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RESUMEN

Las bacterias gramnegativas se consideran como causa frecuente de neumonia en
pacientes VIH/sida. La emergente y elevada proporcidon de microorganismos
resistentes obliga a utilizar el antibiograma como un método que definira la
terapéutica de estos pacientes.

Objetivos: identificar las bacterias gramnegativas que causan neumonia en pacientes
VIH/sida y determinar la sensibilidad antimicrobiana de los microorganismos aislados.
Métodos: se realizé un estudio descriptivo prospectivo en el Instituto "Pedro Kouri"
de 85 pacientes con VIH/sida y diagndstico presuntivo de neumonia bacteriana por
criterios clinicos y radioldgicos. Se recogieron muestras de esputo y sangre para
cultivo. Las bacterias aisladas y la sensibilidad antimicrobiana se determinaron por
el sistema semiautomatizado miniApi (bioMérieux).

Resultados: se aislaron 74 bacterias potencialmente patdgenas de las que 32 (43,2 %)
se clasificaron como gramnegativas. Predominaron Klebsiella pneumoniae (11 cepas:
34,3 %), Pseudomonas spp. (8 cepas: 25 %) y Escherichia coli (4 cepas: 12,5 %).
Escherichia coli mostré el mayor porcentaje de resistencia y el 75 % de las cepas
fue sensible frente a la amikacina. No se encontré resistencia al meropenem y mas
del 50 % de las enterobacterias identificadas con excepcion de E.coli fueron
sensibles a las cefalosporinas de tercera generacion, ciprofloxacina, amikacina y
cotrimoxazol. Pseudomonas spp. presenté resistencia al cotrimoxazol (87 %) y
ticarcilina (75 %).

Conclusiones: las bacterias gramnegativas causan en un porcentaje no
despreciable neumonia en pacientes con VIH/sida. Aunque persisten cepas
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resistentes frente a diversos antimicrobianos, las cefalosporinas, quinolonas y los
carbapenémicos muestran una adecuada actividad frente a estas bacterias.

Palabras clave: bacterias gramnegativas, identificacion, sensibilidad, neumonia,
pacientes VIH/sida.

ABSTRACT

Gramnegative bacteria are considered to be a common cause of pneumonia in
HIV/AIDS patients. The emergence of a large humber of resistant microorganisms
has made it necessary to use antibiograms to decide what treatment will be applied
to these patients.

Objectives: Identify gramnegative bacteria causing pneumonia in HIV/AIDS
patients and determine the antimicrobial sensitivity of the microorganisms isolated.
Methods: A prospective descriptive study of 85 patients with HIV/AIDS and
presumed diagnosis of bacterial pneumonia was carried out at "Pedro Kouri"
Institute applying clinical and radiological criteria. Sputum and blood samples were
collected to be cultured. The bacteria isolated and their antimicrobial sensitivity
were determined using the mini-Api (bioMérieux) semiautomated system.
Results: Seventy-four potentially pathogenic bacteria were isolated, of which 32
(43.2 %) were classified as gramnegative. The prevailing ones were Klebsiella
pneumoniae (11 strains: 34.3 %), Pseudomonas spp. (8 strains: 25 %) and
Escherichia coli (4 strains: 12.5 %). Escherichia coli exhibited the highest
resistance percentage. 75 % of the strains were sensitive to amikacin. No
resistance was found to meropenem, and more than 50 % of the enterobacteria
identified, with the exception of E. coli, were sensitive to third-generation
cephalosporins, ciprofloxacin, amikacin and cotrimoxazol. Pseudomonas spp.
showed resistance to cotrimoxazol (87 %) and ticarcillin (75 %).

Conclusions: Gramnegative bacteria cause pneumonia in HIV/AIDS patients to a
considerable extent. There continue to be strains which are resistant to various
antimicrobial drugs. However, cephalosporins, quinolones and carbapenemics
exhibit adequate activity against these bacteria.

Key words: gramnegative bacteria, identification, sensitivity, pneumonia,
HIV/AIDS patients.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias, particularmente las neumonias, se encuentran entre
las causas mas frecuentes de morbilidad y mortalidad entre los pacientes con
infeccion por VIH.! El Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades
reconoce a la neumonia bacteriana recurrente (mas de 2 episodios/ano) como una
de las enfermedades definitorias del sida.? Dentro de la familia Enterobacteriaceae
se involucran en la etiologia de la neumonia los siguientes microorganismos:
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y especies del género Enterobacter, que se
presentan sobre todo como causa de las infecciones intrahospitalarias y en los
individuos con un conteo de linfocitos CD4 menor de 100 cél/mm?3.? Klebsiella spp.
es un patdgeno oportunista que ocasiona alrededor del 7-10 % de las bacteriemias
intrahospitalarias descritas en Europa, Latinoamérica y Norteamérica.* P.
aeruginosa se aisla usualmente del esputo de los pacientes con VIH/sida.® El
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empleo de dispositivos de acceso intravascular, la neutropenia, los bajos recuentos
de linfocitos CDg, el tratamiento antibidtico previo y la hospitalizacion, son factores
de riesgo implicados en la infeccidn por esta bacteria.® La resistencia antimicrobiana
es uno de los problemas mas graves que enfrentan las autoridades de salud publica
en el mundo, su emergencia afecta de manera importante la situacion econdémica y
la evolucidn clinica de las enfermedades infecciosas.” En los pacientes con VIH/sida
este fendmeno se acrecienta debido a la hospitalizacion prolongada y el uso de
quimioprofilacticos para impedir el desarrollo de las enfermedades oportunistas.®
Estos aspectos motivaron la realizacidn de este estudio, donde se identificaron las
bacterias gramnegativas que causan neumonia bacteriana en pacientes VIH/sida y
se determiné la resistencia antimicrobiana de los microorganismos identificados.

METODOS

Se realizd en el Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri", un estudio descriptivo prospectivo para identificar las
bacterias gramnegativas que ocasionaron neumonia en pacientes VIH/sida, durante
el periodo comprendido entre noviembre del afio 2007 hasta abril del 2008. Se
estudiaron 85 pacientes que brindaron su consentimiento informado por escrito
para participar en esta investigacion, con el diagnostico presuntivo de neumonia
bacteriana por criterios clinicos (tos, expectoracion, fiebre, disnea, dolor en punta
de costado, leucocitosis, velocidad de sedimentacién globular acelerada) o
radioldgicos (infiltrados pulmonares focales o difusos, alveolares o intersticiales,
cavitacion o derrame pleural).

Criterios de exclusiéon: se excluyeron los pacientes que estuvieron bajo tratamiento
con antimicrobianos 7 dias previos al ingreso y aquellos que no dieron su
consentimiento informado por escrito para la participacién en la investigacion.

Se definieron los siguientes criterios diagnosticos segun las técnicas microbioldgicas
empleadas:

- Neumonia confirmada: individuos en los que se obtuvo un cultivo bacteriolégico
positivo a partir de las muestras de sangre o de un especimen adecuado de esputo
(e = 25 células del polimorfonucleares y d < 10 células epiteliales por campo
menor: 10x, en tincién de Gram, segun criterios de Murray y Washintong, 1975).°

- Neumonia probable: casos donde se observd al microscopio un predominio de un
patogeno potencial (por tincién de Gram) en el frotis de un espécimen adecuado de
esputo, o en los que se detectd antigenuria (S. pneumoniae) por Latex.

- Neumonia sin confirmar: casos en los que no hubo confirmacion por diagnédstico
microbioldgico de la IRABB.

Se definio como neumonia nosocomial aquella que aparecié durante la hospitalizacion
del paciente y que no estaba presente clinicamente ni en periodo de incubacién en
el momento del ingreso. También se considerd cuando esta afeccidon se adquirid en
el hospital y se manifestd después del alta hospitalaria.

Recoleccion y procesamiento de las muestras biolégicas: la recepcion de las
muestras se realizd antes del ingreso de los pacientes en la sala y aldn en los casos
hospitalizados, se evitd el tratamiento con antimicrobianos antes de su recoleccion:

- Sangre (para hemocultivo). Se recolectd en todos los pacientes estudiados, al
ingreso o en las primeras 24 h.
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- Esputo (para tincion de Gram vy cultivo). Se recolectd en todos los pacientes
estudiados al ingreso o en las primeras 24 h, con previo enjuague de la cavidad
bucal. La técnica de tincion de Gram se utilizdé para medir la calidad del esputo y en
aquellos casos donde se consider6 que esta fue inadecuada (d < 25 células
polimorfonucleares y e = 10 células epiteliales por campo menor 10x, segun

criterios de Murray y Washintong, 1975); se repitié la recoleccion y procesamiento
de esta muestra bioldgica.

Identificacion de los agentes bacterianos y determinaciéon de la sensibilidad
antimicrobiana: se realizé de acuerdo con las caracteristicas del crecimiento de las
bacterias aisladas en los medios de cultivo, con la posterior lectura, analisis e
interpretacién mediante el sistema semiautomatizado miniApi, siguiendo las
recomendaciones del fabricante (bioMérieux, Francia).

Se utilizaron las siguientes cepas de referencia como control: K. pneumoniae
700603, E. coli ATCC 25922; P. aeruginosa ATCC 27853.

RESULTADOS

De todas las muestras procesadas provenientes de los pacientes estudiados se
aislaron 74 bacterias potencialmente patdgenas, de las que se identificaron 32
cepas de bacterias gramnegativas provenientes del esputo (43,2 %). No se aislo
ningun microorganismo a partir del hemocultivo. Como se observa en la tabla, se
aislaron 11 cepas (34,3 %) de K. pneumoniae. Los microorganismos que le siguieron
en orden de frecuencia fueron: Pseudomonas aeruginosa (8 cepas: 25 %), E. coli
(4 cepas: 12,5 %). Solamente se clasificaron como neumonia nosocomial 3 casos,
causadas por K. pneumoniae (2 pacientes) y Raoultella spp (1 paciente).

Tabla. Bacterias gramnegativas identificadas a partir del esputo de pacientes

con YIH/sida y neumonia. Laboratorio de Microhiologia Clinica. IPK, 2008

Microorganismos Humero de cepas Parcentaje
L phelrmonias 11 34,3
SeolUdomonas aeruginosa 2 29
Ezcherichiz coli 4 12,5
Saoultalls spp. 3 0,3
Kabsialla oxyioca 1 3,1
Serratla marcences 1 3,1
Froteus ratigers 1 3,1
£, cloacae 1 3.1
Eulkharderia cepacia 1 31
Acinetobactar junni 1 3,1

Total 3z 100
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Como se observa en la figura 1, un elevado porcentaje de las principales
enterobacterias identificadas mostraron resistencia a las penicilinas, amoxicilina y
cefalosporinas de primera generacién. Frente al resto de los antimicrobianos
ensayados (cefoxitina, cefalosporinas de tercera generacion, cefepime,
ciprofloxacina, cotrimoxazol y amikacina), mas de la mitad de los aislamientos
fueron sensibles. No se identificaron cepas resistentes al meropenem. En relacién
con el resto de las enterobacterias identificadas, la totalidad de los aislamientos
fueron resistentes a la amoxicilina, amoxicilina/clavulanico (excepto P. rettgeri) y
cefalosporinas de primera generacidon (excepto K. oxytoca) y frente al resto de los
antimicrobianos todas las cepas identificadas fueron sensibles.
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Fig. 1. RFesistencia antimicrobiana de las principales enterobacterias identificadas en los
pacientes con YIH/sida v neumonia bacteriana, IPK, 2008,

La tercera parte de los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa mostro resistencia
a la ticarcilina y el 87 % al cotrimoxazol. Sin embargo, todos los aislamientos
fueron sensibles al meropenem, ciprofloxacina, gentamicina y amikacina. Los
porcentajes de resistencia frente al resto de los antimicrobianos fueron bajos:
piperacilina/tazobactam (25 %), ceftazidima (25 %) y cefepime (13 %) (Fig. 2). El
resto de los bacilos no fermentadores identificados (B. cepacia y A. junni) fueron
resistentes a las cefalosporinas de segunda generacion. A. junni mostro resistencia
a la ticarcilina. Ambas bacterias fueron sensibles a las cefalosporinas de cuarta
generacion y al meropenem.
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Fig. 2. Sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de FPseuw-
domona aerugincsz identificados en los pacientes con YIH/sida
Y neumonia bacteriana. IPK, 2008,

DISCUSION

En este estudio se destaca como causa de neumonia bacteriana en pacientes con
VIH/sida Klebsiella pneumoniae. Diferentes investigaciones destacan a K.
pneumoniae junto con otras enterobacterias, como uno de los agentes etiolégicos
frecuentes de la neumonia, sobre todo de las neumonias intrahospitalarias,
comportamiento que coincide con el de esta investigacion. También se observa el
predominio de este tipo de esta bacteria en los individuos de avanzada edad e
inmunodeprimidos!®!! y en los pacientes con VIH/sida que presentan un bajo
conteo de linfocitos CD, (< 50 cél/mm?3).1%14

Diversos estudios refieren que la deteccidn de bacteriemia ocurre en un porcentaje
bajo de pacientes (10 a 20 % de los enfermos hospitalizados por neumonia
adquirida en la comunidad (NAC).*>''® La baja positividad que se detecta en el
cultivo de las muestras de sangre, conduce a que se sugiera la no realizacion de
hemocultivos en todos los pacientes ingresados,!’ y que este se limite a los
pacientes mas graves o a los que no respondan al tratamiento empirico inicial.'®
Estos aspectos se corresponden con los hallazgos de este estudio, donde el
hemocultivo no mostré utilidad para el diagnéstico de la neumonia en dichos
pacientes.

Se sefiala que P. aeruginosa en raras ocasiones causa procesos infecciosos en los
individuos inmunocompetentes, comportandose como un agente oportunista en
aquellos que presentan diversos factores predisponentes: quemados, inmudeprimidos
(neutropénicos, sida), enfermos con fibrosis quistica y los sometidos a ventilacion
mecdnica.!® En las infecciones respiratorias agudas bajas de pacientes con VIH/sida
se identifica P. aeruginosa como la bacteria mas frecuente.?® A pesar de que en
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este estudio en ninguno de los casos estudiados este agente bacteriano provocd
una neumonia intrahospitalaria, se reconoce a P. aeruginosa como el patégeno mas
frecuente aislado en neumonias nosocomiales,'® aunque en esta investigacion el
porcentaje de neumonia nosocomial fue bajo. Este bacilo no fermentador provoca
una alta morbilidad y mortalidad en los pacientes con VIH/sida, fundamentalmente
en aquellos con infecciones pulmonares.?! La neutropenia, el tratamiento previo con
cefalosporinas y el conteo bajo de linfocitos CD,, son factores de riesgo para el
desarrollo de bacteriemia por P. aeruginosa en individuos con sida.°

Las enterobacterias de interés clinico, con la Unica excepcion de Salmonella y muy
probablemente de Proteus mirabilis, son portadoras de una B-lactamasa
cromosdémica, natural y propia de cada especie, con diferentes patrones esperados
de resistencia natural a los B-lactamicos, en funcion de la enzima implicada, que
incluyen la resistencia natural a las penicilinas,? lo que justifica la resistencia que
se observé en este estudio de las enterobacterias frente a amoxicilina. Diversos
autores?® identifican cepas de E. coli y K. pneumoniae resistentes a gran parte de
los B-lactamicos y se informa resistencia de K. pneumoniae a las cefalosporinas de
tercera generacidn (ceftazidima)®* y a las quinolonas.?®> Con excepcion de E. coli,
mas de la mitad de las enterobacterias identificadas en el presente estudio, se
mostraron sensibles a la ceftriaxona y al cefepime, asi como a la amikacina y
ciprofloxacina, resultados similares a otros estudios.?®?” A pesar del incremento del
uso de antimicrobianos de amplio espectro, algunos autores describen escasos
aislamientos de cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEEs).?® No obstante, otros estudios detectan altos porcentajes de enterobacterias
productoras de BLEEs, resistentes a las cefalosporinas de tercera generacién,
incluyendo ademas cepas de Klebsiella resistente a los carbapenémicos, en pacientes
sometidos a ventilacién mecénica.?® Se requerirdn estudios posteriores a esta
investigacion para determinar la presencia de enzimas BLEEs en las cepas
identificadas, que justificarian la resistencia frente a los B-lactamicos. Los
carbapenemes constituyen el grupo de B-lactdmicos mas estables a la hidrdlisis por
B-lactamasas y son resistentes a la accion de la mayoria de estas enzimas, incluyendo
AmpC y BLEEs de tipo TEM, SHV y OXA. La resistencia a estos antimicrobianos es
todavia poco frecuente, con excepcion de P. aeruginosa y otros bacilos
gramnegativos no fermentadores. Zhanel y otros, al igual que los resultados
obtenidos en este trabajo, tampoco identifican cepas de K. pneumoniae resistentes
al meropenem o imipenem.*°

La resistencia de P. aeruginosa a los B-lactdamicos se senala por diferentes
autores.?! P. aeruginosa produce una B-lactamasa cromosdmica inducible tipo
AmpC similar a la encontrada en algunas enterobacterias, mecanismo que le
confiere resistencia a los B-lactdmicos.?? Este microorganismo posee una resistencia
intrinseca a multiples antibioticos, lo que conlleva a una clara reduccién de las
posibilidades terapéuticas y por otra parte, posee una extraordinaria capacidad
para adquirir nuevos mecanismos de resistencia, por lo general mediante
mutaciones. Aunque si bien es cierto que la escasa permeabilidad de la membrana
externa de P. aeruginosa interviene en el mecanismo de la resistencia intrinseca,
probablemente el factor mas importante sea la presencia de bombas de expulsion,
sobre todo MexAB-OprM, con capacidad para expulsar a los B-lactamicos,
tetraciclina, cloranfenicol, macrdlidos, fluoroquinolonas, sulfonamidas y
trimetoprim.® Sin embargo, en este estudio, con excepcién de ticarcilina y
cotrimoxazol, la resistencia de Pseudomonas spp. frente a este grupo de
antimicrobianos fue escasa.

Los siguientes farmacos: meropenem, cefepime, piperacilina/tazobactam y amikacina,
se citan como los antimicrobianos mas efectivos contra cepas de P. aeruginosa.®®
En un estudio realizado en Tailandia entre pacientes con VIH/sida y neumonia, se
plantea que del 67 al 84 % de las cepas de P. aeruginosa son sensibles a la
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amikacina, meropenem y piperacilina/tazobactam.>* Salazar y otros, al investigar
cepas de P. aeruginosa provenientes de individuos con VIH/sida, en el Instituto de
Medicina Tropical "Pedro Kouri", Cuba, observaron el 100 % de sensibilidad frente a
la gentamicina y bajos porcentajes de resistencia a la ceftazidima y ciprofloxacina,®
comportamiento similar al observado en este trabajo. La resistencia de P.
aeruginosa frente al imipenem ha sido identificada por algunos autores,?* patrén
gue no se observé en esta investigacion.

Se requeriran estudios posteriores mas amplios, que abarquen un periodo de tiempo
mayor y una muestra mas significativa para predecir los probables patrones de
resistencia de las enterobacterias causantes de neumonia en los pacientes con
VIH/sida. Sin embargo, en esta investigacién, se demostré que las bacterias
gramnegativas causan neumonia en un porcentaje no despreciable para este tipo
de pacientes, y se comprob6 ademas que, a pesar de que persisten cepas resistentes
frente a diversos antimicrobianos, las cefalosporinas, quinolonas y los carbapenémicos
muestran, de forma general, una adecuada actividad frente a este grupo de
bacterias.
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