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ii.- Titulo
Multirresistencia de betalactamasas de espectro extendido

en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos.



iii.- Resumen

La presente investigacion pretende determinar la multirresistencia de betalactamasas
de espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos, para lo cual
se utiliz6 urocultivos de pacientes atendidos en la clinica Salud primavera, Chimbote
abril-julio 2018, la investigacion fue de tipo preclinico, experimental. Para lo cual se
aislo, cultivé y enfrento a la bacteria E. Coli con los medicamentos de amplio espectro
como el aztreonan, ceftriaxona, ceftazidima y cefotaxima, se midieron los halos de
inhibicion y se encontrd lo siguiente: Se logré aislar 40 cepas de Escherichia coli,
evidecnidndo una resistencia antibiotica con aztreonan 47,5 (19/40), ceftriaxona
42,5% (17/40), ceftazidima 35% (14/40), cefotaxima 62,5% (25/40). También se
determinaron los factores asociados a la presencia de betalactamasas siendo los mas
relevantes: la edad, sexo, incontinencia urinaria, litiasis renal, uso de antibiotico en los
ultimos tres meses, 1TU en el Gltimo afio e ITU severa. Concluyendo que existe una
multirresistencia del 35% debido a la presencia de betalactamasas de espectro

extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en urocultivos.

Palabras clave: Multirresisitencia, Escherichia coli., urocultivo, betalactamasas de
espectro extendido (BLEE).



iv.- Abstract

The present research aims to determine the multiresistance of extended-spectrum beta-
lactamases in strains of Escherichia coli isolated in urocultures, for which urocultures
were used from patients seen in the clinic Salud primavera, Chimbote April-July 2018,
the research was of preclinical, experimental type . For which it was isolated,
cultivated and faced the bacterium E. Coli with broad-spectrum drugs such as
aztreonan, ceftriaxone, ceftazidime and cefotaxime, inhibition halos were measured
and the following was found: 40 isolates of Escherichia were isolated coli, evidencing
antibiotic resistance with aztreonan 47.5 (19/40), ceftriaxone 42.5% (17/40),
ceftazidime 35% (14/40), cefotaxime 62.5% (25/40). The factors associated with the
presence of beta-lactamases were also determined, being the most relevant: age, sex,
urinary incontinence, renal lithiasis, antibiotic use in the last three months, UT]I in the
last year and severe UTI. Concluding that there is a multiresistance of 35% due to the
presence of extended-spectrum beta-lactamases in strains of Escherichia coli isolated
in urocultures.

Key words: Multiresistance, Escherichia coli, uroculture, extended-spectrum beta-
lactamases (BLEE).
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l. Introduccién

1.1. Antecedentes y fundamentacidn cientifica.

Las enterobacterias constituyen el grupo méas grande y heterogéneo de bacilos
gran negativos de gran importancia en la patologia infecciosa, estando implicados
en diferentes sindromes clinicos (Rivera, 2011; Hernandez, 2009), constituyen
una amplia familia de bacilos aerobios y anaerobios facultativos, que no forman
esporas. Pueden presentar movilidad gracias a que en algunos casos cuentan con
flagelacidn peritrica. Tienen requerimientos nutricionales relativamente simples y
fermentan azlcares con diversos productos finales. No producen oxidasas pero
reducen los nitratos y poseen cierta resistencia a agentes externos (Néajera, 2005;

Madigan, 2004).

Son organismos ubicuos que yacen en el suelo, el agua, y la vegetacion; son el
componente mayor de la flora normal intestinal pero son poco frecuentes en otros
sitios del organismo; algunos organismos se asocian siempre con enfermedad
mientras que otros como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae forman parte
de la flora comensal y pueden causar infecciones oportunistas en determinadas
circunstancias. El género Escherichia puede infectar sistema nervioso central,
tracto respiratorio bajo, torrente sanguineo, tracto gastrointestinal y tracto urinario

(Bueno, 2010).

Escherichia coli es el miembro méas importante de la familia Enterobacteriaceae

que pertenece a la subclase y de las proteobacterias (Abanto, 2009). Es el



microorganismo predominante de la flora normal aerobia y anaerobia facultativa
del tubo digestivo del hombre, y se elimina por las heces al exterior. Se puede
encontrar en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante cierto
tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador

de contaminacion fecal (Rosas, 2006).

El descubrimiento de los antimicrobianos y su aplicacién en la practica médica
han sido unos de los principales avances en la historia de la medicina (Breton,
2004). En 1928 Fleming observd el efecto inhibidor del Penicillium, un hongo
filamentoso, sobre el crecimiento de bacterias en una placa de cultivo, pero fue en
la década de los 40 cuando se consigue la produccion industrial de la penicilina
gracias a los estudios de Florey y Chain (Hernandez, 2009). Tras 70 afios de uso
clinico, que se iniciaron con la administracion de penicilina a un paciente con
sepsis estafilococica en 1941, los betalactamicos son los antimicrobianos mas

prescritos, tanto en atencion primaria como en los hospitales (Marin, 2003).

Los antibidticos betalactamicos constituyen el principal grupo de antibidticos y
son los més utilizados para el tratamiento de las infecciones humanas. Esta familia
de antibioticos viene definida quimicamente por la presencia de un anillo
betalactamico en su estructura, originandose cinco grandes grupos: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las betalactamasas

(Hernandez, 2009).

La similitud estereoquimica del anillo betalactamico con el dipéptido d-alanina-

d-alanina, que enlaza las cadenas de N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina del



peptidoglicano (Garcia, 2011), les permite interaccionar con diversas proteinas
enzimaticas con actividad de transpeptidasas y carboxipeptidasas situadas en la
superficie de la membrana plasméatica bacteriana, moléculas encargadas de
modelar la configuracién definitiva de la capa del peptidoglucano, ademés de
guiar su reorganizacion durante la division de las bacterias. A estas proteinas de
membrana las conocemos genéricamente como proteinas fijadoras de penicilina
(PBP). La actividad antibacteriana de los betalactamicos esté en relacién con su
capacidad para interferir, de forma competitiva, en la actividad de las PBPs

(Solorzano, 2004).

La accién bactericida de los antibidticos betalactdmicos no estd ligada
directamente a la interferencia con la sintesis del peptidoglucano. El bloqueo de
las PBPs permite la actuacion de enzimas hidroliticas (autolisinas enddgenas), y
como consecuencia se produciria la lisis (Solorzano, 2004).En presencia del
antibidtico, las transpeptidasas hidrolizan el enlace amida del anillo betalactdmico
y se forma un éster estable entre el compuesto hidrolizado y un grupo hidroxilo
de la serina del sitio activo de la enzima. Con ello se inhibe la transpeptidacion,
se desestabiliza la pared celular y finalmente se produce la lisis mediada por

autolisinas (Garcia, 2011).

Rivera (2012), realiz6 un analisis de genotipificacion que evidencio la presencia
de Betalactamasas en 22 cepas analizadas, SHV-TEM-CTX-M en 45,5%; TEM-

CTX-M 22,7%; CTX-M 18,2%; SVHTEM en 9,1% y SHV en 4,5%. Espafia



(2000), el 51% de los aislados de E. coli productores de BLEE son

extrahospitalarios y las mas frecuentemente fue del grupo CTX-M-9.

En Espafa diversos estudios han reportado resistencia global en aislamientos
urinarios; en Ampicilina (AMP) un 58,7%, en Ciprofloxacino (CIP) un 22,8% y
un 33,9 % en Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT), entre otros antibioticos,
alcanzando tasas mas elevadas en otras comunidades :AMP, 65%; CIP, 31,9 %;
y SXT; este aumento conlleva fracasos en los tratamientos empiricos, de manera
que se hace necesario el conocimiento de la epidemiologia local, asi como de los
fenotipos de sensibilidad més frecuentes para poder adecuar mejor los

tratamiento (Sahm, et al., 2001).

La prevalencia de mi|croorganismos productores de BLEE posiblemente se
encuentre subestimada por las dificultades de su deteccion en el laboratorio, sin
embargo queda claro que estan distribuidas por todo el mundo y los primeros
casos en Enterobacterias fueron detectados en Europa. (Lopez-Cerero y Alvaro,

2007).

En Espaiia (2000) se llevo a cabo un estudio multicéntrico (participaron 40
hospitales); se hallo una frecuencia de produccion de BLEE en E. coli del 2,7%.
En el 2009, en el mismo pais, otro estudio realizado en 34 hospitales, demostro

un aumento en el porcentaje de produccion de BLEE en E. coli, del 4,04% (rango



de 0,4 a 20,3). También reportd que el 67,2% de las E. coli productora de BLEE
es de origen comunitario, porcentaje ain superior al observado en el afio 2000
(51%). Cabe destacar que de todos los casos de origen comunitario, el 53,1%
tuvo alguna relacion con la asistencia sanitaria, lo que supone que el 31,5% del
total de E. coli productora de BLEE son casos puramente comunitarios (Diaz,

2006).

En Japon (1986) se detect6 la BLEE-FEC-1 en E. coli, la cual fue posteriormente
detectada en Alemania, Argentina, Francia e Italia denominandose BLEE-CTX-

M. (Naas, et al., 2008).

En Latinoamérica las cepas de Enterobacterias productoras de BLEE parecen ser
muy frecuentes en muchos paises de la region con indices que alcanzan el 8.5%
para E. coli. Para América Latina, estudios recientes indican la prevalencia mas

alta en el mundo con un 8.5-18.1% para E. coli. (Villegas, 2008).

En Canada, Johnson y colaboradores (2008). Demostraron que el uso de
Fluoroquinolonas en la comunidad en el escenario de una alta resistencia a SXT
inducia igualmente una resistencia alta a estos antibioticos, la resistencia a SXT
aumento de 26,1% a 29,6% y la de Levofloxacina de 1 a 9% en un periodo de 6

anos.



En estudios multicéntricos como el ESGNI-003 (Europa) y SENTRY (E.E.U.U.)
se encontr6 que E.coli presentaba una resistencia menor del 4% a
Fluoroquinolonas al igual que el estudio de Leblebicioglu H. et al, donde la
resistencia a Quinolonas fue 8,2% y aproximadamente 20% a Cefalosporinas (23-
26) Un estudio realizado Lima-Peru, report6 elevada resistencia de E. coli a las
Fluoroquinolonas en ambos sexos. La CIP registré una resistencia de 69,8% y
78,4% en mujeres y hombres, respectivamente. En mujeres, la Gentamicina (G)
mostré una actividad de solo 38,6%; Amikacina (Ak) mantiene una cifra de

resistencia de solo 7,8% (Astete, et al., 2004).

En el Peru, se tienen reportes locales sobre el avance de la resistencia a los

antibacterianos en varios hospitales y clinicas en Lima, Arequipa y Cajamarca.

En afio 2006, Zavala E. realiz6 un trabajo cuantitativo descriptivo en el que
determiné que el 81.89% de las enterobacterias estudiadas fueron productoras de
BLEE y al evaluar la multirresistencia antibi6tica determind que el grupo
productor de BLEE poseia una mayor multirresistencia (12.9%) que el grupo no
productor de BLEE (3.96%). Abanto L., en el 2009, evalud la produccién de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en 50 cultivos de Escherichia coli
aislados de urocultivos y determind que la frecuencia de produccion de estas
enzimas fue de un 44%. En un estudio realizado el mismo afio por Rivera M. , se
evalud a 45 cultivos de enterobacterias de importancia clinica, de los cuales doce
presentaron resistencia por BLEE a cefalosporinas de tercera generacion y/o

monobactamicos, cuatro E. coli y cuatro E. cloacae fueron los mas relevantes.



1.2. Justificacion de la investigacion
En los ultimos afios, la resistencia antimicrobiana ha emergido como un asunto
de salud publica importante, puesto que continla en firme aumento a pesar de la
introduccién de nuevos antibidticos, y es la causa de un alto indice de mortalidad
que puede avanzar a mayores consecuencias, de seguir en la misma linea respecto
del abuso de los antibioticos, ademas del dafio econdmico que representa para la
poblacion. La evolucion de las bacterias a través del tiempo ha permitido que se
produzca una multitud de especies diferentes y, a la vez, ha generado una
diversidad de mecanismos de resistencia, que combaten los retos con los
antibioticos. Como resultado de esto, incluso las bacterias que nunca han estado
expuestas a antibidticos comerciales estan en capacidad de producir genes de

resistencia a medicamentos (Solérzano, 2004).

No sb6lo hay una cantidad de especies patdgenas que son potencialmente
resistentes a los antibidticos, sino que los medios utilizados para causar dicha

resistencia son muy variados.

Cada patdgeno puede requerir una estrategia compensatoria especifica cuando
emergen cepas resistentes en un ambiente clinico. Por ello es de especial interés
los mecanismos responsables de la resistencia de Escherichia coli a
betalactamasas de espectro extendido, que han surgido con el uso indiscriminado
de estos medicamentos. La tendencia actual en todo el mundo es la realizacién
de estudios de vigilancia epidemioldgica para tratar de establecer e identificar

patogenos prevalentes y asi desarrollar estrategias de control y prevencion



encaminadas a ayudar al médico a supervisar mas de cerca la terapia antibiotica
0 a seleccionar una terapia alterna para el adecuado manejo de infecciones. Una
terapéutica correcta puede controlar progresivamente la resistencia bacteriana,
sobre todo intrahospitalaria, y con ello en un futuro se podria aspirar a la

erradicacion de cepas emergentes productoras de BLEE (Del Rio, 2007).

Las Enterobacteriaceae representan aproximadamente el 50% de los
microorganismos de importancia clinica. Escherichia coli es la mas importante y

la més descrita como causa de patologia en los seres humanos.

La via urinaria es el origen de la mayoria de las bacteriemias y su posterior
diseminacion a otros tejidos, asi mismo constituyen una de las patologias
infecciosas mas frecuentes en la comunidad y en el intrahospitalario (Blanco y

Cremona, 2009).

Los antibidticos betalactamicos son el principal grupo de antimicrobianos y el
mas utilizado para el tratamiento; son activos frente a las Grampositivas, Gram-
negativas y Espiroquetas. Su eficacia esta en continuo reto debido a la emergencia
de cepas bacterianas resistentes que producen Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEE), un grupo de enzimas producidas por bacilos Gram-negativos
que hidrolizan Cefalosporinas y ultimamente las Cefamicinas, pero no a los
Carbapenemicos. Estan mediadas generalmente por plasmidos y derivan de otras
enzimas con menor espectro hidrolitico. Resaltan en este grupo a las

Cefotaximasas (CTX), (Hernandez, 2009).



Queda claro entonces que las BLEE, constituyen un problema terapéutico y
epidemioldgico de gran magnitud; la presencia de estas cepas en las infecciones,
conllevan a multirresistencia ya que son portadoras de otros genes que provocan
resistencia cruzada a Quinolonas, Aminoglucésidos e incluso Cotrimoxazol; de

ahi la gran importancia de una adecuada y oportuna identificacion.

A nivel mundial existe un aumento en la resistencia de los uropatégenos de la
comunidad, no solo a los antimicrobianos usados como primera linea de
tratamiento (aminopenicilias y cefalosporinas de primera generacion,
trimetoprim /sulfametoxazol, ciprofloxacina y norfloxacina), sino incluso a
multiples antimicrobianos por cepas productoras BLEE. E. coli uropatogénica
productora de CTX-M-15 se ha identificado como causante de infecciones
adquiridas en la comunidad e infecciones asociadas al cuidado de la salud, asi
también se ha observado en las Gltimas décadas que el fenotipo salvaje de E. coli

esta asistiendo a un aumento de la multirresistecia, (Celis, 2012).

Las instituciones hospitalarias de paises con recursos limitados tienen tasas de
infecciones nosocomiales mas altas y a su vez cuentan con menos recursos para
invertir en la aplicacion de programas de prevencion de estas infecciones.
Factores asociados a la actitud de los trabajadores de salud, hacen maés
complicado el control de las infecciones en nuestros hospitales. Las
consecuencias de ignorar la presencia de las bacterias productoras de BLEE en
nuestra realidad, puede condicionar al fracaso del tratamiento, lo que conllevaria

a aumentar la resistencia y diseminacion de este tipo de microorganismos desde



el espacio intrahospitalario a la comunidad. Se ha constatado en varios paises un
aumento de las ITU del medio extrahospitalario producidas por cepas de E. coli
productoras de BLEE. Debido a que en nuestro medio la deteccién de gérmenes
de esta naturaleza no se realiza en la gran mayoria de establecimientos de salud,
y como existen reportes de brotes intrahospitalarios por gérmenes resistentes, asi
como de infecciones complicadas en la comunidad, se considerd necesario
plantear la propuesta de investigacion, en la que se determind
microbiolégicamente el porcentaje de cepas E. coli aisladas de urocultivos
productoras de BLEE provenientes de ambientes comunitarios e
intrahospitalarios. El presente estudio permitira también orientar al clinico en el
control y manejo de las infecciones, de origen intrahospitalario y comunitario, y
evitar la expansion de bacterias de esta naturaleza y todo lo que se genera como

consecuencia del manejo inadecuado de los antibidticos.

1.3 Problema

¢Se logrard determinar las betalactamasas de espectro extendido en cepas de
Escherichia coli aisladas de urocultivos provenientes de pacientes atendidos por
infeccion de tracto urinario en la Clinica Salud Primavera Chimbote, durante el

periodo comprendido entre abril y julio del 2018?

1.4 Marco Referencial
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1.4.1. LAFAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram-negativos de gran
importancia en la patologia infecciosa, estando implicados en diferentes
sindromes clinicos. Es el grupo de microorganismos que mas
frecuentemente se aisla en los laboratorios clinicos de microbiologia,
produciendo infecciones tanto en pacientes con inmunidad conservada
como en inmunodeprimidos y son causantes de diferentes tipos de
infecciones tanto de adquisicion en la comunidad como nosocomiales
(Hernandez, Martinez-Martinez et al., 2005) (Hernandez, Pascual et al.,

2003).

Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota intestinal, pero
ademas, en pacientes alcohdlicos, diabéticos o ingresados en un hospital se
pueden aislar de la cavidad oral y faringe (Hernandez, Martinez-Martinez et

al., 2005)

1.4.2. Escherichia coli

Fue descrita por primera vez por Theodor Escherich en 1885, quien
determind que existia esta bacteria bajo la forma de huésped habitual del ser
humano. En 1919 se le dio la denominacion, por Castellani y Chalmers, y
se convirtio de manera rapida en el género tipico de las Enterobacteriaceas

(WHO, 2015a). Escherichia coli patdgena es una bacteria que se encuentra

11



involucrada en la mayoria de enfermedades infecciosas que afectan al ser
humano, actualmente es la bacteria que se muestra recurrente en los diversos
casos infecciosos que aquejan a la poblacion, ademas de ser la bacteria con
mayor indice de recuperacion en las muestras clinicas (WHO, 2015b;

Koneman et al., 2008) .

E. coli es la enterobacteria mas importante ya que es la que se halla con méas
Introduccion 6 frecuencia en el tracto digestivo y la mas descrita como causa
de patologia en los seres humanos. Se trata de un enterobacteria movil,
catalasa positiva, oxidasa negativa, reduce el nitrato a nitrito, normalmente
fermenta la lactosa, produce indol a partir del triptéfano siendo negativa la
reaccion de Voges-Proskauer, ureasa y fenilalanina desaminasa (Mandell,

Bennett et al., 2005).
1. 4.2.1. Caracteristicas

Escherichia coli es un bacilo Gram (-), aerobio y considerado como
anaerobio facultativo, con flagelos peritricos; es parte de la flora bacteriana
intestinal de los seres humanos y de algunos animales de sangre caliente,
ya que es una bacteria mesofila; por ende, es sensible a temperaturas
inferiores a los 7°C y superiores de los 70°C. Posee una sola cadena espiral
de ADN, con una carga genética de 5 000 genes (Koneman, 2008; Agurto,

2009).

12



1.4.2.2.. Estructura

Al ser una bacteria Gram (-) posee estructuras tipicas como la cubierta que
consta de 3 elementos basicos: la membrana citoplasmatica, la membrana
externa y el espacio periplasmatico constituido por peptidoglucano, la cual
le brinda forma y rigidez, ademas de permitir la resistencia a situaciones
adversas. Inclusive se pueden hallar fimbrias y estructuras relacionadas a la
patogenicidad de la bacteria (Agurto, 2009; Murray, 2009; Mandell, Bennett

et al., 2005).

1.4.2.3.. Factores de virulencia

Son todas las estructuras o productos bacterianos que intervienen en el
proceso infeccioso. Las enterobacterias poseen una serie de factores de
virulencia implicados en la produccion de los diferentes sindromes
clinicos, por una parte Introduccion 8 poseen fimbrias y adhesinas
imprescindibles para adherirse a las mucosas, siendo este el primer paso
para la colonizacion bacteriana, por otra parte producen toxinas como la
endotoxina o lipopolisacarido de la pared y otras: hemolisina, citotoxinas
y por ultimo poseen plasmidos que son unidades de ADN
extracromosomicos, intracitoplasmaticos, con  capacidad de

autorreplicacion y que juegan un papel fundamental en la codificacion de

13



1.4.3.

informacidn para su accion patdgena (islas de patogenicidad) asi como

para la resistencia a los antibioticos (Mandell, Bennett et al., 2005)

INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO

Entendemos por infeccion la entrada, establecimiento y multiplicacion de
microorganismos en el interior o en la superficie de un huésped, existiendo
distintos grados de relacion entre el huésped y el microorganismo:
colonizacién, infeccion inaparente y enfermedad infecciosa. (Andréu, Alos
et al., 2005) La infeccion del tracto urinario (ITU) se caracteriza por la
presencia de microorganismos en el tracto urinario a cualquier nivel, desde
el extremo distal de la uretra hasta el cortes renal (uretra, vejiga, prostata,
uréteres, pelvis renal o rifiones), englobando diferentes entidades clinicas

que requieren su catalogacién mediante la correlacion clinica-laboratorio.

E. coli accede al sistema genitourinario a través del periné desde el tubo
digestivo, fundamentalmente en las mujeres por presentar una uretra mas
corta. La via urinaria es el origen de la mayoria de las bacteriemias y su
posterior diseminacion a otros tejidos. El término infeccion urinaria incluye
distintos sindromes como pielonefritis aguda y cronica, cistitis y sindrome
uretral agudo, los cuales afectan a diversas estructuras de las vias urinarias,
presentando diferencias en relacion a la clinica y gravedad del cuadro que
producen. Las infecciones del tracto urinario son, dentro de las infecciones

bacterianas, de las méas frecuentes en el hombre, siendo los bacilos gram-
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negativos el grupo taxonémico mas frecuentemente aislado, predominando
Escherichia coli como agente causal. De hecho, la infeccion de las vias
genitourinarias ocupa el segundo lugar en frecuencia, después de las
infecciones del aparato respiratorio. Esta incidencia junto a su morbilidad
(pielonefritis crdnica, insuficiencia renal) y mortalidad (foco de bacteriemia
y sepsis), representan un importante reto a la hora de establecer su
diagndstico y tratamiento. Las infecciones del tracto urinario son de gran
importancia por su prevalencia. Aproximadamente el 20% de las mujeres
desarrollan una infeccion urinaria a lo largo de su vida; es la infeccion
nosocomial mas frecuente en Espafia y ocupa el segundo lugar de las
infecciones atendidas por equipos de Atencidn Primaria. Més del 95% de
las ITU son monobacterianas. Siendo E. coli el microorganismo mas
frecuentemente implicado en la infeccion aguda y en infecciones producidas
en pacientes ambulatorios. Sin embargo en el caso de infecciones
recurrentes, especialmente en presencia de anormalidades estructurales del
aparato urinario, como son anomalias congénitas, vejiga neurogénica y
obstrucciones del aparato urinario, las especies implicadas son Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella, y Enterobacter seguido de Enterococos y
Staphylococos. En este ultimo caso son mas frecuente las infecciones
polimicrobianas y los microorganismos suelen ser mas resistentes debido a
que estos pacientes suelen ser tratados con varios ciclos de antibiotico.

Asimismo, estas especies son mas frecuentes en el ambiente hospitalario.
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Otros agentes implicados en las ITU son Corynebacterium urealyticum, que
ha sido reconocido como un importante patdégeno nosocomial,
microorganismos anaerobios, levaduras del género Candida vy
Staphylococcus saprophyticus que se asocia a ITU en mujeres jovenes
sexualmente activas. También se ha implicado en ITU a los géneros
Gardnerella, Ureaplasma y Micoplasma. Por ultimo asociadas a célculo
renales, aparecen infecciones producidas por nanobacterias. (Mandell, JE et
al., 2005) La distribucion epidemiol6gica no es uniforme, variando su
incidencia en funcidn de la edad y el sexo. En lactantes menores de 3 meses
predomina en varones y posteriormente es méas frecuente en nifias. En la
edad adulta, existe una mayor prevalencia en la mujer coincidiendo con el
inicio de las relaciones sexuales. En la vejez la incidencia de ITU aumenta
en ambos sexos, aunque de manera mas marcada en varones. (Mandell, JE
et al., 2005) Para realizar un diagnéstico correcto se debe recurrir al analisis
microbioldgico, ya que los signos y sintomas que pueden aparecer
acompafiando a la infeccion del tracto urinario no poseen la suficiente
especificidad. Las infecciones del tracto urinario se dividen en infecciones
de vias altas y bajas. Describiéndose cuatro sindromes principalmente:
uretritis, cistitis, prostatitis y pielonefritis En las infecciones urinarias de
vias bajas, se incluyen: 1. La cistitis, infeccion superficial de la mucosa
vesical, caracterizada por la presencia del sindrome miccional: disuria

(escozor), polaquiuria (aumento de la frecuencia, aunque no del volumen
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total) y tenesmo (miccion urgente), a menudo acompafiados de dolor
suprapubico, orina maloliente y en ocasiones puede aparecer hematuria. 2.
La uretritis, inflamacion de la uretra, generalmente causada por infecciones
de transmision sexual. 3. La prostatitis, inflamacion de la prostata, aguda o

cronica

4. La epididimitis, inflamacion del epididimo, generalmente secundaria a
prostatitis. 5. En las infecciones urinarias de vias altas, se incluyen los
sindromes debidos a inflamacion del parénquima renal (pielonefritis aguda
0 crénica) y los procesos supurativos locales (absceso renal). La presencia
de fiebre, dolor lumbar o pufio percusion positiva indican infeccion del
rifidn. Una clasificacion de las ITU de gran utilidad desde el punto de vista
clinico es la que distingue entre complicadas y no complicadas: Las
infecciones urinarias complicadas son las que se producen en pacientes con
patologia metabdlica previa o con anomalia estructural o funcional del tracto
urinario (la presencia de céalculos, obstruccion, anomalias anatomicas,
vejiga neurdgena o cuerpo extrafio), el embarazo, la diabetes, el trasplante
renal, la edad avanzada, la hospitalizacion, la hipertrofia prostatica y
diversas enfermedades metabdlicas e inmunologicas también pueden hacer
complicada una ITU. También se incluyen aqui las causadas por patdégenos
resistentes a antibioticos. (Mensa, 2008). Segun opiniones, la Unica
infeccion urinaria no complicada es la cistitis en la mujer sana no

embarazada
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Por ultimo, cuando se producen de forma recurrente se pueden clasificar en
recidivas y reinfecciones. Las recidivas representan el 20% de las
recurrencias, la bacteriuria es debida al mismo germen que produjo la
primera infeccidn, y suele ocurrir entre una y dos semanas después de
finalizar el tratamiento previo. Pueden ser debidas a la persistencia del
microorganismo en el tracto urinario, a un tratamiento antibiotico
inadecuado o demasiado corto, a la existencia de una anomalia
genitourinaria o al acantonamiento de los gérmenes en un lugar inaccesible
al antibidtico. Las reinfecciones, son mas frecuentes que las recidivas, estan
producidas por una bacteria distinta y se producen meses después de la
infeccidn inicial. A veces pueden deberse al mismo microorganismo, que

persiste en vagina o intestino.

En el diagnodstico de las ITU, hay que tener en cuenta cinco puntos

fundamentales:

1. Diagnoéstico clinico.

2. Diagnéstico de localizacion.

3. Valoracion de la funcion renal.

4. Existencia o no de factores predisponentes a ITU (gestacion, patologia
prostatica, prolapso vesical, alteracion del pH vaginal, manipulacion e

instrumentalizacion de la via urinaria, hipertension, diabetes).

5. Diagnastico etiolégico (aislamiento de uropatégeno)
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El método de referencia para el diagnostico etioldgico de las infecciones del
tracto urinario sigue siendo el cultivo cuantitativo de orina completado con
el estudio del sedimento; de tal manera que el urocultivo es una prueba
imprescindible para establecer el diagnostico y tratamiento de una infeccion
urinaria, pues permite aislar e identificar al agente causal de la misma y
determinar la sensibilidad a los antimicrobianos. Los criterios mas
revelantes en la eleccion de un antibidtico para el tratamiento de las 1TUs,
que sea facil para el cumplimiento terapéutico y que presente una

eliminacién urinaria elevada y mantenida (Andréu, Alos et al., 2005)

En las tablas 1 y 2 se relacionan los antibi6ticos que suelen considerarse
como opciones de tratamiento segun el tipo de ITU: (Mandell, et al., 2005)

(Mensa, 2008)

Tabla 1.: En las infecciones de la via urinaria superior.

Pielonefrititis aguda sin criterios de |  Cefalosporina 32 oral o im

ingreso hospitalario e Aminoglucésido im (dosis Unica
diaria)

e Fluoroquinolonas.

Pielonefrititis aguda con criterios de ingreso hospitalario:
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a. Sin riesgo de infeccion por
microorganismos resistentes y con

estabilidad hemodinamica

Cefalosporina 38, aztreonam,
ertapenem ¢ Aminoglucdsido im o iv

(dosis unica diaria)

b. con riesgo de infeccion por

microorganismos resistentes y/o

inestabilidad hemodinamica

e Carbapenemem (imipenem o

meropenem)

e Piperacilina/tazobactam

® En caso de shock afiadir un amino
glucésido a cualquiera de las pautas

mencionadas.

Tabla 2.: En las infecciones de la via urinaria inferior.

Cistitis no complicada

¢ Cefalosporinas de 22 o0 32 generacion
(3-5 dias). ¢ Fluoroquinolonas (3-5

dias).
e Amoxicilina/clavulanico (5 dias).
trometamol

¢ Fosfomicina (Dosis

Unica).

¢ Nitrofurantoina (7 dias).
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Cistitis complicada

¢ Cefalosporinas de 22 o 32 generacion

(7 dias).

Recidivas en el varén

¢ Fluoroquinolonas.

e Trimetoprim-sulfametoxazol

Reinfecciones en la mujer | ¢ Profilaxis con dosis bajas de
posmenopausica. antibiético o aplicacion de cremas
vaginales con estrégenos.
¢ Si la recurrencia es sintomatica y
presenta relacion con anomalia
uroldgica que no se puede corregir se
aconseja profilaxis antibidtica durante
6-12 meses. Fluoroquinolonas,
Trimetoprim-sulfametoxazol,
Nitrofurantoina.
Bacteriuria asintomatico en | * Amoxicilina/clavulanico.
embarazadas . .
e Cefalosporinas de 12 generacion.
¢ Nitrofurantoina. e Fosfomicina
Profilaxis antibidtica en eCefalexina.
embarazadas.

¢ Nitrofurantoina.

21



1.4.4. LOS ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

Los antibidticos betalactamicos constituyen el principal grupo de
antibidticos y el mas utilizado para el tratamiento de las infecciones
humanas. En 1928 Fleming observo el efecto inhibidor del Penicillium, un
hongo filamentoso, sobre el crecimiento de bacterias en una placa de cultivo,
pero fue en la década de los 40 cuando se consigue la produccion industrial
de la penicilina gracias a los estudios de Florey y Chain. (Joklik, 1996) Estos
antibidticos presentan como estructura béasica el anillo betalactamico,

formado por la condensacion de alanina y beta-dimetilcisteina

1.4.4.1.Mecanismo de accion

Los antibioticos betalactamicos tienen accion bactericida, actdan
impidiendo la sintesis de la pared bacteriana, inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano, que es el componente que confiere estabilidad y rigidez
a la bacteria, protegiéndola de la rotura osmotica. Estos antibioticos se
unen a lo que se denomina genéericamente como proteinas ligadoras de
penicilinas (PBP), cuya funcion es catalizar una serie de reacciones de
transpeptidacion y carboxipeptidacion necesarias para la sintesis del

peptidoglicano de la pared bacteriana. Los betalactdmicos actuan
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también activando una autolisina bacteriana enddgena que destruye el

peptidoglicano. (Marin and Gudiol, 2003)

1.4.4.2. Clasificacion y estructura quimica

Esta familia de antibidticos viene definida quimicamente por la
presencia de un anillo betalactdmico, origindndose cinco grandes
grupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, monobactames e

inhibidores de las betalactamasas. (Marin and Gudiol, 2003).

1.4.4.3. Estructura quimica de las Penicilinas

Las penicilinas contienen un anillo betalactdmico y un anillo de
tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico, el cual deriva de la
condensacion entre una molécula de valina y una de cisteina, dando
lugar al doble anillo caracteristico. Presentan una cadena lateral en la
posicion 6, que varia de unas penicilinas a otras y es la que define sus

propiedades.

Segun el espectro de accion las penicilinas se pueden dividir en cinco

subgrupos:

* Las penicilinas de primera generacion presentan actividad frente a
bacterias gram-positivas no productoras de betalactamasas, bacterias

anaerobias y algunos cocos gram-negativos (como el meningococo)
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» Las penicilinas semisintéticas resistentes a penicilasas son el
tratamiento de eleccidn para las infecciones debidas a bacterias del

género Staphylococcus.

* El espectro de accion de las aminopenicilinas es mas amplio que el de
las penicilinas de primera generacion, actuando ademaés frente a cocos
gramnegativos, enterobacterias no productoras de betalactamasas y

enterococos.

* Por ultimo, las ureidopenicilinas y las carboxipenicilinas presentan
buena actividad frente a bacilos gram-negativos aerobios incluyendo

Pseudomonas aeruginosa.

*Las de tercera generacidbn son mas activas frente a bacterias
gramnegativas de adquisicion nosocomial, como por ejemplo:
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona. * Las de cuarta generacion
presentan buena actividad frente a bacterias gram-positivas, gram-

negativas y Pseudomonas, como por ejemplo: Cefepima.

1.4.4.4. Estructura quimica de los carbapenemes

Su estructura basica consiste en la union de un anillo betalactdmico con
un anillo pirrolidinico compartiendo un nitrogeno. Los carbapenemes
son muy estables frente a betalactamasas de manera que dentro de los

antibioticos betalactamicos son lo que presentan el espectro mas amplio.
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Los representantes de este grupo son imipenem, meropenem Yy
ertapenem siendo activos frente a bacterias gram-positivas, gram-
negativas y anaerobias. Imipenem es mas activo frente a bacterias gram-
positivas, mientras que ertapenem y meropenem presentan mayor
actividad frente a bacterias gramnegativa aerobia. Cabe destacar la falta

de actividad de ertapenem frente a Pseudomonas aeruginosa.

1.4.4.5. Estructura quimica de las Cefalosporinas

La estructura de las cefalosporinas se origina de la union de un anillo
dihidrotiacinico y un anillo betalactamico; al igual que con las
penicilinas, las modificaciones en la cadena lateral dan lugar a las
diversas cefalosporinas. Las cefalosporinas se clasifican segun su orden
cronologico de aparicidon en cuatro generaciones: * Las de primera
generacion son las mas activas frente a estafilococos no productores de
betalactamasas, como por ejemplo: cefalotina, cefazolina, cefaclor. ¢
Las de segunda generacion amplian su espectro frente a bacterias
gramnegativas de origen comunitario, como por ejemplo la cefuroxima,
cefamandol y junto a ellas las cefamicinas como cefoxitina y cefminox

mas activas frente a los Bacteroides del grupo fragilis.

1.4.4.6. Estructura quimica de los monobactames
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Los monobactamicos contienen solo el anillo betalactamico. Aztreonam
es el unico representante de este grupo, siendo activo frente a bacterias
gram-negativas aerobias, incluyendo a Pseudomonas aeruginosa pero no

frente a bacterias gram-positivas ni anaerobios.

1.4.4.7. Estructura quimica de los inhibidores de las betalactamasas

Dentro de los inhibidores de las betalactamasas con una estructura
betalactdmica se encuentran el sulbactam, el acido clavulénico y el
tazobactam. El sulbactam es una sulfona semisintética del acido
penicilanico. El tazobactam posee un grupo triazol en posicion 3. El
acido clavulanico tiene un nucleo similar al &cido penicilanico de las
penicilinas pero se sustituye el &tomo de azufre por uno de oxigeno y

carece de la cadena lateral acilamino en posicion 6.
1.45. ESPECTRO ANTIBACTERIANO

Los betalactamicos son activos frente a bacterias gram-positivas,
gramnegativas y espiroquetas. El espectro antimicrobiano de la penicilina G
va desde los cocos gram-positivos y gram-negativos hasta bacilos gram-
positivos, tanto facultativos como anaerobios, y algunos bacilos gram-
negativos. La obtencion de derivados semisintéticos del &acido 6-
aminopenicilanico permitié disponer de preparados activos por via oral, los

cuales presentan mayor resistencia a las betalactamasas y mayor accion
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sobre bacterias gram-negativas (aminopenicilinas, penicilinas anti-
pseudomonas y penicilinas antiestafilocdcicas). (Marin and Gudiol, 2003)
Mientras que las cefalosporinas de primera generacién son muy activas
frente a los cocos gram-positivos, las sucesivas generaciones son mas
activas frente a los bacilos gram-negativos. Los carbapenémicos son dentro
del los betalactamicos los que presentan mayor espectro. El aztreonam posee
una muy buena actividad frente a bacterias gram-negativas aerobias y
facultativas, pero carece de actividad frente a gram-positivos y anaerobios.
Por altimo, los inhibidores de las betalactamasas, presentan una elevada
afinidad frente a las betalactamasas a las que se unen de manera irreversible
protegiendo de esta manera a los betalactamicos de su accién. Aisladamente
poseen poca actividad antibacteriana, se utilizan asociados a otro
betalactamico, siendo su funcién fundamental permitir a éste recuperar su
actividad sobre microorganismos que se han hecho resistentes por

produccion de betalactamasas. (Marin and Gudiol, 2003)

1.4.6. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias a lo largo del tiempo han producido una amplia variedad de
mecanismos de resistencia, con el fin de contrarrestar el efecto de los
antibioticos. La eficacia de los antibidticos betalactamicos esta en continuo
reto debido a la emergencia de cepas bacterianas resistentes. (Frere, 1995)

Entendemos por resistencia bacteriana la condicion microbioldgica
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caracterizada por la capacidad natural o adquirida por parte de una cepa
bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o
bacteriostaticos de un antibidtico. (Bush, Jacoby et al., 1995). La resistencia
puede estar mediada por genes cromosémicos 0 material extracromosémico
(DNA plasmidico). La resistencia cromosomica aparece por mutacién, por
el contrario los plasmidos y transposones pueden ser autotransferibles entre
bacterias. La transferencia de este material genético se realiza a través de
diversos mecanismos como son la transformacion, conjugacion y
transduccion. (Marin and Gudiol, 2003) La resistencia de los bacilos gram-
negativos a los antibiéticos betalactdmicos puede ser debida a varios

mecanismos, que en ocasiones se asocian:

1. Alteraciones de la permeabilidad: La membrana externa en las bacterias
gram-negativas dificulta el paso de sustancias hidrofilicas, como los
antibioticos B-lactamicos, los cuales necesitan los poros proteicos
(porinas) para tal fin. Generalmente por mutaciones que afectan a las
porinas, se produce una disminucion de la concentracion del antibiotico

en el interior de la célula. (Marin and Gudiol, 2003)

2. Produccion de enzimas: Hidrolisis del antibiotico por las betalactamasas,
la produccion de betalactamasas es el mecanismo de resistencia mas
importante frente a los antibioticos betalactdmicos. (Canton, Novais et al.,
2008) Son enzimas de naturaleza proteica cuya sintesis esta controlada

por un gen, bien cromosémico o bien transferido por plasmidos. Las
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betalactamasas se unen al grupo carboxilo y rompen el enlace amidico del
anillo betalactamico lo cual hace que se pierda la capacidad de unién a las
PBP. En las bacterias gram-negativas estas enzimas se encuentran en el
espacio periplasmico y atacan al antibiotico antes de que este alcance su
receptor. (Gupta, 2007) Su produccion puede ser constitutiva (se
producen siempre) o inducible (s6lo en presencia de un betalactdmico).
(Bush, 1988) La produccion de betalactamasas cromosémicas puede ser
constitutiva (se producen siempre) o inducible (se producen sélo en
presencia de un betalactamico). Las betalactamasas plasmidicas en los
bacilos gram-negativos son constitutivas y su grado de produccién esta en
relacion con el nimero de copias del plasmido. (Marin and Gudiol, 2003)
Las modificaciones en la estructura de la enzima por sustitucion de
aminoacidos presenta una fuerte correlacion con cambios en su funcion;
(Du Bois, Marriott et al., 1995) asimismo, estudios cristalograficos
demuestran que la estructura de algunas betalactamasas presenta una gran

similitud con las PBP. (Frere, 1995)

Alteraciones en el lugar de accién Como los betalactamicos deben unirse
a las PBP para ejercer su accion cualquier alteracion a este nivel reduce

la afinidad del antibiotico por su diana.

Expresion de bombas de eliminacion activa: Son bombas de flujo que
bombean al antimicrobiano al exterior. Como ya hemos comentado, el

mecanismo de resistencia mas frecuente es la produccion de
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betalactamasas tanto de codificacién cromosémica como plasmidica. Este
problema, en un principio, fue solventado clinicamente por la
introduccion de nuevos betalactamicos con cadenas laterales que
protegiesen el anillo betalactdmico: cefamicinas, cefalosporinas de
tercera generacion y monobactames por la utilizacion de combinaciones
de los betalactamicos existentes con lo nuevos inhibidores de
betalactamasas. Pero las bacterias rapidamente adquirieron resistencia a

estos antibiodticos por los siguientes mecanismos:

» Algunas especies por hiperproduccion de enzimas, cefalosporinasas
inducibles de clase C, que ademas, pueden dar lugar a mutantes con

desrepresion estable de su sintesis.
* Hiperproduccion de betalactamasas clasicas.

« Aparicion de nuevas betalactamasas, codificadas por plasmidos,
mutantes de las tipo TEM y SHV, ahora capaces de hidrolizar las

cefalosporinas de tercera y cuarta generacion: BLEE
* Produccién de cefamicinasas mediada por plasmidos.

* Produccion de betalactamasas resistentes a la accion de los inhibidores:
IRT El mecanismo de resistencia a los inhibidores de betalactamasas y
sus combinaciones comerciales (amoxicilina-clavulanico, ampicilina-

sulbactam, ticarcilina-clavulanico, cefoperazona-sulbactam vy
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piperacilina-tazobactam) (Bush, 1988) que son resistentes a la accion de

los inhibidores. (Livermore, 1995).

1.4.7. BETALACTAMASAS

1.4.7.1. Generalidades

Las betalactamasas o penicilin amido-beta-lactamhidrolasas (EC
3.5.2.6) han sido definidas por el Nomenclature Committee of the
Internacional Unidn of Biochemistry como “enzimas que hidrolizan
amidas, amiditas y otras uniones C-N” (Feb 1993) Estas enzimas estan
ampliamente distribuidas en bacterias tanto grampositivas como
gram-negativas, constituyendo el mecanismo mas comdn de
resistencia en contra de los antibi6ticos betalactamicos (Ambler,

1980; Collatz, Labia, et al., 1990)

Las betalactamasas son la mayor defensa de las bacterias gram-
negativas frente a los antibidticos betalactdmicos. Son enzimas
responsables de la mayor parte de los fracasos terapéuticos debido a

que hidrolizan el anillo betalactamico inactivandolo (Bush, 1989).

En las bacterias gram-negativas, las betalactamasas plasmidicas son
constitutivas y su grado de produccion esta en relacion con el numero

de copias del plasmido, mientras que las betalactamasas
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cromosOmicas, pueden ser constitutivas o inducibles (Jacoby and

Mufioz-Price, 2005; Marin and Gudiol, 2003)

1.4.7.2. Clasificacion de las betalactamasas

Tanto la clasificacion como la nomenclatura de las betalactamasas
constituyen un problema, debido a que cuando se introducia en la
practica clinica un nuevo antibidtico betalactdmico aparecia,
practicamente al tiempo, una nueva betalactamasa que lo hidrolizaba,
de manera que ha aumentado enormemente su nimero lo que requeria
y requiere nuevas clasificaciones y constantes actualizaciones (Bush,

1989).

Es por ello que hayan sido propuestos numerosos esquemas de
clasificacion de estas enzimas. EI primero de ellos fue clasificarlas en
penicilinasas y cefalosporinasas que hidrolizan penicilinas y
cefalosporinas respectivamente. Mas adelante, estas enzimas han sido
clasificadas de acuerdo a su perfil de sustrato, punto isoeléctrico, peso
molecular, reaccién con los inhibidores y otros criterios bioquimicos,
asi como por su origen cromosomico o plasmidico. (Heritage, M'Zali
etal., 1999; Jaurin and Grundstrom, 1981; Medeiros, Cohenford et al.,

1985)
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1.4.8.

1.4.9.

PRODUCCION DE BETALACTAMASAS

Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el
cromosoma de la bacteria o en segmentos de DNA extracromosémico,
denominados pladsmidos los cuales son los responsables de la
diseminacion de la mayor parte de las betalactamasas. Los genes que
codifican algunas betalactamasas son transportados por transposones y
muchos genes son encontrados en integrones, los cuales a menudo
incluyen genes que confieren resistencia a otros antibioticos. (Jacoby and
Mufoz-Price 2005). Las principales betalactamasas responsables de la
resistencia en los bacilos gram-negativos son la betalactamasa inducible
AmpC (clase C) y las betalactamasas plasmidicas de amplio espectro y de

espectro extendido (BLEE-clase A). (Levison, 2002)

BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que
hidrolizan a las cefalosporinas de espectro extendido que contienen una
cadena lateral Introduccion 39 oximino; entre las que estan incluidas la
ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y también el aztreonam. No actdan
sobre cefamicinas ni carbapenemes. Son inhibidas por el &cido

clavulanico u otros inhibidores de betalactamasas como el sulbactam o
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tazobactam. (Patterson, 2003). Las BLEE han emergido en las dos Gltimas
décadas como un problema creciente que dificulta el tratamiento de
infecciones producidas por las bacterias portadoras. (Gobernado, 2005)
Su aparicion se asocia al uso excesivo de las cefalosporinas de amplio
espectro y el aztreonam. Fue en los afios 80 cuando se introdujeron en la
practica clinica las cefalosporinas de tercera generacién, estas
cefalosporinas fueron desarrolladas en respuesta a un incremento en la
prevalencia de betalactamasas en algunos microorganismos y a la
extension de estas a nuevos hospedadores. Estas cefalosporinas presentan
menor nefrotoxicidad que los aminoglucésidos y las polimixinas, de ahi
que se usaran mas. Son enzimas de configuracion plasmidica producidas
por bacilos gramnegativos, principalmente enterobacterias, en concreto
E.coli y Klebsiella pneumoniae, pero también pueden aparecer en bacilos
no fermentadores y otras enterobacterias. Derivan de las betalactamasas
de amplio espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1), pertenecientes al grupo 2b
de la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros; cuando estas sufren
mutaciones (el hecho de que se produzca un cambio de uno o mas
aminoacidos implica una apertura del sitio activo del enzima permitiendo
un mayor acoplamiento de la gran cadena lateral del betalactamico) en el
centro activo dan lugar a estas otras betalactamasas de espectro extendido,
que hidrolizan a las cefalosporinas de tercera generacion y a los

monobactamicos, clasificandose en el subgrupo 2be (clase molecular A);
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No todas las BLEE pertenecen al grupo 2be, ya que algunas oxacilinasas,
que pertenecen al grupo 2d (clase molecular D), son BLEE. (Philippon,
Labia et al., 1989; Patterson, 2003) Fue en 1983 en Alemania cuando se
aislo por primera vez una BLEE, en una cepa Introduccion 40 de
Klebsiella ozaenae, la cual recibié el nombre de SHV-2. En Espafa la
primera BLEE se describié en 1988, detectandose poco después los
primeros brotes. (Knothe, Shah et al., 1983) A parte de las TEM y SHV
en 1989 se describio otro tipo de BLEE las cefotaximasas o CTX-M,
derivan de betalactamasas cromosomicas de especies del género
Kluyvera, pertenecen a la clase molecular A y son resistentes a
cefotaxima, cefuroxima cefepima y en menor medida a ceftazidima.

(Walther-Rasmussen and Hoiby, 2004)
1.4.10. RESISTENCIAS ASOCIADAS

La resistencia a los antibiéticos es una de las causas de mayor
preocupacion en los ambitos clinicos debido a tres importantes aspectos:
la aparicion de resistencia a los nuevos antimicrobianos; la presencia de
genes plasmidicos que codifican resistencia y pueden ser facilmente
transferidos entre especies; y el aumento de resistencias no solo en el
ambiente hospitalario sino ademas en la comunidad (Wiener, Quinn et al.,
1999); la aparicion de las BLEE constituye un problema adicional de
resistencia a los antimicrobianos durante las dos ultimas décadas. El

aumento de BLEE producidas por enterobacterias en estos ultimos afios
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ha generado la necesidad de reevaluar la terapia de estas infecciones. El
tratamiento de las infecciones urinarias debidas a cepas productoras de
BLEE presenta grandes dificultades ya que estas cepas son
multirresistentes, limitando por tanto las alternativas. Son resistentes a
todos los betalactamicos y un 30% a 60% de ellas también a las
asociaciones de betalactamico/inhibidor de betalactamasa. Son sensibles
a cefamicinas, carbapenémicos. (Gobernad,o 2005) (Garau, 2008) Los
genes que codifican las BLEE estdn normalmente localizados en
plasmidos conjugativos (bla-TEM y bla-SHV), mientras que otros se
encuentran frecuentemente dentro de integrones como bla-CTX-M, bla-
GES, bla-VEB-1 lo que facilita su diseminacion. (Machado, Canton et al.
2005) La corresistencia de las cepas productoras de BLEE con
antimicrobianos de otras familias y la coexistencia de mecanismos
adicionales de resistencia en estas cepas supone un grave problema

terapéutico.

En relacién a la coexistencia con otros mecanismos de resistencia

destacariamos los siguientes:

 Alteraciones de la permeabilidad y resistencia a betalactdmicos Las
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan...) no son hidrolizadas por las BLEE,
por lo que podrian constituir una opcion para el tratamiento de las
infecciones producidas por cepas productoras de BLEE. (Paterson and

Bonomo 2005). Pero otros autores observan que la pérdida o modificacion
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de las porinas en cepas productoras de BLEE causan resistencia a
cefoxitina. En el caso de los carbapenemas estos son activos frente a cepas
productoras de BLEE e incluso cuando también existe perdida de porinas,
aunque en la actualidad se han encontrado cepas con CMIs elevadas para

meropenem.

* Hiperproduccion de betalactamasas de amplio espectro (TEM-1) y otras
betalactamasas (como AmpC) asociadas a alteraciones en la
permeabilidad puede producir resistencia a inhibidores como

amoxicilina/clavulanico.

En relacion a la corresistencia con otros grupos de antimicrobianos,
numerosos trabajos demuestran que las cepas productoras de BLEE son
mas resistentes a quinolonas, amino glucosidos y cotrimoxazol que las

cepas no productoras.

* Resistencia a quinolonas Mtltiples estudios demuestran que las cepas
productoras de BLEE son mas resistentes a quinolonas, lo cual puede ser
debido a mecanismos de tipo cromosémico (alteracion en la diana del
farmaco, superproduccion de bombas de expulsion activas y pérdida de

porinas) y produccion de proteinas mediadas por plasmidos de la familia

Qnr (QnrA, QnrB, QnrS)

1.5. Hipdtesis
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Ho = No existe relacion alguna entre la multirresistencia y factores asociados
con la presencia de betalactamasas de espectro extendido en cepas de
Escherichia coli aisladas en urocultivos de pacientes atendidos en la clinica

Salud primavera, Chimbote abril-julio 2018

H: = Se lograra determinar la multirresistencia y los factores asociados a la
presencia de betalactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli
aisladas en urocultivos de pacientes atendidos en la clinica Salud primavera,

Chimbote abril-julio 2018

1.6.0Objetivos
Objetivo general:
o Determinar la multirresistencia de betalactamasas de espectro

extendido en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos.

Objetivos Especificos:

o Aislar las cepas de Escherichia coli aisladas en urocultivos.

o Determinar la multirresistencia de betalactamasas de espectro

extendido en cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos.

o Determinar los factores asociados a la presencia de betalactamasas de
espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en

urocultivos.
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Il. METODOLOGIA
2.1 Tipo y disefio de investigacion
2.1.1 Tipo
La investigacion sera de tipo cualicuantitativo, longitudinal,

experimental, in vitro.

2.1.2 Disefo
Este disefio experimental utiliz6 la técnica estadistica que
permitid identificar y cuantificar las causas de un efecto dentro de
un estudio experimental pre clinico in vitro. En este disefio se
manipulé deliberadamente una o mas variables, vinculadas al

efecto multidrogorresistente a betalactamasas.
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2.2 Poblacién y muestra

2.2.1 Poblacion

e Cultivos de Escherichia coli aislados de urocultivos de pacientes
atendidos en la Clinica Salud Primavera Chimbote, durante el

periodo de abril - julio 2018.

2.2.2 Muestra

e Se utilizaron 100 urocultivos de pacientes atendidos en la Clinica
Salud Primavera Chimbote, durante el periodo de abril - julio 2018 de

los cuales 40 corrrespondian a Escherichia coli.

2.3. Técnicas e instrumentos de investigacion:

2.3.1. Colecta de la muestra.

Se realizO un muestreo consecutivo a conveniencia de los aislamientos
provenientes de muestras de orina 100 pacientes que se atendieron en la
clinica Salud Primavera Chimbote en el periodo de abril-julio 2018 y que
tenian diagndstico de ITU, todas de pacientes diferentes, se seleccion6 una

colonia con morfologia compatible a E. coli que crecié en Agar McConkey.
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Posteriormente, cada enterobacteria fue identificada segun los
procedimientos habituales. Finalmente fueron sembradas en tubos de vidrio

(13 x 100 mm) con Agar Tripticasa Soya.

2.3.2. Cuidado y transporte de la muestra

Las muestras recolectadas, fueron colocadas en cajas térmicas
convenientemente acondicionadas para facilitar el transporte y evitar la
ruptura de material, manteniéndose en el Laboratorio del Centro Salud

Primavera.

2.3.3. Determinacion de cultivos productores de Betalactamasas de espectro

extendido (BLEE)

2.3.3.1. Test de Tamizaje: Método de disco difusion (Kirby—Bauer)

A partir de un cultivo puro de Escherichia coli, incubado por 18 a 24 horas
se realiz6 una suspension en solucién salina fisioldgica ajustado al tubo 0.5
de la escala de Mac Farland. Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste
de la turbidez del in6culo, se sumergid un hisopo estéril en la suspension y
se rotd varias veces presionando firmemente sobre la pared del tubo por
encima del nivel del liquido para remover el exceso de inoculo. Luego se
inoculd la superficie seca de la placa con agar Mueller Hinton, estriando con
el hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del

indculo y se dejo secar durante 3 a 5 minutos. Se colocé los discos con
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antibiotico con carga estandar de 30 ug de Aztreonam (ATM), Ceftriaxona
(CRO), Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima (CTX), y las placas fueron

incubadas a 35 °C por 16 a 18 horas.

Se utiliz6 como criterios de sospecha los diametros de inhibicion: ATM <
27mm, CRO <25 mm, CAZ <22 mm, CTX < 27mm. La cepa estudiada
presentd halos de inhibicidn, para al menos uno de estos antibidticos, iguales
o inferiores a los diametros referidos, por lo tanto se realiz6 un test

confirmatorio de la presencia de betalactamasas de espectro extendido.

2.3.3.2. Test confirmatorio BLEE - Método de Jarlier (Comité de Antibiograma
de la Sociedad Francesa de Microbiologia)
Se utilizard discos habituales de Ceftazidima (30 pg), Cefotaxima (30 ug),
Aztreonam (30 ug) y Ceftriaxona (30 ug) y Amoxicilina/Acido Clavuléanico
(20/10 pg).
Se realiz6 una suspension del microorganismo sospechoso, en solucion salina
fisiol6gica ajustada al tubo 0.5 de la escala de Mac Farland. Con un hisopo
estéril, se inoculd la suspension sobre la superficie de la placa de agar Muller
Hinton y se dejo secar de 3 a 5 minutos. Luego se colocd un disco de
Amoxicilina/Acido Clavuléanico en el centro de la placa y alrededor, a 30 mm
de distancia, los discos de Ceftazidima, Aztreonam, Cefotaxima y

Ceftriaxona. Las placas se incubaron a 35°C por 16 a 18 horas.
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Se evidenci6 imagenes de sinergia entre el disco Amoxicilina/Acido
Clavulénico y los discos de Ceftazidima y/o Aztreonam y/o Cefotaxima y/o

Ceftriaxona, considerarandose el test como positivo en algunos casos.

2.4. Procesamiento y andlisis de la informacion

Los datos seran presentados en tablas, segin el porcentaje de cultivos que
produzcan betalactamasas de espectro extendido, ademas seran sometidos a
modelos estadisticos, tales como Frecuencia, Andlisis de Varianza y la Prueba

Chi-Cuadrado (X?) de Pearson, con un nivel de significancia de 95% (a= 0.05).

I11. RESULTADOS
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Figura 1. Sexo de los pacientes atendidos en la clinica Salud primavera durante los
meses de abril a julio 2018, a quienes se les tomd una muestra de urocultivo para

evaluar la presencia de Escherichia coli
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Figura 2. Edad de los pacientes atendidos en la clinica Salud primavera durante los

meses abril a julio 2018, a quienes se les tom6 una muestra de urocultivo para evaluar

la presencia de Escherichia coli
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Figura 3. Sexo de los pacientes atendidos en la clinica Salud primavera durante los
meses de abril a julio 2018, a quienes se les tom6 una muestra de urocultivo y se

confirmo la presencia de Escherichia coli
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Figura 4. Edad de los pacientes atendidos en la clinica Salud primavera durante los

meses de abril a julio 2018, a quienes se les tomd una muestra de urocultivo y se

confirmo la presencia de Escherichia coli
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Tabla 1. Halos de inhibicién (mm) obtenidos al evaluar la multirresistencia y factores asociados

a la presencia de betalactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en

urocultivos de pacientes atendidos en la clinica Salud primavera, Chimbote abril-julio 2018.

N° Aztreonam Ceftriaxona Ceftazidima Cefotaxima MDR
1 24* 15* 19* 22* *x
2 38 20* 6> 20* **
3 8* 6* 6* 14* *%*
4 38 27 21* 22*

5 38 29 26 26*

6 9* 6* 6* 11* *%*
7 27* 29 23 15*

8 10* 8* 6> 13* **
9 33 30 24 30

10 30 31 25 28

11 34 25* 21* 27* *x
12 38 12* 11* 25* *x
13 31 34 22* 28

14 22* 15* 17* 21* *x
15 33 30 27 24*

16 19* 12* 27 35

17 29 27* 27 22*

18 21* 13* 22* 24* *x
19 29 28 26 27*
20 25* 26 24 25*
21 27* 30 24 29
22 23* 25* 24 25* *x
23 25* 27 25 27*
24 6* 12* 10* 15* Fx
25 31 32 27 30
26 27* 31 26 27*
27 31 31 28 31
28 30 24* 27 30
29 33 31 29 31
30 25* 23* 24 25* kel
31 28 34 25 36
32 17* 8* 18* * kel
33 40 35 28 27*
34 32 35 30 35
35 28 27 26* 35
36 27* 37 34 38
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37 37 32 32 35

38 24* 14* 24 12* o

39 35 32 30 32

40 25* 26 27 24*
Resistencia <27 mm <25 mm <22 mm <27 mm

Dénde: BLEE =Betalactamasa de expectro extendido, (*) = Resistencia BLEE,

(**) = MDR= Multidrogorresistente
Tabla 2. Intervalo de confianza de una proporcién de los datos obtenidos al evaluar la
multirresistencia y factores asociados a la presencia de betalactamasas de espectro extendido en
cepas de Escherichia coli aisladas en urocultivos de pacientes atendidos en la clinica Salud

primavera, Chimbote abril-julio 2018.

n° tratamientos n X p Porcentaje Limite inferior Limite superior
1 Aztreonan 40 19 0475 47.5 0.27 0.68
2 Ceftriaxona 40 17 0.425 42.5 0.22 0.43
3  Ceftazidima 40 14 0.35 35 0.16 0.35
4  Cefotaxima 40 25 0.625 62.5 0.43 0.63
5 MDR 40 14 0.35 35 0.16 0.35
<ps
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Figura 5. Porcentaje de resistencia antibacteriana y multirresistencia asociados a la presencia
de betalactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en urocultivos de

pacientes atendidos en la clinica Salud primavera, Chimbote abril-julio 2018.

IV. ANALISIS Y DISCUSION

El presente estudio fue de tipo transversal ya que fue realizado durante el periodo de
abril —julio 2018 en la clinica de Salud primavera, ubicado en la ciudad de Chimbote.
Se utilizaron urocultivos y para determinar cepas de E. coli de tanto de pacientes

pacientes pediatricos y adultos.

Se empled la técnica de difusion de disco de Kirby-Bauer bajo los lineamientos de
las guias del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (2013). Los antibidticos
empleados fueron: Ceftazidima, aztreonam, cefotaxima, ceftriaxona, y como

estandar amoxicilina/acido Clavulanico

El protocolo del estudio no se requirié consentimiento informado debido a que solo
se revisaron las historias clinicas y se analizaron las cepas aisladas, prescindiendo de
identificadores personales. La determinacion de la presencia del fenotipo BLEE se

hizo en el Laboratorio de la clinica.

Se definié como resistencia a, al menos, un antibio6tico de tres 0 mas categorias de
antibidticos, determinadas por la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y

Enfermedades Infecciosas (Magiorakos et al., 2012).
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Se realizd un andlisis estableciendo las caracteristicas demogréaficas y clinicas
relacionadas a resistencia antibidtica. Se analizaron un total de 07 factores de riesgo

para infeccién urinaria.

Las variables utilizadas fueron las siguientes: edad, sexo, incontinencia urinaria,
litiasis renal, uso de antibiotico en los Gltimos tres meses, ITU en el tltimo afioe ITU

severa.

En lafigura 1, se encontré que de 100 muestras de orina iniciales, se encontraron que
40 correspondian a cepas de E. coli, el 40% (40/100), y de las 40 cepas utilizadas en
este estudio, la mayoria provinieron de pacientes adultos entre 30-39 afios (35%), el
57,5% (23/40) de sexo femenino. La resistencia antibiotica encontrada fue aztreonan
47,5 (19/40), ceftriaxona 42,5% (17/40), ceftazidima 35% (14/40), cefotaxima 62,5%

(25/40) (Figura 1, tabla 2).

La recoleccion de datos asociados a la infeccion mostr6 que 70% (28 /40) pacientes
tenian una infeccion urinaria severa, asi mismo 35% (14/40) de cepas fueron

catalogadas como multirresistentes (MDR).

Los betalactamicos son antibidticos de primera linea en el tratamiento de la ITU por
E. coli en muchos paises, incluyendo las recomendaciones de la Sociedad Americana

de Enfermedades Infecciosas (IDSA) (Gupta et al., 2011).

El presente estudio hallo frecuencia elevadas de resistencia antibidtica, de las cuales

las menores frecuencias de resistencia en la poblacion pediatrica, pueden atribuirse a
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una menor frecuencia de enfermedades crénicas, institucionalizacion,
inmunosupresion y tratamiento antibidtico previo, asociados al desarrollo de

resistencia antibiotica.

Se encontr6 que 62.5% de resistencia a la cefotaxima, 42,5% a ceftriaxona, 47,5% a
aztreonan y 35% a ceftazidima, debido a su uso como tratamiento de primera linea

(Ministerio de salud, 2015).

Estudios de multirresistencia en la region de las Américas reportan hasta un 95% de
resistencia en cepas E. coli uropatégenas a, al menos, un antibidtico y 42% de
multirresistencia (Oliveira et al., 2011), asociada con el uso previo de antibioticos,

antecedente de hospitalizacion y cirugia (Castillo et al., 2017 ).

El estudio de patrones de resistencia antibiotica es una herramienta util para guiar el
tratamiento empirico de una infeccion. Al encontrarse frente a una cepa productora
de BLEE debemos considerar las caracteristicas propias de la infeccion, los factores
asociados a esta y los reportes locales de resistencia. Cabe mencionar que el acceso
a antibidticos sin prescripcion médica en Per( es también un factor mayor, que
contribuye al desarrollo de resistencia antibiotica; para lo cual sera necesario
implementar programas integrales de vigilancia y control epidemiolégico, con la

participacion informada del profesional de salud.

El aumento de la resistencia antibiotica en el &mbito comunitario es un problema de

salud publica que requiere mayores estudios. Actualmente se encuentra en
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investigacion el rol epidemioldgico de cepas comensales de E. coli como reservorios

de genes productores de betalactamasas (Riveros et al., 2017).

Es necesario laimplementacion de programas de prevencion de infecciones, asi como
identificar factores de riesgo en la poblacion, priorizando el tratamiento empirico en
pacientes de alto riesgo, con el objetivo de disminuir la transmisién y reducir los
costos en el manejo del paciente infectado por bacterias multirresistentes (Tansarly

etal., 2013).

V. CONCLUSIONES

o Se logré aislar 40 cepas de Escherichia coli a partir de urocultivos de
pacientes atendidos en la clinica Salud primavera, Chimbote abril-

julio 2018.

. Se evidencio una resistencia antibidtica con aztreonan 47,5 (19/40),
ceftriaxona 42,5% (17/40), ceftazidima 35% (14/40), cefotaxima

62,5% (25/40)

o Se determinaron los factores asociados a la presencia de
betalactamasas siendo los mas relevantes: la edad, sexo, incontinencia
urinaria, litiasis renal, uso de antibidtico en los ultimos tres meses,

ITU en el Gltimo afo e ITU severa.
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Se logro evidenciar una multirresistencia debido a la presencia de
betalactamasas de espectro extendido en cepas de Escherichia coli

aisladas en urocultivos, siendo de 35%.

VI.RECOMENDACIONES

VII.

Utilizar otras cepas de microorganismos para evaluar la resistencia

Utilizar multiples grupos de antibidticos para determinar la

resistencia.

Realizar la investigacion en hospitales donde haya la posibilidad de

evaluar microorganismos nosocomiales.
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IX. ANEXOSY APENDICES

Anexo 1. Edad y sexo de pacientes a los cuales se les tomo la muestra de orina

N° SEXO EDAD
1M 49
2|F 43
3|F 41
4|F 35
5|M 18
6| M 45
7|F 58
8|F 30
9| M 36

10 | F 30
11 |F 45
12| M 27
13 |F 27
14 | F 26
15| M 21
16 | F 31
17 | F 41
18 | F 57
19| M 30
20| F 27
21| F 32
22 | F 18
23| M 43
24 | F 54
25| F 33
26 | F 15
27 | M 34
28 | F 33
29 | M 22
30| M 22
31| F 36
32 | F 56
33 |F 32
34 |F 29
35| M 34
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89 |F 32
90| M 57
91 |F 35
92| M 19
93 | F 28
94 | F 45
95| M 31
9 | F 35
97 | F 26
98 | M 54
99 | F 22
100 | F 33

Anexo 2. Edad y sexo de pacientes a los cuales se les tomo la muestra de orina

detectandose E. coli.
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N° SEXO EDAD
1|M 49
2|F 43
3|M 45
4|F 58
5|F 30
6| M 27
7|M 21
8|f 31
9|F 41

10| F 57
11 |F 32
12| M 34
13 |F 33
14| M 22
15| M 34
16 |F 22
17| M 34
18| M 19
19 |F 26
20| M 67
21 |F 45
22 | F 23
23| M 49
24 | F 51
25 |F 45
26 | F 61
27 | F 32
28| M 56
29 | F 34
30 |F 42
31| M 55
32| M 26
33 |F 45
34 |F 37
35| M 39
36 | F 32
37| M 57
38 | F 35
39| M 19
40 | F 33

Anexo 3. Validez de los datos obtenidos al evaluar la multirresistencia y factores

asociados a la presencia de betalactamasas de espectro extendido en cepas de

66



Escherichia coli aisladas en urocultivos de pacientes atendidos en la clinica Salud

primavera, Chimbote abril-julio 2018.

N° Aztreonam Ceftriaxona  Ceftazidima  Cefotaxima total

1 24 18 19 22 83
2 38 20 20 84
3 8 6 14 34
4 38 33 21 22 114
5 38 35 29 26 128
6 9 6 6 11 32
7 27 29 23 15 94
8 10 8 6 13 37
9 33 34 34 30 131
10 30 31 36 32 129
11 34 25 21 27 107
12 38 12 14 25 89
13 33 34 22 35 124
14 22 15 17 21 75
15 33 30 32 24 119
16 19 21 27 35 102
17 37 27 30 22 116
18 21 13 22 24 80
19 29 32 26 27 114
20 25 34 30 25 114
21 27 30 32 33 122
22 23 25 24 25 97
23 25 27 25 27 104
24 6 12 10 15 43
25 36 32 32 30 130
26 27 34 33 27 121
27 31 35 33 33 132
28 35 24 27 32 118
29 33 35 34 31 133
30 25 23 24 25 97
31 31 34 35 38 138
32 17 8 18 7 50
33 40 35 28 27 130
34 32 35 30 35 132
35 37 35 26 35 133
36 27 37 34 38 136
37 37 36 35 35 143
38 24 14 24 14 76
39 37 36 36 35 144
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Anexo 4. Intervalo de confianza al 99% de los datos obtenidos al evaluar la
multirresistencia y factores asociados a la presencia de betalactamasas de espectro
extendido en cepas de Escherichia coli aisladas en urocultivos de pacientes atendidos

en la clinica Salud primavera, Chimbote abril-julio 2018.

La proporcion desconocida de la poblacion, se representa con la letra griega @. La estimacion
e X >
puntual para 7 es la proporcion de la muestra, p = = donde 7 es el tamario de la muestra v X

es el numero de elementos en la muestra que tienen la caracteristica de interés. La siguiente
ecuacion define la estimacion del intervalo de confianza para la proporcion de la poblacion

LA Fea— a8
1— I—
p—Z"p( p)SnSp+leu
\! n \ n
Donde: X

p = proporcion de la muestra = —
n

namero de elementos con caracteristica de interés

tamano de la muestra
7 = proporcion de la poblacion
Z = valor critico para la distribucién normal estandarizada
n = tamano de la muestra

para hallar el valor de z se tiene que hacer:
para nivel de confianza 99 % = 0.99

1-a= 0.99
a = 0.01

Z(1-&/2) = Z(1-0.01/2) =7 (1-0.005) = Z (0.995)

[£(0.995)= | 2.57 |
n° tratamientos n X p Limite inferior | Limite superior
1 Aztreonan 40 19 0.475 0.27 0.68
2 Ceftriaxona 40 17 0.425 0.22 0.43
3 Ceftazidima 40 14 0.35 0.16 0.35
4 Cefotaxima 40 25 | 0.625 0.43 0.63
5 MDR 40 14 0.35 0.16 0.35
<p<
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ANEXO 5. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS

Esterilizacion de materiales
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Auto clavado de Agar para cultivos
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Confirmacion de cepas de E. coli
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Sembrado de placas con E. coli.
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Test confirmatorio de Betalactamasas de espectro extendido BLEE en cultivos
de E coli - Método de Jarlier
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Determinacion de cultivos productores de Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE)
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