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Resumen

Objetivo: el objetivo de este estudio fue analizar el genotipo y susceptibilidad antimicro-
biana de Pseudomonas aeruginosa de pacientes con fibrosis quistica y otras patologias.
Materiales y métodos: se analizaron 20 aislados de pacientes con fibrosis quistica y 20 de
pacientes con otras enfermedades por medio de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana
por microdilucion en caldo y técnica del ADN polimorfo amplificado aleatorio.
Resultados: se observé que los aislados de pacientes con fibrosis quistica presentaron
mayor resistencia (56 %) en comparacion con aislados de pacientes sin fibrosis quistica
(25 %). Los antimicrobianos mds efectivos en ambos grupos fueron cefepima, ceftriaxona y
meropenem. Desde el punto de vista genotipico, se observa heterogeneidad entre las cepas
de pacientes con fibrosis quistica y dos grupos con cepas idénticas de origen hospitalario,
lo que sugiere una posible transmision cruzada.

Conclusion: Concluimos que los porcentajes de resistencia de Pseudomonas aeruginosa
en este estudio son altas, y este hallazgo se acentiia en el caso de pacientes con fibrosis
quistica, lo cual deja muy pocas opciones de tratamiento. La tipificacion por técnica del
ADN polimdrfico amplificado aleatorio permitié conocer la variabilidad de genotipos para
tener control sobre la transmision de cepas, lo cual constituye un tépico de importancia en
el sistema de salud y el mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, técnica del ADN polimérfico amplificado
aleatorio, fibrosis quistica, pruebas antimicrobianas de difusién por disco, plasmidos.
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Abstract

Objective: Our aim was to analyze genotype and antimicrobial susceptibility of Pseudo-
monas aeruginosa from cystic fibrosis patients and other diseases.

Materials and methods: We analyzed 20 isolates from cystic fibrosis patients and 20
from patients with other diseases by dilution antimicrobial susceptibility test and random
amplified polymorphic DNA technique.

Results: We found that isolates from cystic fibrosis patients had higher resistance (56 %)
than isolates from patients without cystic fibrosis (26 %). The most effective antimicrobi-
als in both groups were cefepime, ceftriaxone and meropenem. With regard to the geno-
type, we observed heterogeneity between strains from cystic fibrosis patients and two clus-
ters with identical strains from hospital origin, suggesting a possible cross transmission.
Conclusion: We concluded that the resistance rate of Pseudomonas aeruginosa in this
study was high and this finding is accentuated in patients with cystic fibrosis, leaving few
treatment options. Typification by random amplified polymorphic DNA technique allowed
us to know the variability of genotypes to control strain transmission; this is an important
topic to optimize health services and the quality of life of our patients.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, random amplified polymorphic DNA tech-
nique, cystic fibrosis, disk diffusion antimicrobial tests, plasmids.

INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad
hereditaria autosémica recesiva causada por
mutaciones en el gen CFTR (Regulador dela
Conductancia Transmembrana dela Fibrosis
Quistica) que causan defectos severos en el
transporte transepitelial del i6n cloruro, lo
cual afecta la composicion del moco, secre-
ciones glandulares y depuracién mucociliar;
esto resulta en una mayor predisposicion a
la colonizacién bacteriana de las vias aéreas
que progresivamente lleva a exacerbaciones
respiratorias y a un proceso inflamatorio
crénico (1). Este padecimiento también se
caracteriza por presentar otras anormalida-
des gastrointestinales y nutricionales que
aumentan la morbilidad y mortalidad de los
pacientes afectados (2).

La FQ afecta a méds de 30 000 personas en
Estados Unidos (3), y en Latinoamérica la
incidencia varia debido a la heterogenicidad
étnica; se han encontrado valores significati-
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vos como 1/3.900 y otros considerablemente
bajos de 1/8.500 (4, 5). El microorganismo
maés frecuentemente aislado en las secre-
ciones respiratorias de pacientes con FQ es
Pseudomonas aeruginosa, el cual coloniza las
vias aéreas en el 30% de los ninos entre dos
y cinco anos y en el 80 % de los adultos con
FQ (6 -8), asocidndose con deterioro y reduc-
cién de la funcién pulmonar, que finalmente
conduce a fallo respiratorio y muerte del
paciente (9, 10).

Las primeras cepas que colonizan las vias
aéreas de pacientes con FQ son similaresalas
encontradas en otras partes del organismo y
en el ambiente, pero el deterioro pulmonar
progresivo va acompanado de un proceso
adaptativo que promueve la conversiéon
hacia cepas mucoides, caracterizadas por
su produccion de alginato. Las consecuen-
cias de este proceso son el establecimiento
de la colonizacién pulmonar, formacién de
biopeliculas de microcolonias, reduccién de
la susceptibilidad a los antimicrobianos y
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desarrollo deunainfeccién pulmonar crénica
(1,11, 12).

Esta bacteria rara vez causa infecciones
serias en pacientes sanos, y aun patologias
diferentes a FQ, como infecciones de vias
urinarias, infecciones de heridas cutdneas y
del tracto gastrointestinal, son mas faciles de
erradicar y la resistencia antimicrobiana no
es tan elevada como en el caso de pacientes
con FQ infectados de forma crénica (13, 14).

En los dltimos afios se ha observado un gran
aumento en la resistencia de P. aeruginosa a
los antibiéticos comtinmente usados en pa-
cientes con FQ (15, 16). En Colombia se han
realizadoalgunosestudios de susceptibilidad
antimicrobiana y serotipificacion de aislados
de P. aeruginosa en diferentes servicios hospi-
talarios; algunos de estos han reportado un
crecienteaumento dela resistencia antimicro-
biana a quinolonas y algunas cefalosporinas
(17-20). Sin embargo, en Colombiano se han
realizado estudios de P. aeruginosa aisladas
de pacientes con FQ con el fin de conocer las
caracteristicas genotipicas que determinan su
virulencia y multirresistencia en este grupo
de pacientes (21, 22).

La infeccién crénica producida por P. aeru-
ginosa en pacientes con FQ también esta
determinada por el desarrollo y seleccion
de cepas con altas tasas de mutaciones que
le permiten adaptarse al ambiente complejo
y exigente presente en los pulmones de pa-
cientes con FQ. La heterogeneidad de este
habitat es ejercida por la accién leucocitaria,
tejido pulmonar en deterioro y tratamientos
antimicrobianos realizados durante muchos
anos. La presencia constante de estas cepas
representa una gran preocupacién en el abor-
daje médico de este tipo de pacientes porque
son mas resistentes a los antimicrobianos, y
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es muy probable que sean resistentes incluso
a nuevos farmacos en diseno (21, 22).

La relacion epidemioldgica entre cepas de
P. aeruginosa de pacientes con FQ ha sido
ampliamente estudiada y depende del tipo
de tratamiento que reciben los pacientes y
el contacto con otros pacientes con la misma
condicién (23,24). Algunosreportesenlos que
seutilizaron técnicas de genotipificaciéon mo-
lecular han mostrado la frecuente presencia
de cepas transmisibles de P. aeruginosa entre
pacientes con FQ que asisten al mismo cen-
tro de salud o que guardan alguna relacion
entre si (25 - 28). Estos clones podrian ser
mas virulentos y empeorar el prondstico de
los pacientes (25 - 28), mientras que en otros
estudios se ha encontrado que los pacientes
estan colonizados por clones tinicos diferen-
tesentre si que hansido adquiridos en etapas
tempranas de la enfermedad (29, 30).

El objetivo denuestro estudio fue determinar
la susceptibilidad antimicrobiana y conocer
los patrones moleculares obtenidos median-
te el método de la reaccién en cadena de la
polimerasa de ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD -PCR) de muestras
de P. aeruginosa aisladas de pacientes con
FQ y pacientes con otras entidades clinicas
diferentes a FQ en la ciudad de Cartagena
de Indias (Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y procesamiento de muestras:
el proceso de recolecciéon de muestras se
desarroll6 en la ciudad de Cartagena de
Indias entre 2008 y 2009, donde se recolecta-
ron 20 muestras de esputo, previo enjuague
oral con agua potable, de pacientes con FQ
pertenecientes al Programa de “Atencién
Integral del Paciente con Fibrosis Quistica
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y su Familia”, coordinado por el grupo de
investigacion UNIMOL en la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cartagena.
Adicionalmente se registraron datos de filia-
cién y tipo de colonizacién de los pacientes.
Seseleccionaronademds 20 aislados positivos
para P. aeruginosa provenientes de cultivos
realizados a pacientes hospitalizados con
entidades no-FQ en el Hospital Naval de
Cartagena, Clinica Madre Bernarda y Hos-
pital Universitario del Caribe (Cartagena de
Indias) que se recolectaron y almacenaron
por un periodo de 3 meses.

Cultivo microbiolégico e identificacion: el
aislamiento e identificaciéon de las poblacio-
nes bacterianas se realiz6 en el Laboratorio
de Investigaciones (Facultad de Medicina,
Universidad de Cartagena, Cartagena de
Indias, Colombia), en el cual se cultivaron las
muestrasenmedios enriquecidos y selectivos,
como Cetrimide, MacConkey, EMB y sangre
(Oxo0id, Hampshire, United Kingdom). Se
efectud incubacion a 37°C por 24 horas, y se
realiz6 la coloracién respectiva (Gram), ade-
mas deanalizarlas caracteristicas fenotipicas
de las colonias (color, olor, pigmentacion y
mucosidad, entre otras). Adicionalmente se
sembraron placas de Agar Mueller - Hinton
(Oxo0id, Hampshire, United Kingdom), que se
incubaron a 42°C por 48 horas y se realiz6 la
pruebadeoxidasa, confirmandolanaturaleza
de P. aeruginosa. En casos en los que el tipo de
bacteriaaisladanoeraclaro,se permiti6 el cre-
cimientoenagares especificos de Pseudomonas
spp, como agares F y P (Oxoid, Hampshire,
United Kingdom) y utilizacién del sistema
API 20 NE (bioMérieux Vitek, Hazelwood
Mo, EU) para confirmar la naturaleza del
microorganismo. El cultivo se conservo
en caldo LB (Luria Bertani Sigma-Aldrich,
Allenton PA, EU) para posterior andlisis y
realizacion de nuestro estudio.
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Analisis de sensibilidad antimicrobiana:
se realizaron pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana para todos los aislados utili-
zando el método de microdilucién en caldo
de acuerdo con las indicaciones del CLSI
(31). Los siguientes antimicrobianos fueron
ensayados: amikacina, cefepima, ceftriaxona,
ciprofloxacina, gentamicina, meropenem y
piperacilina/tazobactam (todos obtenidos
de fuentes comerciales). Los puntos de corte
para todos los antibitticos utilizados fueron
de acuerdo con los criterios del CLSI (32).
La concentracion minima inhibitoria (CMI)
fue definida como la concentracién de anti-
biético més baja que inhibi6 el crecimiento
visible de microorganismos. P. aeruginosa se
consider6é multirresistente si se encontraba
resistencia a todos los antimicrobianos ensa-
yados en al menos dos de las siguientes tres
clases: betalactdmicos (cefepima, ceftriaxo-
na, meropenem, piperacilina/tazobactam),
aminoglucésidos (amikacina, gentamicina)
y quinolonas (ciprofloxacina) (33, 34).

Extraccion de ADN bacteriano: para la
obtencién del ADN se sigui6 el método de
CTAB (35). Las muestras fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de agarosa
(figura 1) y secongelaron a-65°C, en un perio-
do méximo de 1 semana hasta su utilizacion
en la RAPD-PCR.

Amplificacion de ADN bacteriano por
RAPD-PCR:1laRAPD-PCR fuedesarrollada
en tubos de PCR de 200 pL (Simport, Beloeil
Qc, Canada). Cada reaccion estandarizada
se llevo a cabo en un volumen final de 25 uL
que contenia 100 ng de ADN molde, 7,5 pM
de cebador, 200 uM de cada deoxinucleétido
trifosfatado (ANTPs) (Invitrogen Brasil Ltda,
Sao Paulo, Brasil), 0,5 U de Tag DNA polime-
rasa recombinante (Invitrogen Brasil Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) en un amortiguador que
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consistié en20mM Tris - HCl (pH 8,4), 50 mM
KCl y 3mM MgCl, (Invitrogen Brasil Ltda.,
Sao Paulo, Brasil). Todos los experimentos
fueron realizados por duplicado. Para la
identificacion y tipificacién molecular de los
distintos aislados bacterianos se emple¢ el
cebador aleatorio OPY - 2 (CATCGCCGCA)
(Eurofins MWG Operon, Huntsville AL, EU).

Todas las reacciones de amplificacién por
PCR se realizaron en termociclador Genius
(Techne Incorporated, Burlington NJ, EU).
El programa de ciclos utilizado fue 94°C
por cinco minutos, 36°C por cinco minutos
y 72°C por cinco minutos (un ciclo), 94°C
por 1 minuto, 36°C por 1 minuto y 72°C por
1 minuto (34 ciclos), finalmente 72°C por 10
minutos (un ciclo).

Los productos de reaccién fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.
La separacion se llevd a cabo a 80 voltios
constantes por 90 minutos (temperatura am-
biente) posteriormente las imagenes fueron
digitalizadas y los patrones de bandas se
analizaron graficando un dendrograma por
medio de coeficientes de similitud deJaccard,

paralocual se utilizé el software Biodiversity
Pro Versiéon 2 (NHM & SAMS, Londres, UK.

Anilisis estadistico: para el andlisis estadis-
tico de las variables se utiliz6 la prueba X2,
considerando estadisticamente significativo
un valor de p<0,05. Los célculos se realiza-
ron mediante el programa MedCalc version
9,6,2,0 MedCalcSoftwarebvba, Mariakerke,
Bélgica).

Aspectos éticos: este estudio fue aprobado
por el Departamento de Investigaciones y
el Comité de bioética de la Universidad de
Cartagena. Todos los pacientes y padres de
familia acudientes, en los casos necesarios,
firmaron consentimiento informado previo
a la recoleccion de datos y muestras.

RESULTADOS

Origen de los aislados: se estudi6é un total
de 40 aislados provenientes de 36 pacientes.
De estos, 20 (50 %) eran procedentes de pa-
cientes con FQ, cuya distribucién y tipo de
colonizacién se detallan enla tabla 1,y 20 (50
%) de cultivos de pacientes no-FQ (tabla 2).

Tabla 1. Caracteristicas de pacientes con FQ y distribucién de aislados de acuerdo a sitio
de aislamiento y servicio hospitalario
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N° Sexo Edad Distribucion Muestra Tipo de colonizacion
1 F 10 Ambulatoria Esputo Crénica

2 F 14 Ambulatoria Esputo Crénica
3a F 12 Hospitalaria Esputo Crénica
43 F 12 Ambulatoria Esputo Cronica

5 F 18 Ambulatoria Esputo Crénica

6 M 13 Ambulatoria Esputo Crénica

7 F 8 Ambulatoria Esputo Crénica
8b M 14 Ambulatoria Esputo Crénica

9 M 15 Ambulatoria Esputo Crénica

Continia...
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N° Sexo Edad Distribucion Muestra Tipo de colonizacion
10 M 15 Ambulatoria Esputo Crénica
1 F 10 Ambulatoria Esputo Cronica
12 M 15 Ambulatoria Esputo Cronica
13 M 17 Ambulatoria Esputo Crénica
14b M 15 Hospitalaria Esputo Crénica
15b M 16 Hospitalaria Esputo Crénica
16¢ F 18 Ambulatoria Esputo Crénica
17¢ F 18 Ambulatoria Esputo Cronica
18 F 45 Ambulatoria Esputo Cronica
19 F 10 Ambulatoria Esputo Crénica
20 M 12 Ambulatoria Esputo Crénica

a, b y c denotan aislados provenientes de un mismo paciente obtenidos en intervalos ma-

yores a un ano.

Tabla 2. Caracteristicas de pacientes no-FQ y distribucién de aislados
de acuerdo a sitio de aislamiento y servicio hospitalario

N° Distribucion Muestra Hospital

21 Hospitalaria Urocultivo Hospital Naval

22 Hospitalaria Secrecion perianal Hospital Naval

23 Hospitalaria Urocultivo Hospital Naval

24 Hospitalaria Secrecion quemadura Hospital Naval

25 Hospitalaria Secrecion escara (linica Madre Bernarda
26 Hospitalaria Urocultivo Clinica Madre Bernarda
27 Hospitalaria Urocultivo (linica Madre Bernarda
28 Hospitalaria Herida Hospital Naval

29 Hospitalaria Tejido de rodilla Hospital Naval

30 Hospitalaria Urocultivo Hospital Naval

31 Hospitalaria Coprocultivo Hospital Naval

32 Hospitalaria Urocultivo Hospital Naval

33 Hospitalaria Secrecion vias respiratorias bajas Hospital Naval

34 Hospitalaria Urocultivo Hospital Naval

35 Hospitalaria Secrecion quemadura Hospital Naval

36 Hospitalaria Secrecion quemadura Hospital Naval

37 Hospitalaria Coprocultivo (linica Madre Bernarda
38 Hospitalaria Aspirado cadera HUC

39 Hospitalaria Secrecion oido HUC

40 Hospitalaria Herida Clinica Madre Bernarda

HUC = Hospital Universitario del Caribe.
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Todas las cepas de pacientes con FQ fueron
aisladas de esputo. La mayoria de los aisla-
dos de pacientes no-FQ fueron tomados de
urocultivos (35 %), secreciones de quema-
duras (15 %), exudados de heridas (10 %) y
coprocultivos (10 %).

Sensibilidad antimicrobiana: los resulta-
dos de la resistencia a los antimicrobianos

estudiados se detallan en la tabla 3. Los
antibioticos mds activos en los dos grupos
fueron cefepima, cefriaxona y meropenem,
con porcentajes de resistencia global <20 %;
por otro lado, gentamicina (55 %), piperaci-
lina/tazobactam (48 %) y amikacina (43 %)
presentaron en general altos porcentajes de
resistencia.

Tabla 3. Porcentajes de resistencia de aislados de Pseudomonas aeruginosa, comparacion
entre cepas de pacientes con FQ y pacientes con otras patologias

] Antimicrobiano
Aislado
AMK FEP CRO cip GEN MEM PIP/TZP
FQ [ STTIR|S|IT|R|S]I STIIRISTIIRISTI|IRIS| I X
1 X X X X X X X
2 X | X X X X X X
3 X | X X X X | X X
4 X | X X X X X | X X
5 X X X | X X X X
6 XX X X X X X
7 X | X X X X | X X
8 X | X X X X | X X
9 X | X X X X | X X
10 X X X X X | X X
1 X X X X X X X
12 X X X X X X X
13 X X X X X X
14 X X X X X X
15 X X X X X | X X
16 X | X X X | X X
17 X X X X | X X
18 X X X X X | X X
19 X X X X X X X
20 X X X X X X X
% Total | 30 |25 |45|/95| 5 | 0 |65(25|10|35/25(35(25/20|60|75|/15/10|25| 0 |70
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Antimicrobiano ‘ ‘

AMK FEP CRO

cip GEN MEM PIP/TZP

No FQ IR

IR S|T|R I | R

21

22

23

X | X< | X |wuv

24

25

26

X | X | X | X | X | X | X< |uwv

27

XXX | X | X

28

29

XX | X | X | X

30

31

X I X | X | X | X | X | X | X | X | X |X<X|X|Wwv
X | X | X | X | X | X | X | X | X | X |X<X|XxX|wv

32

X I X | X | X | X | X | X | X | X | X | X<X|>x<|Ww

X | X | X | X | X | X | X | X | X | X |X<X|X|Wwv

XX | X | X

33 X

34 X

>
>
>
XXX | X | X

35 X

XX | X | X[ X | X | x| Xx
>

36 X

37 X X

38 X X

39 X

X X

XX | X | X | X | X | X

40 X

XX | X | X | X | X | X

XXX | X | X | X
>

X X

% Total | 75/ 10| 5 (90|10 0|9 |5 |0

95

5101(70/20{10/8 |0 151750 |25

Amikacina (AMK), cefepima (FEP), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN),
meropenem (MEM), piperacilina/tazobactam (PIP/TZP).

Los aislados provenientes de pacientes con
FQ presentaron mayor resistencia antimi-
crobiana (56 %) que los de pacientes no-FQ
(25 %). En este grupo, los porcentajes de
resistencia a amikacina (70 %), ceftriaxona
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(35 %), ciprofloxacina (60 %), gentamicina (80
%) y piperacilina/tazobactam (70 %) fueron
significativamente superiores (p <0,05) a los
encontrados en pacientes no-FQ (15, 5, 5, 30
y 25 %, respectivamente) (tabla 4).
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Tabla 4. Porcentajes de resistencia de aislados de Pseudomonasaeruginosa, comparacién
estadistica entre cepas de pacientes con FQ y pacientes con otras patologias

Antimicrobiano Punto de corte Resistendia™ (%)
(pg/ml) Global FQ NoFQ p
Amikacina >16 43 70 15 0,001
Cefepima >8 8 5 10 0,548
Ceftriaxona >8 20 35 5 0,048
Ciprofloxacina >1 33 60 5 0,001
Gentamicina >4 55 80 30 0,004
Meropenem >4 20 25 15 0,693
Piperacilina/Tazobactam >64/4 48 70 25 0,011
*Se incluyen intermedio y resistente.
FQ No FQ

1 234586 789

10 111213 141516 171819 20 212223 2425 26 272829 3031 32 333435 36 373839 40

Figura 1. ADN total de aislados de Pseudomonasaeruginosa
de pacientes con FQ y otras patologias

Del total de aislados provenientes de pa-
cientes con FQ, el 50 % present6 un patrén
de multirresistencia, y se encontré un solo
caso de multirresistencia en los aislados de
pacientes no-FQ.

Con respecto a la resistencia cruzada a los
antimicrobianos, se observé que el 88 % de
los aislados de pacientes con FQ resistentes a
gentamicinalo fueron también aamikacina, y
todos los aislados resistentes a piperacilina/
tazobactam fueronresistentesameropenemy
ciprofloxacina. En el grupo no-FQ, todos los
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aislados resistentes a gentamicina lo fueron
también a amikacina y meropenem.

Andlisis por RAPD - PCR:la figura 2 muestra
los perfiles RADP obtenidos con el cebador
OPY -2,los cuales presentan de uno a quince
fragmentos de ADN en cada carril de electro-
foresis. El vinculo filogenético entre los aisla-
dos de P. aeruginosa obtenidos, incluyendo la
cepa ATCC 15692, estd expresado por medio
de un dendrograma (figura 3).
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FQ No FQ
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Figura 2. Patrones de RAPD — PCR obtenidos por medio del primer OPY - 02 en gel de
agarosa 1%. Pozo (M) Marcador de peso molecular 100 bp, expresado en pares de bases
(pb), los niimeros sobre los restantes pozos indican los aislados corresondientes

9% Similitud 0 50 100

Figura 3. Dendrograma generado por medio de los patrones de RAPD - PCR obtenidos con el
primer OPY - 02, basdndose de coeficientes de similitud de Jaccard. Se detalla el porcentaje
de similitud en la linea inferior.Aislado de paciente con FQ (FQ). Aislado de paciente sin FQ

(NOFQ).El nimero ardbigo al lado del término FQ o NOFQ designa el namero del aislado.
Cepa de referencia ATCC® 15692™ (S)
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El dendrograma obtenido por medio de
coeficientes de Jaccard mostré dos grupos
(grupo Ay grupo B), que contienen a su vez
subgrupos de 5 a 9 aislados que presentaron
un perfil de RAPD - PCR similar utilizando
un punto de corte arbitrario de 50 %.

Todos los aislados del grupo A provenian de
pacientes no-FQ. El subgrupo A1 estuvo for-
mado porunclister Al.1integrado por 6 ais-
lados (29, 30, 31, 32, 33 y 34) que presentaron
elmismo patrén electroforético (similitud 100
%); este cluster guard¢ similitud de 92 % con
elaislado 35. Todaslos aislados del subgrupo
Al provenian de diferentes pacientes de un
mismo centro hospitalario. Por otro lado, el
subgrupo A2, formado por los aislados 25 y
26, también presentd un patron electroforético
idéntico, pero estas muestras son originarias
de un hospital diferente al del subgrupo A1.

ElgrupoBestuvoconformadoporaisladosde
pacientes con FQ y present6 dos subgrupos
con similitud de 54 % entre si. El subgrupo
B1 (aislados 6, 7, 8) tuvo el mismo patrén
de RAPD; sus aislados pertenecen a nifios
con FQ sin ningtn vinculo familiar, todos
con colonizacién crénica por la bacteria y
con servicios de atencién médica indepen-
diente. El subgrupo B2 estuvo conformado
por los aislados 5 y 9 con similitud de 70 %,
también pertenecientes a adolescentes con
FQ sin vinculos familiares y habitantes de
localidades distintas.

Los aislados 3 y 4 corresponden a un mismo
paciente; asimismo, los aislados 8, 14 y 15
pertenecen a un adolescente de 16 afios de
edad, y los aislados 16 y 17 también provie-
nen de otro paciente; estas cepas presentaron
patrones electroforéticos muy heterogéneos,
conporcentajes de similitud bajos. Todos estos
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son pacientes con FQ, colonizados de forma
crénica por Pseudomonas aeruginosa.

DISCUSION

Los pacientes con FQ son susceptibles a la
colonizacién crénica del tracto respiratorio
por Pseudomonas aeruginosay progresivamen-
te desarrollan una infeccién que lleva a una
pérdida irreversible de la funcién pulmonar
determinando la alta morbi - mortalidad de
esta enfermedad (2, 36 - 38). Las cepas de
P. aeruginosa que son aisladas de pacientes
con FQ crénicamente colonizados tienen un
patrén de susceptibilidad antimicrobiana y
patrones de genotipificacion diferentes a las
cepas obtenidas del ambiente y de pacientes
que no tienen esta enfermedad (39 - 41).

Los aislados de pacientes con enfermedades
diferentes a FQ provinieron principalmente
de orina (35 %), secreciones de quemaduras
(15 %) y exudados de heridas (10 %); estos
origenes coinciden con los frecuentemente
encontrados en otros estudios (42, 43).

En este estudio, los aislados de pacientes
con FQ presentaron mayor resistencia anti-
microbiana que los de pacientes no-FQ, con
diferencia significativa en los porcentajes de
resistencia de 5 de los 7 antimicrobianos en-
sayados. Este fendmenohasidoampliamente
reportado; en el dltimo sondeo nacional de
resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa
en el Reino Unido se confirmé que las 98
cepas provenientes de pacientes con FQ
eran notablemente més resistentes que las
aisladas en muestras de diferente origen (43).
Sin embargo, son necesarios estudios con un
mayor nimero de aislados para identificar
patrones de sensibilidad caracteristicos de
nuestro medio.
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Todos los pacientes con FQ presentaron colo-
nizacién crénica por P. aeruginosa desde tem-
pranaedad; esto podria estar relacionado con
el aumento en la resistencia antimicrobiana
vista en este estudio, sumado a otros factores,
como presionselectiva porantibioticoterapia,
tasa de mutaciones y mucosidad (1, 2, 9).

En general, el antimicrobiano mas activo de
la serie fue cefepima, con un porcentaje de
resistencia de 8 %. En otros estudios este anti-
microbianoha presentadobuenos porcentajes
de sensibilidad, entre 80 y 90 % (44 - 46), y
sigue siendo de gran valor en el tratamiento
de exacerbaciones pulmonares en pacientes
con FQ (47).

Ceftriaxona y meropenem también mostraron
buena sensibilidad en ambos grupos (por-
centaje de resistencia global de 20 %). Este
dltimo farmaco ha sido reportado como el
masactivoenestudios desensibilidad antimi-
crobiana en algunos hospitales europeos (44,
48), y sigue conservando buena sensibilidad
desde su introduccién al mercado, segin
estudios realizados en varios paises (46, 49).
En ensayos con aislados de pacientes con FQ
también se han observado buenos valores de
susceptibilidad antimicrobiana sin cambios
significativos a largo del tiempo (49, 50).

En el grupo de cepas de pacientes con FQ se
observo elevada resistencia a ciprofloxacina
(60 %), en comparacién con el grupo No-FQ
(5 %). En algunos lugares se ha evidenciado
una disminucién en la sensibilidad a este an-
timicrobiano debidoala frecuente utilizaciéon
en este tipo de pacientes; a pesar de esto, los
porcentajes de susceptibilidad antimicrobia-
na contintan siendo aceptables (49).

Ennuestro estudio,amikacina fuemasactiva
que gentamicina en ambos grupos, pero en
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general se observan elevados porcentajes
de resistencia, especialmente en los aislados
de pacientes con FQ. La sensibilidad a esta
familia de antimicrobianos suele ser variable
deacuerdoconlazona geogréficaylosmeca-
nismos deresistencia prevalentes en cadasitio
(44). En un importante sondeo de resistencia
antimicrobiana en Estados Unidos de Amé-
rica se report6 una disminucién significativa
en la sensibilidad a los aminogliicosidos en
aislados de P. aeruginosa en un periodo de 10
anos (51), mientras que en otros estudios se
mantienen bajos porcentajes de resistencia,
especialmente a amikacina (42, 44, 52).

Con respecto a la resistencia cruzada entre
los aminoglicosidos utilizados en este estu-
dio, observamos que el 80 % de los aislados
del grupo FQ y todos los del grupo no-FQ
que eran resistentes a gentamicina lo fueron
también a amikacina; cominmente se suele
observar que aislados resistentes a gentami-
cina conservan susceptibilidad a amikacina
o0 a otro tipo de aminoglucdsido (46).

La genotipificaciéon de microorganismos
como P. aeruginosa es de gran utilidad en la
vigilancia epidemiolégica de pacientes con
FQ y control de brotes epidémicos a nivel
hospitalario (53, 54). La RAPD - PCR y el
analisis correspondiente asistido por com-
putadora es una muy buena opcién para
estudiar este tipo de muestras por su poder
discriminatorio y efectividad (55 - 57), lo que
nos permitié tener conocimientos parciales
sobre el vinculo genético existente entre ce-
pas provenientes de pacientes con FQ y de
pacientes no-FQ en Cartagena.

En este estudio observamos que seis pacien-
tes (cluster Al.1) internados en un mismo
hospital presentaron infecciones causadas
por un mismo aislado de P. aeruginosa, la
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cual presenté un genotipo idéntico al ser
analizado por RAPD - PCR (figuras 2 y 3).
Este fenémeno también se evidenci6 en tres
pacientes pertenecientes a otro centro hos-
pitalario (subgrupo B1). El agrupamiento de
aislados de diferentes pacientes por su simili-
tud sugiere que han sido adquiridos por una
fuente de infeccién comuin o son producto de
unainfeccién cruzada. Estoesunhallazgode
gran relevancia, pues P. aeruginosa es uno de
los patégenosnosocomiales mas frecuentes y
virulentos, lo cual amerita que se deban tomar
rigurosas medidas de higiene y prevencion
en la realizacion de procedimientos invasi-
vos, diagnoésticos y terapéuticos para evitar
complicaciones a pacientes hospitalizados
por diferentes condiciones clinicas (58 - 59).

En el caso de los pacientes con FQ, observa-
mos heterogeneidad entre la mayoria de los
aislados. Se encontré solo relacion clonal en
losaislados queintegran el subgrupoB1(6,7,
8) y B2 (5y9); estas muestras fueron aisladas
todas de diferentes pacientes sin ningtin vin-
culo familiar que asisten a diferentes centros
asistenciales de la ciudad y tienen terapistas
independientes. Es probable que el aislado
encomunhayasidoadquirido durante algtin
encuentro esporadico entre los pacientes o se
trate de una cepa circulante proveniente de
una fuenteambiental, comohasidoreportado
anteriormente en otros estudios (27, 60, 61).

A pesar del riesgo de colonizacién cruzada
entre pacientes con FQ, en la mayoria de los
aislados estudiados se observa poca relacion
clonal, lo cual sugiere quelaimplementacién
de medidas para el control de la infeccién,
como la segregacion de pacientes y cuida-
dosas practicas de higiene (36), estdn siendo
puestas en practicay debenseguirse realizan-
do para limitar el riesgo de diseminacién de
este patdgeno.
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Con respecto a varios aislados provenientes
de un mismo paciente con FQ, se encontrd
que sus patrones RAPD eran diferentes;
esto contrasta con los hallazgos de algunos
estudios de genotipificacion en este tipo de
pacientes, en los que al establecerse la colo-
nizacion crénica por P. aeruginosa persiste
la misma cepa, y por lo general conserva
similitud clonal y estabilidad en el perfil de
RAPD cuando se evaltian aislados obtenidos
endiferentes periodos (53,55). Estas variantes
enaislados pertenecientes a un mismo pacien-
te podrian ser explicadas por la complejidad
genética de P. aeruginosa, cuyo genoma es
frecuentemente descrito como una entidad
con grandesre-arreglos genéticosenlos quela
adquisiciony pérdida de segmentos de ADN
son responsables de la diversidad genética
entrelas cepas. Laflexibilidad genética de este
microorganismo le permite adaptarse en un
ambiente hostil como lo son las vias aéreas
del paciente con FQ (60, 62, 63).

Este estudio presenta algunas limitaciones,
como la no utilizacién de otros cebadores
aleatorios en el experimento de RAPD-PCR,
lo cual podria garantizar una genotipicacion
mas detallada. Ademads de incorporar otros
antibidticos de uso frecuente en pacientes
con FQ.

El conocimiento de la susceptibilidad de P.
aeruginosa a los agentes antimicrobianos no
solo guia el tratamiento de pacientes infecta-
dos, sino que también ayuda a identificar la
prevalencia de cepasresistentes en diferentes
centros asistenciales. En paises en desarrollo
existen factores de riesgo que contribuyen al
incremento de la resistencia antimicrobiana,
como la falta de politicas y control en la
formulacién de antibidticos, inestabilidad
en el sistema de salud y falta de reportes e
investigaciones al respecto.

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2014; 30 (2): 104-120



SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA Y GENOTIPIFICACION DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA DE
PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA Y OTRAS PATOLOGIAS EN CARTAGENA (COLOMBIA)

CONCLUSION

En conclusidn, las tasas de resistencia de
Pseudomonas aeruginosa en nuestro estudio
fueron altas, y este hallazgo se acenttia en el
caso de pacientes con FQ, lo cual deja pocas
opciones de tratamiento, lo que obliga a los
profesionales desalud a establecer un correcto
y racional uso de antimicrobianos y a tomar
medidas con el fin de evitar la transmision
cruzadayadaptacion delabacteriaal pulmén
del paciente con FQ. Es necesaria ademds la
caracterizacion molecular delos mecanismos
deresistencia de estas cepas con el finmejorar
el control de la infeccion y disenar estudios
dirigidos a la creacién de farmacos efectivos.
Porotrolado,la caracterizacién molecularde
aislados de P. aeruginosa por medio de RAPD
- PCR nos permitié conocer la variabilidad
de genotipos entre los pacientes para tener
control sobre la transmisioén de cepas, lo cual
es de gran utilidad para los centros de salud
y el mejoramiento de la calidad de vida de
los pacientes.
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