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Investigaciones previas indican un incremento de Pseudomonas aeruginosa productora de betalactamasas de
espectro ampliado en los hospitales. Por ello, el presente estudio tuvo como finalidad aislar, determinar la distribucién
y su frecuencia en los ambientes de la unidad de neonatologia del Hospital de ESSALUD Victor Lazarte Echegaray de
Trujillo durante el periodo de abril a diciembre del 2015. Se analizé treinta y nueve muestras de superficies, equipos e
instrumentos, las cuales se inocularon e incubaron en tubos que contenian caldo tioglicolato, luego fueron sembrados
por estriaen placas de agar Mac Conckey y agar Cetrimide. Se identificaron las colonias caracteristicas y se sometieron
a la coloracion Gram, evaluacion de produccién de pigmentos ferrocianicos y crecimiento a 42 °C en caldo peptonado.
La produccién de betalactamasas de espectro ampliado se efectué mediante la difusion en doble disco. Los
resultados mostraron que de las 39 muestras evaluadas, se obtuvo cuatro aislamientos de Pseudomonas aeruginosa,
las cuales se presentaron distribuidas en todos los ambientes de la unidad de neonatologia. No se encontré frecuencia
a Pseudomonas aeruginosa productora de betalactamasa de espectro ampliado partir de los cultivos analizados, pero
considerando los resultados hallados es necesario que se realicen nuevos estudios que permitan elaborar cuadros
de evolucién de resistencia bacteriana, pues los patrones de resistencia han venido cambiando con mucha celeridad.
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ABSTRACT

Previous research indicates an increase of Peudomonas aeruginosa producing broad spectrum beta-lactamases in
hospitals; therefore, the present study aimed toisolate, determine the distribution andits frequency in the environments
of the neonatal unit of the ESSALUD Hospital Victor Lazarte Echegaray of Trujillo during the period from April to
December 2015. Thirty-nine samples of Surfaces, equipment and instruments, which were inoculated and incubated
in tubes containing thioglycollate broth, then streaked on Mac Conckey agar plates and Cetrimide agar. Characteristic
colonies were identified and subjected to Gram staining, evaluation of ferrocyanic pigment production and growth at 42
° Cin peptone broth. The production of extended spectrum betalactamases was effected by double disc diffusion. The
results showed that of the 39 samples evaluated, four isolates of Pseudomonas aeruginosa were obtained, which were
distributed in all the environments of the neonatology unit. We did not find frequency of Pseudomonas aeruginosa,
producer of extended spectrum betalactamasas from the cultures analyzed, but considering the results found, it is
necessary to carry out new studies that allow to develop tables of evolution of bacterial resistance as the resistance
patterns have been changing very quickly.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo movil,
flagelado, aerobio, Gram negativo perteneciente
a la familia Pseudomonadaceae. Tiene forma
de bastén con un tamano de 1.5-3 um. Produce
pigmentos fluorescentes difusibles que incluyen
pioverdina y un pigmento fenazinico soluble
denominado piocianina; el Ultimo, producido por
mas del 50% de los aislamientos clinicos, aparece
azul o verde a pH neutro o alcalino y es el origen
del nombre aeruginosa. Algunas cepas producen
también pigmento rojo oscuro o negro, producen
un olor dulzén semejante a jugo de uva o de maizy
es nutricionalmente versatil. No requiere factores
de crecimiento organicos y puede utilizar mas de
30 compuestos organicos para su desarrollo. Es un
aerobio obligado, excepto en presencia de nitrato'.

Pseudomonas aeruginosa se presenta en oca-
siones como parte de la flora microbiana normal de
los seres humanos. La prevalencia de colonizacion
en personas sanas fuera de los hospitales o luego
delingreso a ellos, es relativamente baja2.

La facilidad que muestra Pseudomonas
ageruginosa para crecer tanto en la naturaleza
como a nivel nosocomial le permite ser una
de las principales causas de infecciones
hospitalarias graves®*. En el ambiente hospitalario
la Pseudomonas aeruginosa puede colonizar
superficies humedas de los pacientes como
oidos, axilas, periné y también se aisla en entornos
humedos inanimados que incluyen agua de
lavados, sumideros, duchas, entre otros. El equipo
hospitalario que entra en contacto con agua, ropas,
soluciones de limpieza también puede ser fuente
de Pseudomonas aeruginosa®.

Dentro de los bacilos gramnegativo no
fermentadores de glucosa, Pseudomonas
aeruginosa es el patdégeno mejor conocido'. Puede
provocar infecciones graves como: nheumonia,
infecciones del tracto urinario y bacteriemia. Estas
infecciones suelen ser dificiles de tratar debido a la
resistencia intrinseca que presenta Pseudomonas
aeruginosa y a su extraordinaria capacidad de
adquirir mecanismos de resistencia®.

Las infecciones nosocomiales por
Pseudomonas W se atribuyen principalmente a la
adquisiciéon del microorganismo especialmente
en pacientes sometidos a ventilacion mecanica,
tratamiento antibiético, quimioterapia o cirugia.
Sin embargo, existe una pequena proporcion
de individuos que albergan la Pseudomonas

aeruginosa desde la comunidad y pueden servir
como fuente de infeccién grave'. Hasta un 7%
de individuos sanos pueden ser portadores de
Pseudomonas aeruginosa en la garganta, mucosa
nasal, piel y hasta un 24% en las heces®.

Pseudomonas aeruginosa es uno de los
patdégenos nosocomiales mas frecuente, causante
de infecciones severas, particularmente en
pacientes con cancer, quemaduras y fibrosis
quistica. Su tratamiento es complicado debido a
que esta bacteria tiene la capacidad de adaptacion,
mutacién y adquisicién de genes de resistencia.

EL aumento de la resistencia bacteriana en
los hospitales es un problema de salud publica
mundial. La National Nosocomial Infections
Surveillance (NNIS) de los Estados Unidos sustenta
mediante estudios de incidencia, que neonatologia
es una de las areas hospitalarias con mayor indice
deinfecciény consumo de antibibdticos, por tanto es
fuente importante en la generaciéon de resistencia
debido a que aqui se concentran pacientes con
exposiciény uso intensivo de antibidticos? ademas,
es una de las areas mas criticas dentro de los
hospitales, porque alberga nifios con muchos
factores de riesgo para adquirir infecciones,
tales como bajo peso al nacer, inmunosupresion
y exposicibn a procedimientos invasivos?®.
Debido a que la Pseudomonas aeruginosa es
uno de los principales patdgenos hospitalarios,
se puede estimar su prevalencia a partir de los
datos de vigilancia anual recolectados por el
Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones
Nosocomiales (NNIS) del CDC. Segun estos datos,
la incidencia de infecciones por Pseudomonas
aeruginosa en EUA declind de 4.8/1000 egresos
hospitalarios en 1985 a 3.4/1000 en 1991, con una
tasa global de infecciones durante ese periodo de
4 por 1000 egresos, ocupando el cuarto lugar de los
patdégenos mas frecuentes y constituy6 el 10% de
todas lasinfecciones hospitalarias®. En 1991, en USA
fue la principal causa de neumonia hospitalaria,
la tercera causa de infecciones hospitalarias en
vias urinarias, el quinto en infecciones en heridas
quirdrgicas y la octava en torrente sanguineo.
También es el patégeno asociado con mayor
frecuenciaconinfeccionesenlaunidadde cuidados
intensivos. Las tasas de mortalidad atribuidas a
infecciones por Pseudomonas aeruginosa es de
aproximadamente el 34%¢.

La Pseudomonas aeruginosa constituye
el paradigma de la multirresistencia por su
resistencia natural a la mayoria de betalactamicos,
tetraciclinas, cloranfenicol, etc. Ademas de
desarrollar resistencias adquiridas con gran

46

PUEBLO CONTINENTE VOL. 29(1)
ENERO - JUNIO 2018



FRECUENCIA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA PRODUCTORA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO AISLADA

DE LA UNIDAD DE NEONATOLOGIA DEL HOSPITAL DE ESSALUD VICTOR LAZARTE ECHEGARAY DE TRUJILLO -2015

facilidad, es uno de los patégenos nosocomiales
mas importantes en los servicios de neonatologia,
ocupando los primeros lugares de frecuencia en
los aislamientos durante brotes de infecciones
intrahospitalarias. En las unidades de cuidados
intensivos es frecuente en casos de bacteriemias,
diarreas y neumonias’, infecciones que se han
asociado con contaminacién por fuentes comunes
como grifos de agua, lavatorios, detergentes y
antisépticos, equipos y procedimientos®. Aqui es
importante resaltar la extraordinaria capacidad
de Pseudomonas aeruginosa para permanecer
por tiempos prolongados en reservorios hUmedos,
liquidos y superficies; en contraste, es excepcional
encontrarla como parte de la microflora normal de
los individuos sanos é.

Se han descrito como posibles reservorios
de Pseudomonas aeruginosa a incubadoras
contaminadas, equipos de terapia respiratoria y
lavatorios, cunas en unidades de cuidados intensivos
neonatales y sumideros de bafneras’®" donde
ademas se clasififica de acuerdo a su resistencia.

Las betalactamasas de expectro extendido
(BLEE) son enzimas que confieren resistencia
bacteriana para penicilinas y cefalosporinas de
primera, segunday tercerageneraciony aztreonam
por hidrélisis®¢’? En PerU hay pocos estudios
sobre la presencia de betalactamasas de expectro
extendido (BLEE), tanto en muestras clinicas como
ambientales®. En la ciudad de Lima se notifica
la presencia de betalactamasas de expectro
extendido en 29% y 44,4% de los aislamientos
clinicos de E. coli y K. pneumoniae. En reservorios
de gineco-obstetricia y cirugia del Hospital
Regional De Trujillo se encontré frecuencias entre
70 A 81% de S. aureus productor de betalactamasa
clasica (BLC) y 3,6% de E. coli productor de
betalactamasasde expectro extendido (BLEE)®. En
Cajamarca se encontré que 57% de Pseudomonas
aeruginosa aislada en reservorios de un hospital
eran productores de BLC™.

Actualmente no existen reportes de
aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
productora de betalactamasas de espectro
ampliado en los nosocomios de nuestra region
y dada la importancia de las infecciones que
ocasiona esta bacteria, se requiere obtener esta
informacion para iniciar un seguimiento y controlar
las infecciones intrahospitalarias.

Por lo antes expuesto, esta investigacioén tiene
como objetivos aislar Peudomonas aeruginosa
de muestras obtenidas de las superficies de
incubadoras, balanza, computadora, canasto de
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ropalimpia,contenedordebiberones,refrigeradora,
pisos, muebles, escritorio, lLavadero, estante, sonda,
puerta, cunas, cahos, tallimetro y balanza que
pertenecian a de la unidad de neonatologia del
Hospital de ESSALUD Victor Lazarte Echegaray de
Trujillo y determinar la frecuencia de Peudomonas
aeruginosa productora de betalactamasas de
espectro ampliado.

MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL

1.1. Material bioldgico

EL objeto de estudio del presente trabajo
fueron los cultivos de Peudomonas aeruginosa
productoras de betalactamasas de espectro
ampliado a partir de 39 superficies de
instrumentos y equipos de trabajo de la unidad
de neonatologia del Hospital Victor Lazarte
Echegaray-ESSALUD de Trujillo, periodo de abril
adiciembre del 2015.

Las muestras de las superficies de estudio
fueron tomadas a partir de incubadoras,
balanza, computadora, canasto de ropa limpia,
contenedor de biberones, refrigeradora, pisos,
muebles, escritorio, lavadero, estante, sonda,
puerta, cunas, cafos, tallimetro y balanza que
pertenecian a de la unidad de neonatologia del
Hospital de ESSALUD Victor Lazarte Echegaray
de Trujillo. Estas muestras se procesaron para su
identificacion en el laboratorio de microbiologia
delHospital de Essalud Victor Lazarte Echegaray
y en el laboratorio de fisiologia y genética
bacteriana de la Universidad Nacional de Trujillo.

2. METODO

2.1. Toma de muestra

Se utilizé hisopos estériles humedecidos en
soluciéon salina fisiolégico estéril, rotandolos
sobre la superficie de incubadoras, balanza,
computadora, canastoderopalimpia,contenedor
de biberones, refrigeradora, pisos, muebles,
escritorio, estante, sonda, puerta, cunas, canos,
tallimetro?.

Tomada la muestra los hisopos se colocaron
en tubos de transporte conteniendo caldo
tioglicolato (ver anexo 05).

2.2. Aislamiento
Para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa
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Aislamiento de Staphylococcus

Ambiente Superficie/Frecuencia aureus
presencia(+) presencia (-)
canasto de ropa 1 1
Lactario
refrigeradora 1 1
computadora, 1 1 2
Pisos 2 2
Muebles 2 2
escritorio 1 1
Estante 1 1
Sala Balanza 1 1 2
de
recien contenedor de 1 1
nacidos biberones
Pisos 2 2
Mesa de preparacion de 1 1
féormula
incubadoras 2 2
Cuna 7 7
Puerta 1 1
cafios, 3 3
Pared 1 1
tallimetro 1 1
Sala de Pisos 1 1
incubadoras
incubadoras 1 6 7
Total 7 32 39
Frecuencia 17.95% 82.05% 100%

Tabla 1. Distribucién de Peudomonas aeruginosa y frecuencia de produccién de betalactamasas de
expectro ampliado, aislados de superficies de lLos ambientes de la unidad de neonatologia del Hospital de
ESSALUD Victor Lazarte Echegaray de Trujillo, en el periodo de abril a diciembre del 2015.
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las muestras fueron sembradas en agar
Cetrimide y agar Mac Conckey e incubadas a
35°C por 20 horas™"®?(ver anexo 06).

2.3. Identificacion

En el proceso de identificacion se evalud la
coloraciéon Gram, produccion de pigmentos
ferrociadnicos y crecimiento a 42 °C en caldo
peptonado'®?,

2.4. Produccion de betalactamasas de
espectro ampliado

Método de Jarlier (Comité de la Sociedad
Francesa de Microbiologia) o técnica de difusion
de doble disco.

EnunaplacaPetrise colocaron en los extremos
un disco de ceftriazona (CRO), cefepime (FEP),
ceftazidima (CAZ) y aztreonam (AZM) a 20-30
mm aproximadamente de estos; en el centro
se ubicé un disco de amoxicilina mas acido
clavulanico (20 y 10 pg respectivamente). Un
incremento en la zona de inhibicién entre el
disco del centro y uno de los discos periféricos
fue interpretado como evidencia presuntiva
de la presencia de betalactamasa de expectro
extendido™819.20,

Interpretacion de método del doble disco para
la deteccion de betalactamasasde expectro
extendido.

Se observo el efecto sinérgico (tapén de corcho
o distorsién de los halos de inhibicién) que se
produce entre los discos de ceftriazona (CRO),
cefepime (FEP), ceftazidima (CAZ) y aztreonam
(AZM) con el disco central de amoxicilina/
acido clavulanico (AMC) . Confirmacion de la
presencia de BLEE 21. Si los resultados de las
pruebas confirmatorias son positivos, el reporte
debe mencionar claramente que el aislamiento
es productor de betalactamasas de expectro
extendido. En una prueba negativa, los discos
con &cido clavulanico no muestran actividad
aumentada comparada con los discos con

solo cefotaxima o ceftazidima (ver anexo 07 y
08)17‘18,19,20,21.

Silapruebaconfirmatoria de betalactamasasde
expectro extendido es negativa, los resultados
de todas las pruebas son reportados de manera
individual sin modificaciéon. Se sugiere escribir
un comentario final que indique “la cepa NO es
una productora de beta-lactamasa de espectro
ampliado (BLEE). Resultados definitivos. Prueba
completada' ™",
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2.5. Analisis estadistico

Como criterio en la toma de muestra se
empled la estadistica descriptiva de bloques
completamente al azar.

Los datos que se obtuvieron como resultado de
la investigacion fueron procesados empleando
estadistica descriptiva con distribuciéon de
frecuenciasy porcentajes.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestra el aislamiento
de Pseudomonas aeruginosa y la frecuencia
de produccidon de betalactamasasde espectro
ampliado, aislada de la unidad de neonatologia del
Hospital de ESSALUD Victor Lazarte Echegaray de
Trujillo - periodo abril —diciembre del 2015.

Segln los resultados obtenidos en el
presente estudio, se pudo aislar 4 cultivos
Pseudomonas aeruginosa de las 39 muestras
analizadas provenientes de superficies, equipos
e instrumentos de la unidad de neonatologia del
Hospital de ESSALUD Victor Lazarte Echegaray de
Trujillo, periodo de abril a diciembre del 2015(tabla1),
lo cual guarda relaciébn con investigaciones
previas en las que se ha demostrado la presencia
de Pseudomonas aeruginosa al interior de
los nosocomios®, en los que ademéas se han
demostrado que el material contaminado en areas
nosocomiales son responsables de infecciones a
travésde latransmisién horizontal de bacteriaspor
las manos del personal de salud® ™. Sin embargo,
la posibilidad de transmisién via aérea, directa
o indirecta ha sido subestimada, aun cuando el
ambiente hospitalario brinda muchos nichos a los
bacilos gramnegativos donde pueden sobrevivir
por varios meses. En general, sobreviven por mas
tiempo sobre superficies inanimadas que en la piel
humana y las Pseudomonas pueden hacerlo hasta
por seis meses, por lo que el ambiente inanimado
en los hospitales puede ser un importante
reservorio para estos organismos®. Pseudomonas
aeruginosa es el modelo bacteriano en el que
se han realizado la mayoria de los estudios de
formacién de biofilms y regulacibn mediante
quorum sensing , en ellos se identificé gran
cantidad de sustancias poliméricas extracelulares,
lo que le permite unirse a superficies de materiales
inorganicos como el acero inoxidable?. En este
caso, en los reservorios estudiados no hubo
presencia de Pseudomonas aeruginosa productor
de betalactamasas de expectro ampliado (Tabla 1).
La variabilidad en estos resultados con respecto a
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otros estudios realizados corresponde al tipo de
reservorio muestreado, ya que por la condiciones,
se esperaba un mayor aislamiento en fuentes
humedas como duchas, grifos, lavatorios, tinas y
recodos de equipos de asistencia®. Esos resultados
son relativamente cercanos a los hallazgos en
el presente trabajo respecto al aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa. Investigaciones refieren
que los lavatorios sonreservorios comunes de esta
bacteria, cuya capacidad para crecer en cualquier
superficie permite que contamine equipos u otros
reservorios secos y los transforme en fuente de
infeccién como ha podido demostrarse en diversos
estudios®?*. Por otro lado, se ha evidenciado
la relacion entre reservorios hUmedos y la
colonizacion por parte de este microorganismo?.

Pseudomonas aeruginosa es de importancia
nosocomial debido a su resistencia a los
antimicrobianos. De los cultivos obtenidos, no se
aislaron muestras positivas para Pseudomonas
aeruginosa productores de betalactamasasde
expectro extendido, lo cual es congruente con
investigaciones previas realizadas en pacientes
y personal de salud que demostraron gque son
reservorios de este microorganismo y que
la frecuencia de Pseudomonas aeruginosa
productores de betalactamasasde expectro
ampliado fue muy baja enincluso nula,®>™“'" tal como
ocurrié en esta investigacion en la que de igual
manera no hubo produccién de betalactamasas.

Las investigaciones venideras que se realicen
conforme a los avances de la ciencia permitiran
un mejor aprovechamiento de los betalactamicos
en el tratamiento de infecciones y menguar la
resistencia frente a estos'™.

CONCLUSIONES

e La frecuencia en el aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa, aislada de la unidad
de neonatologia del Hospital de ESSALUD Victor
Lazarte Echegaray de Trujillo, en el periodo de
abril a diciembre del 2015 fue del 10.26%,

Enestainvestigacionnosedetecté Peudomonas
aeruginosa productora de betalactamasas de
expectro ampliado.
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ANEXOS

ANEXO 01. Composicién de caldo tioglicolato por litro.

TrPLEING. e 17.0g
Peptona de soya......ceececiicceeeeeceeeee 3.0g
GlUCOSA. ittt 6.0g
Cloruro de sodio.......ccceeeeeciecceeecee e 2.59g
Tioglicolato de SOdi0.......cccvevrenercerenesesieine 0.5¢g
F Ao = | SO UUOORRSTU 0.79
L=CisStiNa.. e 0.25g
Sulfito de sOdiO.....cceeceeeiecieieeeeeee e 0.1g
pH final: 7.0 £ 0.2

ANEXO 02. Composicién de agar Mac Conkey por litro.

Peptona....ccece e 17.0g
Pluripeptona........cccoeiiieieeceeeeeeceeteeeeee 3.0g
(= To) o 11- TSRS 10.0g
Mezcla de sales biliares........cccoeeveeeeeceecenenee. 159
Cloruro de s0dio......ccceceeeecereceeseeceeeeeeseeee e 5.0g
AGAN e 13.5g
(240 ][ 1 011U 4 o 0.03g
Cristal violeta.....cococeeeecceecereeceeeee e 0.001g

pH final: 71+ 0.2

ANEXO 03. Composicion de Agar Cetrimide por litro.

Peptona de gelatina........cccceeeeveevecececciienne 20.0g
Cloruro de magnesio......cccccceeeeeeceececreceeee e 1.4g
Sulfato de potasio......evevrernreceeeeee s 10.0g
AGAC s 13.6g9
Cetrimida.... e 0.3g
pH final: 7.2 + 0.2
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ANEXO 04. Composicién de Agar Cetrimide por litro.

Infusidn de carne........ccceceeeeecereececeececeeeen, 300.0g
Peptona dcida de caseina.......cccccceeeeeeeeeeeevcvenenne 17.5g
AlMIAON....eiiiece e 159
o = | O 15.0g
Agua purificada......ccceeeeeeeececceeseeeeeeens 1000mL

pH final: 7.3 + 0.1

ANEXO 05.Muestrasrecolectadas en tubos que contienen caldo tioglicolato.

ANEXO 06. Muestras sembradas por estria en Agar Mac Conkey y Agar Cetrimide(a) y crecimiento
de Pseudomonas aeruginosa en Agar Selectivo Cetrimide (b)

53

PUEBLO CONTINENTE VOL. 29(1)
ENERO - JUNIO 2018



] FRECUENCIA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA PRODUCTORA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO AMPLIADO AISLADA

DE LA UNIDAD DE NEONATOLOGIA DEL HOSPITAL DE ESSALUD VICTOR LAZARTE ECHEGARAY DE TRUJILLO -2015

ANEXO 07. Método de doble disco para evaluar la produccién de betalactamasas de espectro
ampliado de Pseudomonas aeruginosa , usando discos de ceftriazona (CRO), cefepime (FEP),
ceftazidima (CAZ)y aztreonam (AZM) con el disco central de amoxicilina/acido clavulanico (AMC).

ANEXO 08. Medidas de halos en prueba de sensibilidad en disco de doble difusion para deteccion
de Pseudomonas aeruginosa productor de BLEE y observacién de sinergia.

Discos de CAZ CFX AC.CLA. AZM CRO Obs.
antibiético/ sinergia
(halos) (halos) (halos) (halos) (halos)
Ambiente Superficie
sala de incubadoras Panel de 10mm 10mm 7mm 20mm 7mm No
incubadora
sala de recién nacidos | Panel de balanza 14mm 11mm 7mm 15mm 11mm No
computadora 9mm 9mm 7mm 18mm 8mm No
lactario Canastoderopa 13mm 11mm 8mm 15mm 10mm No
limpia
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