0 2 3,7 1 1,6

Colocación/revisión drenaje 9 18,0 9 16,7 10 15,6

Quimioembolización portal 2 4,0 1 1,9 0 0

Endoscopia digestiva baja 4 8,0 9 16,7 26 40,6

ERCP 3 6,0 3 5,6 2 3,1

Gastroscopia 4 8,0 7 13,0 3 4,7

Implantación marcapasos 2 4,0 0 0 1 1,6

Toracocentesis 1 2,0 0 0 6 9,4

Otras 9 18,0 10 18,5 6 9,4

Control 2 (n=64)Procedimientos invasivos

Grupos de estudio

Caso (n=50) Control 1 (n=54)

(ERCP): Colangiopancreatografía Retrógrada Endoscópica.





Anexo

245

Anexo. Tabla 6. Origen de las muestras y motivo de ingreso de los pacientes que fallecieron por causa atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles

a los carbapenems.

Fallo multiorgánico en paciente diabético, con pancreatitis crónica,

gangrena de Fournier y colecistitis gangrenosa.

Sangre, bilis, bas, esputo, heces,

líquido ascítico, herida
Herida2002

Pac-78 2006 Exudado nasal Heces, biopsia seno maxilar
Deterioro de la función renal, administración de tratamiento antibiótico

intravenoso por infección por P. aeruginosa.

Shock séptico.

Pac-92 2006 Aspirado bronquial, sangre Leucemia de células plasmáticas. Pancitopenia severa.

Catéter intravascular, sangre,

herida, esputo, (drenaje biliar)

Pac-27 2003 (Esputo)

Deterioro del estado general a raíz de infarto extenso de arteria cerebral

media izquierda, con hemiplejia derecha, afasia, incontinencia de

esfínteres.

Pac-3 2002 Esputo (Esputo)

Insuficiencia respiratoria por sobreinfección de paciente con enfermedad

pulmonar obstructiva crónica y bronquiectasias, hepatocarcinoma, cirrosis

hepática por virus C.

2006

2005 (Esputo)Esputo

Esputo

Drenaje biliar

Muestra primer

aislamiento

Muestras aislamientos

posteriores

Pac-58
Disnea progresiva de mínimos esfuerzos, ortoponea, edema importante en

extremidades inferiores de 48 horas de evolución.

Caso Motivo de ingresoAño

Esputo

Pac-75

Pac-2
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Anexo. Tabla 6. Origen de las muestras y motivo de ingreso de los pacientes que fallecieron por causa atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles

a los carbapenems (continuación).

Pac-133

Pac-563

Pac-116

Pac-146

Muestra primer

aislamiento

Muestras aislamientos

posteriores
Caso Motivo de ingresoAño

Orina

Orina

Orina Exudado vaginal, sangre

Aspirado bronquial, lavado

broncoalveolar, esputo
Herida

2007

2009

2006

2007

Suboclusión intestinal.

Esputo, exudado nasofaríngeo,

lesiones mucosa oral, (orina)

Poliangeitis microscópica con afectación respiratoria (hemorragia alveolar),

renal (insuficiencia renal) y digestiva (rectorragias). Polineuropatía.

Pac-152

Empeoramiento del estado general en paciente con enfermedad pulmonar

obstructiva crónica, fibrilación auricular crónica, carcinoma de pulmón

intervenido, insuficiencia respiratoria crónica. Mal manejo de secreciones.

Multiples neumonías aspirativas.

Esputo Cirrosis etílica con hepatocarcinoma multifocal.

2008 Sepsis de origen pulmonar.

Insuficiencia respiratoria

Pac-568 2009 Líquido ascítico Distensión abdominal y fiebre.

Pac-166 2008 Esputo
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Pac-2 Shock cardiogénico Fallo multiorgánico Sepsis

Pac-3 Parada cardiorrespiratoria Insuficiencia respiratoria EPOC

Pac-27 Fallo respiratorio de causa infecciosa Accidente cerebrovascular, insuficiencia renal Metaplasia mieloide agnogénica

Pac-75 Bradicardia severa/asistolia Shock séptico Tumor vía biliar

Pac-116 Neumonía con distrés respiratorio Inmunosupresion por tratamiento de linfoma

Pac-563 Insuficiencia respiratoria Exudado vaginal, sangre Carcinoma de ovario estadío IV

Pac-568 Fallo multiorgánico Sepsis Tumor de Klastkin

Cirrosis etílica con hepatocarcinoma multifocal

Carcinoma epidermoide de lengua metastásico

Linfoma NK

Shock séptico por bacilo gram negativo en

paciente con pancitopenia

Mieloma múltiple convertido a leucemia de células

plasmáticas

Poliangeitis microscópica con inmunosupresión:

neumonía por P. aeruginosa

Pac-146
Shock séptico de origen pulmonar por neumonía

con fallo multiorgánico

Atelectasia completa sobrinfectada de pulmón

derecho

Infección por P. aeruginosa resistente

Pac-152

Pac-92 Parada cardiaca

Causa intermedia Causa fundamental

Pac-58 Insuficiencia respiratoria aguda
Insuficiencia renal crónica, insuficiencia cardiaca

severa, alteración ventilatoria mixta severa

Pac-133

Causa inmediataCaso

Pac-78
Hiperpotasemia, deterioro del nivel de conciencia

y posible broncoaspiración

Insuficiencia respiratoria y renal con fallo

multiorganico

EPOC, fibrilación auricular crónica, carcinoma de

pulmón intervenido, insuficiencia respiratoria crónica,

mal manejo de secreciones, múltiples neumonías

aspirativas, portador de sonda nasogátrica, infecciones

repetidas por bacilos gram negativos

Pac-166

Parada cardiorrespiratoria secundaria a

insuficiencia respiratoria crónica agudizada por

sobreinfección por P. aeruginosa

Anexo. Tabla 7. Causas inmediata, intermedia y fundamental de los pacientes con mortalidad atribuible a Pseudomonas aeruginosa no sensibles a los

carbapenems.


