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RESUMEN

Introduccién: en pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana/sida se
incrementa el riesgo de padecer infecciones por enterobacterias.

Objetivo: caracterizar fenotipicamente las enterobacterias causantes de
infecciones en estos pacientes.

Métodos: se realizd un estudio descriptivo prospectivo, en el Instituto "Pedro
Kouri", de marzo de 2010 a marzo de 2011. Se procesaron muestras de esputo,
lavado bronquial, secreciones faringeas, oticas y vaginales, orina, fecales, lesiones
de piel, sangre y catéteres, en 65 pacientes (ambulatorios y hospitalizados). La
identificacion bacterioldgica y la susceptibilidad antimicrobiana de los 73
aislamientos, se determinaron mediante sistema VITEK 2 Compact (bioMérieux,
Francia).

Resultados: se identificaron Escherichia coli (30), Klebsiella spp. (19),
Enterobacter spp. (15), Proteus spp. (7) y Serratia spp. (2). Prevalecieron las
sepsis en pacientes hospitalizados (87,7 %). Menos de 50 % de las enterobacterias
resultaron resistentes a las cefalosporinas, excepto Klebsiella spp. y Enterobacter
spp. (68,4 % y 93,3 % de resistencia a cefepima y cefoxitina, respectivamente), y
mas del 80 % se mostro sensible a la amikacina. Se observé resistencia a
piperazilina/tazobactam y ciprofloxacina en 27,3 % y 15 %, respectivamente. Se
detectd 34,2 % de cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido.
Conclusiones: Escherichia coli y Klebsiella spp. causan frecuentemente infecciones
en pacientes VIH/sida. El estudio de la sensibilidad antimicrobiana por VITEK 2
Compact, sugiere que las cefalosporinas, aminoglucésidos, quinolonas y
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piperacilina/tazobactam, pudieran constituir una alternativa terapéutica en estos
casos.

Palabras clave: pacientes VIH/sida, infecciones, Enterobacteriaceae, sensibilidad
antimicrobiana, fenotipos de resistencia.

ABSTRACT

Introduction: the risk of infections caused by enterobacteria increases in HIV
patients.

Objective: to phenotypically characterize the enterobacteria responsible for
infections in these patients.

Methods: a prospective and descriptive study was conducted in "Pedro Kouri"
Institute from March 2010 to March 2011. Samples of sputum, bronchial lavage,
pharyngeal, ear and vaginal secretions, urine, stool, skin lesions, blood and
catheters taken from 65 patients (ambulatory and hospital) were processed.
Bacterial identification and antimicrobial susceptibility of 73 isolates were
determined by automated system VITEK 2 Compact (bioMérieux, France).
Results: Escherichia coli (30), Klebsiella spp. (19), Enterobacter spp. (15), Proteus
spp. (7) and Serratia spp. (2) were identified. Sepsis in hospitalized patients (87.7
%) was prevalent. Less than 50 % of Enterobacteriaceae were resistant to
cephalosporins, except Klebsiella spp. and Enterobacter spp. (68.4 % and 93.3 %
resistance to cefepime and cefoxitin, respectively) and over 80% were sensitive to
amykacin. Resistance to piperacillin/tazobactam and ciprofloxacin was observed in
27.3 % and 15 % of cases, respectively. In the study, 34.2 % of extended-
spectrum beta-lactamases- producing strains was detected.

Conclusions: Escherichia coli and Klebsiella spp. often cause infections in HIV
patients. The study of antimicrobial susceptibility by using VITEK 2 Compact
system, suggests that cephalosporins, aminoglycosides, quinolones and
piperacillin/tazobactam, could be effective therapeutic alternatives in these cases.

Key words: HIV/AIDS patients, infection, Enterobacteriaceae, antimicrobial
susceptibility, resistance phenotypes.

INTRODUCCION

Dentro de la familia Enterobacteriaceae se involucran en la etiologia de las
infecciones bacterianas en pacientes con VIH/sida, 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 nimero
de linfocitos TCD4 menor que 100 células/mm?3.! La hospitalizacién frecuente y
prolongada, ademas del uso de quimioprofilacticos para impedir el desarrollo de las
enfermedades oportunistas, originan un incremento de la resistencia antimicrobiana
en bacterias identificadas en los pacientes con VIH/sida.? Actualmente se pueden
realizar las pruebas bioquimicas y enzimaticas con equipos automatizados
comerciales, entre los que se encuentra el sistema automatizado VITEK 2 Compact
(bioMérieux, Francia), que realiza la identificacién microbiana, asi como la deteccidn
e interpretacién de la resistencia antimicrobiana. Este sistema ofrece multiples
ventajas en cuanto al diagnodstico de las infecciones y ha sido demostrada su
eficacia en relacion con la concordancia con los métodos manuales convencionales,
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para la identificacion y el estudio de la sensibilidad antimicrobiana de las bacterias
grampositivas y gramnegativas, que se identifican habitualmente en los
laboratorios de microbiologia.?

La importancia del tema motivé la realizacién de esta investigacion, que se propuso
como objetivo principal identificar, determinar la sensibilidad y caracterizar los
fenotipos enzimaticos de resistencia de las enterobacterias causantes de infecciones
en pacientes con VIH/sida, que acudieron al Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri" (IPK), entre marzo de 2010 hasta marzo de 2011.

METODOS

Se realiz6é un estudio descriptivo prospectivo en el Laboratorio de Microbiologia
Clinica del IPK, entre marzo de 2010 hasta marzo de 2011, para caracterizar
fenotipicamente las enterobacterias identificadas en este periodo de tiempo. Se
caracterizaron 73 cepas de enterobacterias aisladas de diversas muestras clinicas
(esputo, lavado bronquial, secreciones faringeas, oticas y vaginales, orina, lesiones
de piel, sangre y muestras procedentes de catéteres) provenientes de pacientes
VIH/sida, tanto ambulatorios como hospitalizados.

Criterios de exclusion: se excluyeron las muestras procedentes de los pacientes que
estuvieron bajo tratamiento con antimicrobianos 7 dias previos a la recoleccién de
las muestras clinicas.

La identificacion bacterioldgica, el comportamiento de susceptibilidad
antimicrobiana (frente a ampicilina, ampicilina/sulbactam, piperazilina/tazobactam,
cefoxitina, ceftazidima, cefepima, gentamicina, amikacina, ciprofloxacina) y los
fenotipos enzimaticos de resistencia se determinaron mediante el sistema
automatizado VITEK 2 Compact (bioMérieux, Francia).

Siguiendo las indicaciones del fabricante, se prepararon los indculos hasta alcanzar
una densidad éptica de 0,5-0,63 en la escala de McFarland. Las tarjetas de
identificacidn y susceptibilidad utilizadas fueron GN y AST-N082, respectivamente.
Los diversos fenotipos enzimaticos de resistencia en las enterobacterias
identificadas: produccion de betalactamasas de expectro extendido (BLEEs),
presencia de cefalosporinasa cromosémica clase C (Ampc), betalactamasa SHV1,
penicilinasa adquirida o inhibidores, produccién de acetiltransferasa o
nucleotiltransferasa. También se determinaron mediante el sistema VITEK 2
Compact.

Cepas control (ATCC): Klebsiella pneumoniae 700603, Escherichia coli 25922,
Proteus mirabilis 12453, Enterobacter aerogenes 13048.

Andlisis estadistico: los datos se procesaron mediante el programa Microsoft Excel
(Windows XP). Los resultados se expresaron en porcentajes y se mostraron en
tablas y graficos. La asociacidn entre la hospitalizacién y produccién de BLEEs, se
midié calculando la razén de confianza (odds ratio, por sus siglas en inglés),
considerando significativos valores superiores a 1,5 con un intervalo de confianza
de 95 %.
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RESULTADOS

En esta investigacion se identificaron 73 aislamientos de enterobacterias
provenientes de 65 pacientes con VIH/sida. Las enterobacterias identificadas fueron
Escherichia coli (30), Klebsiella spp. (19), Enterorobacter spp. (15), Proteus spp.
(7) y Serratia spp. (2) (Fig. 1). En la figura 2 se indica el origen de las muestras
estudiadas, con un predominio de los esputos (44 %) y las muestras de orina

(19 %). Prevalecieron las enterobacterias aisladas de infecciones en pacientes
ingresados (85 %).

B Escherichia coli
Klebsiella

B Enterobacter
B PFProteus

Serratia

Fig. 1. Enterobacterias identificadas en pacientes con VIH/sida.
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Fig. 2. Distribucién de las muestras clinicas estudiadas segln origen.

El comportamiento de la resistencia de las enterobacterias identificadas frente a los
principales grupos de antibidticos se muestra en la tabla 1, en la cual se observa un
bajo porcentaje de enterobacterias resistentes a piperacilina/tazobactam. De forma
general, la resistencia a las cefalosporinas fue baja, con excepcion de Klebsiella
spp. Y Enterobacter spp. (68,4 % y 93,3 % de resistencia a cefepima y cefoxitina,
respectivamente). De las cepas de enterobacterias identificadas, mas de 80 % fue
sensible a la amikacina. En esta investigacion no se identificaron enterobacterias
resistentes a los carbapenémicos. Con respecto a los fenotipos de resistencia a los
betalactamicos, prevalecieron las enterobacterias productoras de BLEEs (34,2 %) y
con penicinilasas adquiridas (15,1 %) (tabla 2). Escherichia coli fue la
enterobacteria predominante respecto a la produccidon de estas enzimas (52 %). Se
observd ademas que las cepas productoras de BLEEs presentaron un elevado
porcentaje de resistencia frente a otros antimicrobianos (72 % a gentamicina y

92 % al acido nalidixico).

Como se expone en la tabla 3, no se observé asociacion entre la hospitalizacion y la
presencia de enterobacterias productoras de BLEEs (razon de confianza 0,92 (0,76-
1,11); p= 0,319).

En la tabla 4 se presenta la relacion de los fenotipos enzimaticos de resistencia a
los aminoglucésidos, observandose que el mayor porcentaje correspondio a la
combinacion de enzimas modificantes de tipo nucleotiltransferasa ANT (27 ),
acetiltransferasa AAC (3 ")-II y acetiltransferasa AAC (3 ")-I.
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Tabla 1. Comportamiento de la resistencia antimicrobiana de las enterobacterias identificadas
en las infecciones en pacientes con VIH/sida

Porcentaje de entercbacterias resistentes

Antibidticos Escherichia | Klebsiella | Enterobacter | Proteus | Serratia | L .
coli spp. spp. spp. spp.
Ampicilina 76,6 100 100 100 100 8o
Ampicilina/Sulbactam 56,6 31,6 93,3 57,1 100 56
Piperacilina/Tazobactan 20 26,3 33,3 42,8 E0 27,3
Cefoxitina 10 14,5 93,3 28,6 a 28,7
Ceftazidima 40 36,8 40 28,6 a 38,5
cefepima 40 68,4 23,3 28,6 [3] 46,5
Gentamicina 33,3 31,6 26,6 42,8 5a 28,7
Amikacina 3,3 5,26 L, 26 14,3 a g,2
Ciprofloxacino &0 31,6 13,3 28,6 50 39,7
Meropenam a a a a a a

Tabla 2. Distribucién de las enterobacterias causantes de infecciones en los pacientes con VIH/sida
segun el fenotipo enzimatico de resistencia a los betalactamicos

Mecanismao | Escherichia Klebsiella Enterobacter Proteus Serratia Total
de colf spp. spp. spp. spp. n= 73
resistencia n= 20 n= 19 n= 15 n=7 n=2

enzimatico MNo. %o MNo. % Mo. %o MNo. %o Mo, | % | No. %o
BLEEs 13 52 7 28 3 12 2 g - - 25 24,2
Ampc - - - - 5] 100 - - - - 5] g,2
SHV1 2 100 - - - - - - - - 2 2,7
Peniciinasa | ;| g5 ¢ 2 18,1 - - 2 181 | - - 11 | 15,1
adquirida

Inibidores 2 100 _ _ _ _ _ . _ _ 5 2,7
Oxa

BLEEs: betalactamasas de expectro extendido; AmpC: cefalosporinasa cromosdmica clase C;
SHV1: betalactarasa tipo SHV 1.

Tabla 3. Distribucidn de las enterobacterias productoras de betalactamasas de expectro extendido

seqgun su origen extrahospitalario o intrahospitalario

Infecciones Infecciones

. . ) ) ) Total

intrahospitalarias extrahospitalarias
Enterobacterias
BLEEs + 21 4 25
Enterobacterias
BLEES - 44 4 48
Total 65 g 73

Razon de confianza (odds ratio) 0,92 (0,76-1,11); p 0,219,

http://scielo.dd.cu

71


http://scielo.sld.cu

Revista Cubana de Medicina Tropical. 2013; 65(1) 66-77

Tabla 4. Distribucion de las enterobacterias causantes de infecciones en los pacientes con VIH/sida
segun el fenotipo enzimatico de resistencia a los aminoglucdsidos

Escherichia | Klebsiella | Enterobacter Proteus Serratia Total
Mecanismo coll spp. spp. spp. spp. 73
de resistencia n= 30 n= 19 n= 15 n=7 n= 2

MNo. S MNo. % MNo. %% MNo. % MNo. S MNo. %o

Acetiltransferasa AAC(6 " 4 13,3 1 5,3 1 2 28,0 - - 8 11

Acetiltransferasa AAC(6 "
AAC(3 )T, AAC(2 )L,
AAC(3 )TV,
NucleotiltransferasaANT(2" ")

Acetiltransferasa AAC(6 "), 1

AAC(3)-1, AAC(2")-1V, 3,3 - - - - - - - - 1 1,4
NucleotiltransferasaANT(2 ™~
NucleotiltransferasaANT(2 ™"
Acetiltransferasa AAC(3 ")-1I, - 5 26,3 4 22,2 3 42,8 - - 12 16,4
AAC(3 )1

Acetiltransferasa AAC(6 ), -
AAC(3 )T,

AAC(3 )11,
MNucleotiltransferasaANT(2" ")

(=]
(=]

23,3 | - - - - - - - - 7 10

3
4
3
4

DISCUSION

El comportamiento de las enterobacterias identificadas en este estudio se
corresponde con los resultados de diversos autores, que destacan E. coli y especies
de Klebsiella, como agentes etioldgicos de infecciones en pacientes con VIH/sida,
sobre todo en los que presentan un compromiso severo del sistema inmunitario.*
En los pacientes inmunodeprimidos y entre ellos los seropositivos al VIH/sida, se
incrementa el riesgo de infecciones nosocomiales, de las que 15 a 18,3 % son
infecciones del tracto respiratorio inferior. Las infecciones intrahospitalarias
constituyen un problema de salud, ademas contribuyen a un incremento de la
estadia en la institucion sanitaria y por ende al costo adicional. Se considera que
este tipo de pacientes son los de mayor riesgo, debido a la estancia prolongada en
el hospital y en ocasiones en unidades de cuidados intensivos. Muchos de estos
individuos presentan diferentes objetos médicos de soporte vital, sonda urinaria,
catéteres intravasculares, tubos endotraqueales, ventilacion mecanica que son vias
de entradas de microorganismos multirresistentes y a través de estos objetos
artificiales se facilita la colonizacién de esos microorganismos patégenos.® Estos
aspectos explican la preponderancia en esta investigacion de enterobacterias
identificadas a partir de pacientes ingresados.

Este trabajo mostrd un predominio de muestras de esputo analizados por sospecha
de sepsis respiratoria, comportamiento que se justifica, porque varios autores
sefalan que en esos pacientes se incrementa el riesgo de padecer una neumonia
bacteriana entre 10 y 30 veces.® Del mismo modo, el riesgo de sepsis urinaria
aumenta hasta 3 veces en los pacientes con VIH/sida.’

El patrén de resistencia a la ampicilina de las enterobacterias identificadas en esta
investigacidn fue el esperado, si se tiene en cuenta que las enterobacterias de
interés clinico, con la Unica excepcion de Salmonella y muy probablemente de
Proteus mirabilis, son portadoras de una beta-lactamasa cromosdmica, natural y
propia de cada especie, con diferentes patrones esperados de resistencia natural a
los beta-lactamicos, en funcidn de la enzima implicada; que incluyen la resistencia
natural a las penicilinas,® lo que fundamenta el elevado porcentaje de resistencia a
la ampicilina que se observo en las enterobacterias identificadas.
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Los inhibidores de las betalactamasas (acido clavulanico, sulbactam, tazobactam)
actuan sobre los betalactdmicos mediante un mecanismo de inhibicién competitivo
e irreversible. Tienen una estructura analoga a la de los betalactdmicos, compiten
con estos por el sitio de unidn a las betalactamasas y se fijan a estas enzimas en
un tiempo suficiente como para permitir que actue el betalactamico. La asociacion
piperazilina/tazobactam, es actualmente una de las combinaciones mas eficaces
que se usan en el paciente critico.® Los resultados de esta investigacidn sugieren
una elevada sensibilidad de las enterobacterias frente a esta combinacién de
antimicrobianos; diversos autores, de manera similar a nuestros resultados,
describen discretos porcentajes de resistencia de enterobacterias frente a este
antibidtico.°

En este estudio, la resistencia a las cefalosporinas de forma general fue baja en
comparacion con los resultados de Lee y otros, que sefalan una elevada
prevalencia de K. pneumoniae resistente a las cefalosporinas de tercera generacion
en Korea;!! aunque se debe tener en cuenta que el niimero de pacientes y el
periodo de tiempo que senalan estos autores es superior. De manera similar a los
resultados de este trabajo, en Cuba, Rodriguez y Martinez describen un bajo
porcentaje de aislamientos de K. pneumoniae resistentes a cefazolina y cefotaxima
en infecciones respiratorias bajas.!?

El mecanismo de resistencia mas frecuente de las enterobacterias a los beta-
lactdmicos, es la produccidn de beta-lactamasas.'® Con el VITEK 2 Compact se
sefiala una adecuada sensibilidad para la deteccidén de las BLEEs. Este sistema, para
la deteccion de BLEEs, utiliza tarjetas con cefepime, cefotaxima y ceftazidima, solas
y en combinacién con &cido clavuldnico.!* La verdadera prevalencia de BLEEs en
diversas regiones del mundo es desconocida y quiza esté subestimada por las
dificultades de su deteccidn en el laboratorio. Sin embargo, queda claro que los
microorganismos productores de estas enzimas estan distribuidos mundialmente y
en incremento.!® En pacientes con VIH/sida también se describe una elevada
incidencia de enterobacterias productoras de BLEEs en nasofaringe y
hemocultivos.'®

El patrén de multirresistencia que se observé en las enterobacterias aisladas en
este estudio es un comportamiento habitual en ese tipo de bacterias. La
multirresistencia en las cepas productoras de BLEEs es un fenomeno bien
reconocido. Las BLEEs no tienen efecto intrinseco en la actividad de los
aminoglucosidos, pero la resistencia a estos puede cotransferirse con BLEEs a
través de plasmidos, que ademas portan genes de resistencia a otros antibioticos,
como cotrimoxazol y las quinolonas.'’

Es bastante comun el predominio de enterobacterias productoras de BLEEs en
pacientes hospitalizados, sobre todo en la medida en que se prolonga la estadia en
la institucidn hospitalaria.'® Sin embargo, en esta investigacién no se observé
asociacion entre la hospitalizacién y la presencia de enterobacterias productoras de
BLEEs. En la India, en un estudio epidemioldgico de bacteriemias por
enterobacterias productoras de BLEEs, Abhilash y otros sefialan una elevada y
alarmante prevalencia de enterobacterias productoras de BLEEs en pacientes
provenientes de la comunidad, en comparacidén con otras investigaciones; ellos
atribuyen este comportamiento al uso excesivo de antimicrobianos en la
comunidad, como las cefalosporinas de tercera generacién.*®

A pesar de que se ha alertado acerca del incremento del nUmero de enterobacterias
resistentes a los carbapenémicos,?® ninguna de las cepas identificadas en este
estudio mostrd resistencia frente a este grupo de antimicrobianos. Resultados
similares se describen por otros autores en la Republica Checa, que sefialan solo
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una prevalencia de 0,07 % de cepas con concentracion minima inhibitoria (CMI)
para meropenem mayor o igual que 2 mg/L y ho comprueban presencia de
metalobetalactamasas o carbapenemasas en ningun aislamiento;?! aunque su
estudio abarca un nimero superior de cepas y, ademas, comprueban sus
resultados con métodos de referencia como prueba modificada de Hodge y métodos
moleculares, lo que constituye una limitante en esta investigacion.

Diversos autores sefialan cifras similares a este trabajo, en cuanto al discreto
porcentaje de resistencia de las enterobacterias frente a las quinolonas, aunque
alertan acerca del incremento gradual de esta en el tiempo frente a ese grupo de
drogas.??

La resistencia de los aislamientos clinicos frente a los aminoglucésidos varia segun
la droga especifica, el microorganismo, el mecanismo de resistencia, el area
geografica y muchos otros factores; esta generalmente asociada a la modificacion
enzimatica del antibidtico. Las acetiltransferasas AAC(3) estan ampliamente
distribuidas entre los diferentes géneros bacterianos y constituyen el segundo y
mayor grupo de acetiltransferasas de los aminoglucésidos, ademas representan el
grupo mas comun que confiere resistencia a estos farmacos mediada por acetilasas,
después de las enzimas acetilasas AAC(6)-I, también el gen para ANT(2")Ia, esta
considerablemente distribuido en las bacterias gramnegativas,?® lo que se
corresponde con lo resultados de este trabajo.

La deteccidn fenotipica de los mecanismos de resistencia en bacterias
gramnegativas, se basa sobre todo en métodos de difusidn y dilucidn, que
requieren, como minimo, 48 h desde que el producto patoldgico llega al laboratorio,
por lo que se han disefiado nuevos métodos para acortar este tiempo.?* Los
métodos basados en bioensayos, en el analisis del perfil de sustrato o en técnicas
moleculares, son mas propios para la caracterizacidon especifica, que Utiles en la
deteccién; habitualmente se aplican una vez demostrada la presencia de la BLEEs
por los métodos fenotipicos?® y, por otra parte, ofrecen la desventaja en relacién
con un coste mas elevado y el grado de especializacidon que se requiere para su
aplicacién, por lo que los métodos moleculares suelen estar centralizados en
laboratorios o centros de referencia. Asimismo, la identificacion molecular no es
siempre accesible de forma inmediata y, generalmente, se utiliza junto con la
identificacion tradicional. Cada método, tomado en el momento adecuado, aporta
soluciones de gran valor al microbiélogo clinico.?*

Esta investigacidon muestra que, dentro del grupo de las enterobacterias, las
infecciones por Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae son frecuentes en pacientes
VIH/sida. El estudio de la sensibilidad antimicrobiana mediante el sistema
automatizado VITEK 2 Compact, sugiere que las cefalosporinas, los
aminoglucosidos, las quinolonas y piperacilina/tazobactam, pudieran constituir una
alternativa terapéutica efectiva en estos casos. A pesar de que en este trabajo no
se emplearon métodos moleculares para la caracterizacion microbioldgica de las
cepas identificadas, consideramos que el sistema VITEK 2 Compact ofrece multiples
ventajas para el diagndstico de las infecciones, sobre todo en cuanto a la rapidez
del informe y la suficiente confiabilidad de los resultados, para beneficio del
tratamiento clinico de los pacientes. Seran necesarios futuros estudios de
caracterizacion por métodos fenotipicos de referencia y moleculares, que
enriquecerian este trabajo y permitirian verificar estos resultados.
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