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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio clinico del Hospital Regional
Manuel Nufiez Butrén de Puno. Durante los meses de setiembre 2012 y enero del 2013.
Los objetivos fueron:a) Determinar la resistencia de cepas deEscherichia coliproductoras
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) a antimicrobianos betalactdmicosy no
betalactamicos, a través de método de KirbyBauerren pacientes que asisten al Hospital
Regional "Manuel Nufiez Butrén® Puno = 2042 .y b) determinar la resistencia
antimicrobianade cepas: Escherichia coliproductora /de Betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) procedente de muestras de servicios del hospital y consultorio externo.
La metodologiasutilizada, fueiyla“técnica-del-urocultivo y-para“la.deteccion fenotipica de
produccion de betalactamasas delespectro-extendido a través de-ta prueba de difusion de
disco combinado--y por -el.-método--de-Kirby.Bauerpara-la-multirresistencia a los
antimicrobianos betalactamicos y no betalactamicos;el andlisis estadistico fue descriptivo
y se-aplicaron pruebas mno-paramétrica-de ji-cuadrado-—Los-resultados confirmaron a 63
pacientes | con linfeccion urinaria, donde se demostr6 queEscherichia coli es el
uropatégenao Gramnegativo mas frecuentemente aislado en un=66,7% seguido de otras
especies. Laproduecion de betalactamasas dejespectro extendido-en ;un-61,9%; mas del
50% de las cepas producen esta .enzima. La multirresistencia del-uropatdgenoEscherichia
coli productora de-betalactamasade|espectro extendido (BLEES) las _antimicrobianos
betalactamices ‘muestran maés resistencia frente—a-+los:no betalactdmicos con una
significancia.de [ (p>0;05). Se comprob6 que superan mas del-50%  de. resistencia de
antimicrobianos betalactamicos tal como cefalotina con un 92;31%  derresistencia, con
excepcion/del imipenem que tuvo 0% de-resistencia. En cuanto=a’los no hetalactamicos
resulto con mas resistencia a trimetoprin--sxt con un 88,46%;, en cambio a la fosfomicina,
nitrofurantoina ly las aminoglucocidos-presentaronbajonivel de resistencia.Las muestras
provenientes.de semvicios de hospitalizacion:son mas resistentes que.las-provenientes de
consultorig_ externo’ con una significancia de~(p>0,05). En conclusion el jsuropatégeno
Escherichia coliproductora de BLEEs presentan elevadas resistencias a los
betalactamicos excepto a imipenem frente a los no betalactamicos; y las muestras
procedentes de servicios de hospitalizacion muestran mas resistencia frente a muestras

de consultorio externo.

Palabras clave: Multirresistencia, antimicrobianos, betalactamasas, urocultivo, infeccion
urinaria,betalactamicos.

Repositario institucional UNA - PUNO




R11, . :
TESIS UNA-PUNO ‘“'“: J e

Altiplano

I. INTRODUCCION

La aparicion de enterobacterias multirresistentes se ha incrementado en los ultimos afios
gracias a la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) lo cual es un
problema emergente en la comunidad y un alto porcentaje de estos aislamientos son
causa de infeccidbn no complicada del tracto urinario, y se registra, ademas, una mayor
morbilidad y mortalidad en pacientes con.infecciones por estas bacterias (Baquero et al.,
1998). La presencia de uropat@genos resistentes se;asocia a problemas de fracaso en el

tratamiento de la infeecion del tracto urinaria (ITU).

En el mundo existen=diferentes jestudios que’ abordans, el” comportamiento de las
infecciones de vias urinarias asf como-su patron-de.resistencia.-Al-respecto hay reportes
gue reflejan un incremento  progresivo en-la resistencia por parte de las infecciones
urinarias adquiridas-en-la-comunidad-causadas-por-Escherichia-coli-(Kaufman, 2002 -
2004), es asi que el reporte de produccion de BLEES por uropatégenos en EE.UU. o
Europa ha aumentado enlos tltimos-afios; Latinoamérica, ocupa el primer lugar con 45%
de los aislamientos:de bacilos Gram negativos productores de BLEES, segun datos del
proyecto SENTRY (Winokur et al., 2001). En el-afio 2011 se reportd en el MINSA — Puno
a nivelprovincial, 75 pacientes_con urocultivo/positivo a infeccién-urinaria de-un total de
385 pacientes | con- diagnostico' presuntivo; ademas “se  haj observado elevadas
resistencias—frentea' [0s antimicrobianos, sin, embargo |no | sertenia. reportes que la

resistencia este asociado a la'produccion de BLEES:

Es asi que en el estudio, para determinar la multirresistencia antimicrobiana de cepas de
Escherichia cali productoras “de--betalactamasas—de~ espectro.extendido (BLEES) en
pacientes con infecciones urinarias, se realizé la-confirmacion fenotipica de BLEEs, para
posteriormente determinar por el-antibiograma-la-resistencia. Esta bacteria puede ser
clinicamente_resistente. al tratamiento con penicilinas, cefalosparinas y.aztreonam a pesar
de la sensibilidad 'in vitro lo que implica fracasesterapéuticos asociados a una elevada

morbi - mortalidad en pacientes con infeccién urinaria.

En nuestro medio se practica el tratamiento paleativo sin antibiograma y no utiliza en la
rutina la produccién de BLEES por uropatdégenos en infecciones del tracto urinario para un
tratamiento seguro en pacientes que asisten al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butrén”
de Puno, razén por la cual se planted la siguiente investigacién, determinando la

siguiente interrogante general.
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¢, Cudl es la multirresistencia de cepas de Escherichia coli uropatégeno productora de
betalactamasas de espectro extendido (BLEES) aislados de urocultivo en el Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron” de Puno - 2012?

En tal sentido los objetivos planteados fueron:
Objetivos especificos

Determinar la resistencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) a santimicrobianos betalactamicos y no betalactamicos, a
través de método de Kirby Bauer en pacientes que asisten al Hospital Regional "Manuel

NUfez Butron™ Puno.=2012.

Determinar la resistencia. antimicrobiana de—cepas-Escherichia .coli productora de
Betalactamasas de espectro’ extendido (BLEE) procedente de muestras de los servicios

de hospitalizacion.y. consultorio externo.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1  Antecedentes de la investigacion

Chambi (2009), al estudiar la resistencia de uropatégenos Gram negativos productores
de betalactamasas de espectro extendido en pacientes que asisten al hospital EsSalud
de Juliaca, Peru, se determind 199 uropatdgenos entre Escherichia coli (93,96%),
Klebsiella spp. (4,53%) y Proteus spp. (1,51%) de los cuales el 30,2% (60/199) de cepas
fueron productoras de betalactamasas de espectro extendido. Escherichia coli presento el
28,9% (54/187), Klebsiella spp.iel 44,4% (4/9)./y Proteus spp. el 66,7% (2/3); las
resistencias de loscurgpatdogenes en Escherichia cofi productor de esta enzima frente a
ampicilina fue del 85,2%;. piperacilina del 83,3%, /cefalotina.-del 64,8%, cefazolina del
66,7%, cefuroxima del.63,0%; ceftriaxona-del-55,6%, ceftazidima-del. 50,0%, cefotaxima
del 57,7%, cefepime~del 50.0%, aztreonam del. 48,2%. y “100% de sensibilidad a

imipenem.

Perose etal’ (2009), al realizar fa deteccion de betalactamasas de espectro‘extendido en
las ‘cepas-dela familia Enterobacteriaceae, en 3883 cepas estudiadas-en-el-Servicio
Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo, Venezuela, confirmaron la producciéon de
BLEEs en 951 (24,49%) cepas, la produccion de BLEEs en Kiebsiella oxytoca fue de
43,33%; K. pneumoniae (40,10%),/ Escherichia coli (18,34%), Proteus mirabilis (6,86%) y
P. vulgaris-(8,82%).

Gonzales et7al. (2008), en 'su estudio de infecciones~del tracto urinario en el hospital
general Cayetano Heredia - Lima entre enero — junio, analizaron, de-1249 urocultivos
positivos, habiéndose aislado en pacientes no hospitalizados; Eschérichia coli 76%
seguido de Klebsielta spp. 5% y Citrobacter sp. 3%. Escherichia coli fue sensible a
amikacina, nitrofurantoinay. ceftriaxona 'y ciprofloxacino en_93,4%, 88,6%, 78% y 44,5%
respectivamente. 'En pacientes hospitalizados~1a frecuencia de/ cepas |aisladas fue;
Escherichia coli+49% seguido de Enterococcus spp. 11,39% Yy Klebsiella spp. 8,42%
siendo Escherichia’coli sensible a amikacina,-nitrofurantoina, ceftriaxona y ciprofloxacino
en 88,89%, 75,26%, 43,88% y 26,04%, respectivamente, mientras que Nitrofurantoina
obtuvo resistencias bajas en hospitalizados con un 16,49% y en no hospitalizados 6.48%

para Escherichia coli.

Choquehuanca (2008), en su estudio resistencia de uropatégenos Gram negativos a las
quinolonas en pacientes que asisten al hospital EsSalud - Juliaca se evaluaron 68

pacientes mayores de 16 afios, Escherichia coli present6 el 86,21% de resistencia al

3
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acido nalidixico, el 91,7% a norfloxacino, el 96,15% a ciprofloxacino, el 93,9% a

levofloxacino y el 94,7% a moxifloxacino.

Caro et al. (2007), en su estudio de multirresistencia antibiética de Escherichia coli en
urocultivos, mencionan que en 5247 aislamientos de Escherichia coli procedentes de
pacientes hospitalarios (37,9%) y extrahospitalarios (62,1%), la sensibilidad antibiotica de
los aislamientos realizados del 2000-2005, Los antibiéticos con menor sensibilidad fueron
ampicilina (con un 43%), &cido nalidixico (con un 63,8%), trimetoprim - sulfametoxazol
(con un 69,3%) y ciprofloxacine+(con un 76,6%). Elresto de los antibi6ticos estudiados
present6 sensibilidades superiores ‘al 80%. En cuanto & la diferencia de sensibilidad a los
antibiéticos no betalactamicos entre aislamientos productores’y: noproductores de BLEE,
se obtuvieron los siguientes ‘porcentajes-de-sensibilidad:.-ciprofloxacino, el 20,9% vy el
77,8%; gentamicina, k84,5 y el 90;6%; nitrofurantoina,.el 83;6.ye1"90;7%; fosfomicina, el
89,1 y el 94,2%, y trimetoprim-sulfametoxazol, el 44,5 yel:69,8%, respectivamente, con
diferencias~estadisticamente “significativas para todos ellos “exceptorpara-gentamicina,
nitrefurantoina y fosfomicina. Ademas, de las 110 cepas productoras de BLEE, un 42,7%
presentaba resistencia. combinada a ciprofloxacino y trimetoprim *- sulfametoxazol,
diferencia estadisticamente significativa respecto al 13,7% de resisteéncia encontrada en

cepas no productoras'de esta enzima.

Peroso et-al- (2007),-en su trabajo denominado caracterizacion malecular.y.deteccion de
betalactamasas ' de'“espectro extendido en ‘cepas de |Escherichia ~coli~y Klebsiella
pneumoniae_aisladas de la-~unidad de cuidados..intensivos -del Auténomo Hospital
Universitario-de Maracaibo, Venezuela, determinaron que el 39,0% de cepas E. coli y el
52,5% de cepas K. pneumoniae fueron BLEEs positivos."En cepas:de E. coli, se observan
altos niveles de - resistencia“a--penicilinas;” cefalesporinas ‘de’ primera y segunda
generacion, tercera generacion, cuarta.generacion’'y monobactam en cuantg a cefotaxima
y cefpodoxima presentaron 100%-de-resistencia;-ceftriaxona 66,7%, ceftazidima 50,0%,

cefepime 20,0%.y aztreonam 50,0%.

Murillo et ak-(20086), en la investigacion sobre‘el uso de antibioticos en.infeceiones de vias
urinarias en una unidad de primer nivel de atencion en salud Bogota, Colombia,
mencionan que de 470 urocultivos analizados entre el 1 de julio del 2002 al 30 de junio
del 2003, fueron positivos 296 (63%) y negativos 147 (37%), los uropatégenos aislados
fueron: Escherichia coli (88.9 %), Proteus spp. (5,1%), Klebsiella spp. (3,7%),
Enterobacter Spp. (1%), Citrobacter spp. (1%). La resistencia de Escherichia coli a
norfloxacina fue de 21,9% y a ciprofloxacina fue de 17.1%, ampicilina (62,2%),
amoxicilina (61,1%), ampicilina sulbactam (12,5%) y amoxicilina-acido clavulanico (8,7%);
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para otros uropatogenos aislados, amoxicilina presento tasas entre 50 y 100% de
resistencia, en cefalotina (24,5%) de resistencia. Se observaron rangos muy amplios de
susceptibilidad.

Rosas H. (2006) al investigar la presencia de Escherichia coli en infecciones urinarias, las
que fueron aisladas a partir de muestras de orina. Se procesaron un total de 604,
procedentes de pacientes de todas las edades atendidos en el instituto de investigacion y
servicios de la Paz, durante los afios 2004. En 723 muestras aisladas del 100% de las

infecciones urinarias el 82,6%.eran causados por Escherichia coli.

Morales et al. (2005),. al determinar |la presencia de Betalactamasas de Espectro
Extendido en dos Hegpitates Nacionales de Lima "Guillermo~Almenara” y "Edgardo
Rebagliati encontraron. 137 .cepas -de Escherichia”.coli” y.18 -cepas de Klebsiella
pneumoniae; E. coli_ presentd resistencia a ampicilina: en-un.80,3%; cefazolina 31,4%,
cefuroxima 27,7%; cefotaxima 12,4%, ceftazidima 13,9%;-ceftriaxona 10,9%, aztreonam
19%, cefaxitina 6,6% e:imipenem :0%:: Doce cepas-de (10,2%) fueron—positivas a la
prueba de confarmacion fenotipica de BLEES; en total 4/37 cepas de E. coti(2,9%) y 8/18
cepasdeK:pneumoniae (44,4%).

Muzachiodi & Ferrero. (2005), al estudiar la inCidencia de enterobacterias productoras de
betalactamasas'de’espectro extendido, en la ciudad de Corrientes, Argentina,.indican que
el porcentaje -de enterobacterias productoras de BLEEs fue del 31,1%- del-total de las
enterobacterias, Proteus spp-—con un._39,8% fue el microgrganismo con-mas frecuencia
se encantrd la praduccion de BLEEs y en segundo Iugar E. celi con un 19,4% a nivel
hospitalario; ta mayor frecuencia-de estas‘cepas fueron en orinas en un41,8%. Ademas
la resistencia de las eepas BLEESs fue-a gentamicina en un 86,7%;-a ciprofloxacino 80,6%
y a trimetoprim sulfametoxasol 78,6%s..demeostrando la ) multirresistencia que las

acompana. Todas las cepas BLEEs positivas fueron.sensibles a imipenem'y meropenem.

Martinez et al. (2005)s.al estudiar la prevalencia de Klebsiella ppeumoniaely Escherichia
coli productores desbetalactamasas+~de “espectro-extendido (BLEE), en“el Hospital San
Jerénimo de Monteria en Colombia, 14/60"aislamientos producian BLEES (23,3%), 11/30
de K. pneumoniae (36,6%) y 3/30 de E. coli (10%). Para E. coli la resistencia a cefepime
y ceftazidima, cefpodoxima, ceftriaxona, cefotaxima y aztreonam fue del 10% (3/30); el
perfil fenotipico de resistencia mostré 100% de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion y aztreonam, reportaron 100% de sensibilidad a imipenem y meropenem. La
produccion de BLEEs mostré niveles de corresistencia elevados frente a otros antibiéticos

como aminoglucdsidos, fluoroquinolonas y trimetoprim/sulfametoxazol.
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Lujan et al. (2002), al estudiar la frecuencia y susceptibilidad de patégenos aislados en
infeccion del tracto urinario realizado en una clinica local Lima - Peru; entre enero a
marzo de 2002 indican que de un total de 479 urocultivos fueron positivos 105 (p > 0.05).
Los microorganismos recuperados fueron Escherichia coli (69,5%), Estreptococos No
Hemoliticos (9,5%), Proteus mirabilis (6,7%), Staphylococcus aureus (4,8%) vy
Estafilococos Coagulasa Negativos (4,8%). En la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, los antibidticos ampicilina-sulbactam y amikacina mostraron mayor
actividad (80-100%) contra los bacilos. entéricos, Gramnegativos y los cocos Gram
positivos. El acido nalidixicoyy. 1a nitrofurantoina mostraron actividad variable (32,8 -

55,4%) para E. coli,ceftriaxona.presentd buena actividad (90%) contra esta bacteria.
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2.2 Marco teorico
2.2.1 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es una condicidon microbiolégica caracterizada por la capacidad
natural o adquirida, por parte de una cepa bacteriana de permanecer refractaria a los
efectos bactericidas o bacteriostéticos de un antibidtico. La resistencia bacteriana obliga
al desarrollo y utilizacién de nuevos antibacterianos, que son mas costosos y a veces
més téxicos que los empleados habitualmente. Cuando se lanza al mercado un farmaco
antibacteriano, se define el-espectro de microorganismos sobre los cuales es eficaz,
pero luego este patrén va cambiando a medida’quella droga se utiliza clinicamente,

llegando en algunos.casas a caer_en el desuso (Avellaneda & Pecho. 2003).
Multirresistencia de uropatogenos

Cuando una cepa baeteriana es resistente “a«varios [antimicrobianos o tipos de
antimicrobianos! distintos se le considera multirresistente. EI empleo “excesivo de
antimicrobianos, sobre todo en les pacientes hospitalizados; conduce a'la supresion de
los microorganismos susceptibles a los farmacos en la flora del intestino y a favorecer la
persistencia,y elicrecimiento de las bacterias resistentes, presion, selectiva. Los
microorganismos que pueden causar infeccién. en el tracto urinario no se ven sometidos
solo a-presion cuando se trata este tipo de enfermedad, sino Qque-los-antibidticos
empleados—en’ otras-enfermedades,_como lasjinfecciones lagudas. del-tracto’ respiratorio
superior, 0_empleode antibidticos~de amplio: espectro, |también intervienen sobre la
resistencia antibiética de los uropatdégenos ya que casi siempre de la flora fecal, y esta
sometida [a presiéon antibidtica.“cuando.~se-. trata.-tin, procesoinfeccioso de cualquier

localizacion (Brooks et al., 2005).
Antimicrobianos usados en el tratamientorde infecciones'del tracto urinario

La posihilidad.de tratar las infecciones de-vias urinarias con farmacos aumenta gracias a
la capacidad, singular de los-rifienes con funcionamiento-normal de|concentrar diversos
antibacterianos-en la orina. El tratamiento, inCluye la seleccion correcta.de’los farmacos
que puedan llegar de manera satisfactoria a la orina. Entre los antimicrobianos usados

para las infecciones urinarias podemos destacar los siguientes (Jawetz et al., 1995):
Antimicrobianos betalactamicos

1) Penicilinas: compuestas por un anillo B-lactamico unido a un anillo de tiazolidina con
una cadena lateral que les confiere diferentes caracteristicas. Al manipular la cadena, se

logra modificar a los compuestos y obtener diferentes clases de penicilinas. Algunas
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bacterias poseen enzimas llamadas B-lactamasas, que alteran el anillo B-lactamico logran
inactivar el medicamento. Estos farmacos actian alterando la sintesis de pared
bacteriana, inhibiendo enzimas que crean uniones peptidicas como: transpeptidasa,
carboxipeptidasa, endopeptidasa; conocidas como proteinas unidoras de penicilinas
(PBP) y activando el sistema autolitico enddgeno. Tienen efecto principalmente contra
bacterias Gram positivo. Existen penicilinas naturales, semisintéticas resistentes a las

penicilinasas y de espectro extendido (ABC medicus, 2001 & Cordies et al., 1998).

2) Cefalosporinas: se componen de un anillo B-lactdmico unido a uno de dihidrotiazina.
El mecanismo de accion es similarial de las penicilinas; interfiriendo con los mecanismos
de sintesis de la+pared bacteriana, ‘ademas de.’su accionscontra las PBP. Las
modificaciones sobre l0s.anillos, determinan-las_diferentes-generaciones que existen de
cefalosporinas, “dandos lugar.“a’ lasde~primera;~segunda, _téreera”ys cuarta generacion

presentando cada una.diferente espectro de accion (Farmer.& Kelly, 1991).

Primera generacion: cefalotinay'cefazolina. Accion contra Gram paositives;.cocos Gram
positivos (excepto Staphylococcus aureus y S. epidermidis), E. coli, Proteus, Klebsiella y

algunos;Gram negativos.
Segunda generacion: cefoxitina y cefaclor. Tienen mas actividad sobre Gram negativos.

Tercera-generacion: cefotaxima, ceftriaxona y eefixima menos' activas-contra cocos
gram pasitivos, pero-mayor espectro contra Gram negativos siendo mas activas contra la
familia Enterobacteriaceae y.“P: aeuruginosa. 'Presentan. mas-estabilidad frente a -
lactamasas. Su fespectro incluye algunos bacilos Gram [ negativo, ademas de
Pseudomanas. La fesistencia puede~estar relacionada*con la incapacidad de alcanzar
sus sitios de accion, alteracion-en-as proteinas de-unién con-el antibiotico ¢ con enzimas

bacterianas (Farmer & Kelly, 1991).

Cuarta generacion; tienen un espectro-de .acCion, que incluye la"mayoria de bacterias
Gram positivo, negativo y*Pseudomonas. La alteracion de-las"PBP, junto con los cambios
de la pared.externa de la bacteria (pérdida.de canales o porinas),*son los‘mecanismos
responsables de la resistencia a este grupo farmacologico. La cefepima y la cefpiroma
son cefalosporinas de la cuarta generacion, su diferencia con las de tercera generacion
radica en ser mas estables a la hidrdlisis de las B-lactamasas e inducen débilmente las
enzimas de esa indole de este modo actGian contra muchas enterobacterias resistentes a
otras cefalosporinas, pero siguen siendo sensibles a otras, que expresan (3-lactamasas
mediadas por pldsmidos de espectro extendido (ABC medicus, 2001 & Cordies et al.,
1998).
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3) Monobactam (aztreonam): en 1976 y colaboradores descubrieron un conjunto de
moléculas antibiéticas que no presentaban el anillo B-lactdmico fusionado, a las que se
les denominé Nocardinas, con anillo monociclico tiene actividad limitada contra aerobios
gram negativo (parecida a aminoglicésidos, sin ser nefrotdxico). Indicado en cistitis,
pielonefritis y en algunos pacientes con alergia a las penicilinas (Blanc, 2007).

4) Carbapenemes: son antibidticos naturales, que se caracterizan por poseer una
elevada eficacia contra microorganismos Gram positivo y estabilidad frente a las -
lactamasas. El imipenem es..tn antibiotico, que no<se. hidroliza por la accion de -
lactamasas pues poseen buena: afinidad contra PBP de bacterias Gram positivo y Gram
negativo, ademas ‘de actividad*contra una gran variedad degsanaerobios. Son potentes
inductores de cefalosporinasas. Es el antimicrobiand con mayer espectro que se conoce,
es capaz de actuar. contra cocos-y-bacilos Gram-positivo.y Gram negativo, aerobios y

anaerobios, de importancia clinica (Céspedes & Portal, 1998).

5) Inhibidoreside las B:-lactamasas; son llamados inhibidores suicidas::Se unen a la
enzima cambiando su estructura e inhibiéndola. Entre estos podemos'mencionar al 4cido

clavuaténico; sulbactam y tazobactam (Blang, 2007).
Antimicrobianos .no betalactamicos

1) Trimetoprim sulfametoxasol: |[a mayoria de bacterias.Gram.negativas-y-positivas son
sensibles al trimetoprim sulfametoxasol, pero ‘debe hacerse notar que al-utilizarlos por
separado pueden desarrollar-resistencia. Su actividad antimicrobiana es del 50 - 95%
para Staphylococcus_aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus|pyogenes, E.
coli, Prateus.mirabilis] Enterobacter,"Pseudomona pseudomallei.y Serratia (Jawetz et al.,
1995).

2) Quinolonas: i Por muehos .afios los/~miembross.mis~antiguos deésta clase de
antimicrobianos, en particular el acido nalidixico, estuvieron/ disponibles para el
tratamientode infecciones-urinarias‘pero tiene una significancia relativamente menor por
su desarrollo_rapido de resistencia bacteriana. Contra éste inconveniente, la introduccién
mas reciente de quinolonas fluorinadas como norfloxacina y ciprofloxacina representa un
gran avance, pues éstos tienen una amplia actividad antimicrobiana y son efectivos luego

de la administracion oral (Farmer & Kelly, 1991).

Mas recientemente ha surgido la pefloxacina, también quinolona fluorinada, la cual al
administrarse por via oral muestra una absorcion del 100%, lo que la caracteriza como la

de mejor biodisponibilidad dentro de la familia de las quinolonas. Tienen accién

Repositario institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO ﬁ"‘: Nocional 4o

Nacional del
Altiplano

bactericida contra E. coli, Salmonella, Shigella Enterobacter, Campylobacter,
Haempohilus, Citrobacter, Staphylococos, Acinetobacter y Neisseria.

3) Aminoglucésidos: A dosis altas pueden ser bactericidas. Inhiben en la sintesis
proteica y disminuyen la fidelidad de la traduccién del mensajero en el ribosoma. La
resistencia antimicrobiana puede estar dada por una falla en la penetracion del
antibiético, baja afinidad del farmaco por el ribosoma bacteriano o su inactivacion por
enzimas microbianas. La gentamicina es un agente importante para bacilos gram
negativos. El espectro de actividad de la amikacinases,el mas amplio y tiene un papel
especial en hospitales donde |prevalecen microorganismos resistentes a la gentamicina
(Jawetz et al., 1987):

Datos epidemiolégicos

El descubrimiento.de. cepas bacterianas: resistentes' a ios.-antibidticos surgidé poco
después de iniciado el uso de la penicilina. Ya en 1944 se reportaron cepas+ productoras
de betalactamasas que " hidralizaban la . penicilina.y Lla -hacian  inefectiva. Aunque
inicialmente este tipo de resistencia solo sucedia esporadicamente, rapidamente se
propagd. La.industriasfarmacéutica desarrall6 nuevos farmacos, derivados a partir de los
iniciales, para obviar este problema: nuevas-penicilinas, cefalosporinas, combinaciones
con inhibidores' dé hetalactamasas, y carbapenems. Sin embargo,’ la_introduccion de
nuevos antibioticos da lugar a la seleccidan de cepas resistentes (Avellaneda & Pecho
2003; Pérez, 2003).

En cuanto a los fmicroorganismos Gram negativo, tenemos que [las enterobacterias
estan desarrollando-resistencia frente"al aztreonam y*as cefalosporinas de tercera y
cuarta generacign. mediante la-produceidn..de betalactamasas.de espectro extendido
(BLEE). El primero de estos casos se.reportd en-Alemania en 1983, Luego este tipo de
resistencia 'se fue difundiendo—y==actualmente==K:—pneumoniae, y| E. cali son los
microorganismos mas.frecuentementeérasociadosicon produccion. de BLEE. Al observar
los porcentajes-de sensibilidad de E=coli, tal como o reporta untestudio en: seis paises
latinoamericanos, vemos que en general mantienen una buena actividad imipenem 98%,
amikacina 95%, cefalosporinas de tercera generacion 88 - 92% y cefpirome 91%. Es
destacable una clara tendencia de E. coli a presentar una mayor resistencia a diferentes
grupos de antibidticos, lo cual se pone de manifiesto por un aumento constante y
mantenido de aislamientos resistentes a Ciprofloxacina (quinolona) y Ampicilina

(betalactamico) (Rayo & Rodriguez, 1999).
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De igual forma en Guatemala durante el afio 2001, se realiz6 un estudio con los seis
hospitales que constituyen la red de monitoreo/vigilancia de la resistencia a los
antibidticos: Hospital Roosevelth, Hospital General San Juan de Dios, Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS), Hospital Nacional del Quiché, Hospital
Nacional de Coban y Hospital Nacional de Zacapa; los resultados fueron los siguientes:
de 1298 aislamientos de E. coli se reporta un 74% de resistencia a ampicilina, 23% a
ciprofloxacino, 64% trimetoprim/sulfametoxazol, 10% a gentamicina y 14% a
ceftazidima; segun los resultados, obtenides, por la resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion, podria existir’ presencia de BLEE,/en cualquiera de los hospitales

gue conforman la red«(Pérez, 2003).
Bases Genéticas de la'Resistencia

La aparicion de resistencia-bacteriana se debe a cambios.estructurales y fisioldgicos que
van a neutralizar dos efectos del antibiotice. Estos'cambios ocurren-por dos mecanismos

genéticos principales (Avellaneda & Pecho., 2002).
a) Mutaciones en uh gen cromosomico

Los cambios en el 'cromosoma pueden ser debidos al azar o] a, la influencia de agentes
fisicos..0-quimicos y“no necesariamente debido a la exposicion. al ‘antibacteriano. Es
posible gque-cualquier poblacién grande de bacterias-susceptibles-a antibiéticos contenga
algunos mutantes que sean relativamente resistentes al farmaco_(Avellaneda & Pecho.,
2002; Rayo & Rodriguez, 1999).

b) Introduccion-de un Plasmido R de.resistencia

Es la adquisicion,.  porparte-del microorganismo; de~genes para la resistencia
transportados en plasmidos extracromosomales, mediante transduccion, transformacién o
conjugacion.-F Este, mecanismo “es=mas frecuente—que el mutacional,| se disemina
rapidamente_aln entre diferentes especies thacterianas, puede. conferir/resistencia a
varios antibicticos'a la vez y a diferencia del anterior, no suele produeir una desventaja
adaptativa, es decir, no disminuye la tasa de crecimiento de la bacteria ni la hace

perder sus propiedades de virulencia (Pujol, 2003).
Mecanismos Bioquimicos de Resistencia

Los eventos genéticos descritos anteriormente dan lugar a diversos tipos de alteraciones

bioquimicas en el metabolismo bacteriano.
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Inactivacion Enzimatica

Este tipo de mecanismo depende en muchos casos de la mutacion de plasmidos, tipo
TEM, SHV. El ejemplo mas comun es la produccion de enzimas [(-lactamasas, vy
recientemente la produccion de Betalactamasas de espectro extendido en
Enterobacterias, que inactivan al aztreonam y las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Otras enzimas que inactivan antibidticos para cloranfenicol son la
cloranfenicol acetiltransferasa y en el caso de los aminoglucésidos, las enzimas

adenilantes, acetilantes y fosferilantes (Pujol; 2003).
B-lactamasas
Generalidades sobre (3-lactamasas

Las betalactamasas. o-penicilin ‘amido-beta-lactamhidrolasas. han-sido definidas por el
Nomenclature Commiittee-of the Internacional Union'of-Biochemistry.como “enzimas que

hidrolizan-amidas, amiditas y'otras uniones C-N".

Las betalactamasas saon la mayor defensa de las bacterias Gram-negativas-frente a
los antibidticos betalactdmicos. Son enzimas responsables de la mayor parte de los
fracasos terapéutices debido a gue 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 nimero-de copias del
plasmido, mientrasique las betalactamasas cromosémicas, pueden ser-constitutivas o
inducibles (Jacoby &Mufioz-Price, 2005).

Mecanismo.de accion

Las [B-lactamasas. (enzima) unen el-antibidtico [-lactamico (sustrate)- formando un
complejo na|covalente (enzima‘sustrato):*Si el complejo'no se disocia, se forma un
enlace entre el enzima y el sustrato produciéndose una estructura’ acil-enzima por union
del antibiotico con el grupo-hidroxilo‘de’la’serina del centro-activo. -Finalmente el producto

de la hidrélisis-se desprende de la enzima“quedando ésta nuevamente-libre para su

accion.
[
M actanmasa i o 3 P R e
—5-"‘ -t el omiciling * pPenicilol 0 At ~
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Cuando el nucleo B-lactamico de las penicilinas es hidrolizado por una B-lactamasa se
produce estequiométricamente el correspondiente peniciloato, compuesto inactivo,
relativamente estable y facilmente detectable. El primer producto generado tras el
ataque de la B-lactamasa sobre una cefalosporina es hipotéticamente, un cefalosporato
analogo al peniciloato. Sin embargo, los cefalosporatos son muy inestables y se
degradan rdpidamente a moléculas mas sencillas por lo que son muy dificiles de detectar
como tales (Jacoby & Medeiros, 1991).

B-lactamasas bacterianas: Clasificacion

Las B-lactamasas bacterianas 'seiclasifican principalmente atendiendo a dos esquemas,
la clasificacion molecular desAmbler (1980) (divide las betalactamasas en cuatro clases
(A-D) se basa en-—fa_similitud u-~homologia=—de las proteinas~y no tiene en las
caracteristicas fenotipicas.-Las clases A, C y D son serina-betalactamasa y la clase B son
metalo- betalactamasa. La-¢lasificacion funcional de. Bush, et al.-(1991) también consta
de y cuatro.grupos y diversos subgrupos; se basa en las caracteristicas. funcionales,
teniendo en’cuenta distintos criterios como las propiedades bioquimicas (peso-molecular,
secuenciacion de nucleétidos), las propiedades fisicas (punto isoeléctrico); el-espectro de
hidrolisis, el espectre-de inhibicidn, la codificacién plasmidica y cromosomica (Solérzano,
2004),

Produceion-de betalactamasas

Los genes gue: cadifican estas:enzimas [pueden;encontrarse reni el cromosoma de la
bacteria o en segmentos de DNA extracromosémico, denominades plasmidos los cuales
son los|responsables! de la“diseminacion de la'mayor parte de.las betalactamasas. Los
genes que codifican algunas-betalactamasas son-transportades por ‘transposones y
muchos genes son encontrados en“integrones, fos cuales a‘imenuda incluyen genes que

confieren resistencia a otros antibiéticos (Jacoby-&-Mufioz-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 cromosomicas

Muchas bacterias Gram-negativas poseen betalactamasas cromosomicas que podrian

derivar de las penicillin binding proteins (PBP) con las que comparte alguna homologia.
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Su origen seria debido a la presion selectiva ejercida por los betalactdmicos sobre
microorganismos del suelo encontrados en el ambiente (Gupta, 2007).

Todas las enterobacterias excepto Salmonella spp. poseen una betalactamasa
cromosomica la cual juega un papel importante tanto en la sintesis de la pared celular
como en la proteccion de la bacteria frente a los antibidticos betalactdmicos y ademas
es responsable de la resistencia intrinseca dentro de cada especie (Susic, 2004).

Las betalactamasas cromosémicas pueden=ser de produccion constitutiva (alto o bajo
nivel) o inducible (Livermore,31995). Algunos microorganismos poseen betalactamasas
antes del uso de lostantibioticos'como AmpCide enterobacterias.-La razon de ello podria
ser que estas enzimas_juegan un ‘papeliimportante’ en la-sintesiS del peptidoglicano o
bien defienden a la-bacteria frente ;a-otras bacterias™y, hongos-(Jacoby & Mufioz-Price,
2005).

E. coli ,posee; una betalactamasa AmpC constitutiva de bajo| nivel~Jla cual no
contribuye a la resistencia frente. a los antibidticos 'betalactamicos. Por. el contrario, P.
aeruginosa Yy otras enterobacterias principalmente E. aerdgenes presentan una
betalactamasa Amp€ inducible. La produccion de AmpC en ausencia del antibiotico
inductor se mantiene-en un estado reprimido-y practicamente no-se produce debido a la

accion-de los genes reguladoresy(ampR, ampD; ampE, ampG).

En presencia“del “antibiotico inductor. estos mismos genes| permiten la~expresion de
la enzima, lo que se denomina estado “desreprimido, reversible”./Puede suceder que
mutaciones ‘en losigenes reguladores provoquen la expresion de grandes cantidades de
la enzima constitutiva es el-denominado estado “desreprimido .estable”, estos mutantes
son resistentes a cefalosporinas” de-.tercera ‘generacion, aztreonam, cefamicinas,

penicilinas de amplio espectro e inhibidores-de B-tactamasas(Levison, 2002).

Betalactamasas plasmidicas

En general*las betalactamasas-plasmidicas _sen—diferentes "aj las.~betalactamasas
cromosémicas; pero en algunos casos existe un solapamiento, como por ejemplo en el
caso de SHV-1 que normalmente es una betalactamasa plasmidica pero en K.
pneumoniae es cromosOmica (Matthew Hedges et al., 1979) (Jacoby & Mufioz-Price,
2005) y la AmpC que puede presentarse en plasmidos.

Las betalactamasas plasmidicas incluyen las betalactamasas de amplio espectro, las
betalactamasas de espectro extendido, las betalactamasas resistentes a los inhibidores,

las cefamicinasas AmpC y las Carbapenemasas.
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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 oximino; entre
las que estan incluidas la ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y también el
aztreonam. No actlan sobre cefamicinas ni carbapenemes. Son inhibidas por el
acido clavulanico u otros inhibidores de betalactamasas como el sulbactam o
tazobactam (Patterson, 2003).

Las BLEE han emergido en las“dos ultimas décadas: como un problema creciente que
dificulta el tratamiento de infecciones producidas’ por las,; bacterias portadoras
(Gobernado, 2005).

Su aparicion serasocia ‘al_usoiexcesivo de las cefalosporinasde amplio espectro y el
aztreonam. Son enzimas: de. configuracion plasmidica’ preducidas por bacilos gram-
negativosy-principalmente enterobacterias, en concreto E. coli'y Klebsiellaspneumoniae,
pero- también pueden aparecer..en.bacilos no.fermentadores y otras 'enterobacterias.
Derivan' de las betalactamasas de amplio espectro (TEM-1, 4 TEM-2-SHV-1),
pertenecientes al grupo 2b de la clasificacion de Bush, Jacoby & Medeirgs; cuando estas
sufren mutaciones.(ef hecho de'gue se produzca un cambio de uno 0 mas aminoacidos
implica;una.aperturadel 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 espectra-extendido, que hidrolizan a|las cefalosporinas de tercera
generacion y a los-monobactamicos, clasificandose en el subgrupo 2be (clase molecular
A); No todas las-BLEE pertenecen al.grupo 2be;-.ya que‘algunas oxacilinasas, que
pertenecen al grupo 2d (clase molecular D), son.BLEE (Philippon-et al., 1989) (Patterson,
2003).

B-lactamasas en'Bacterias Gram-negativo

Las B-lactamasas’ producidas._por estas' bacterias presentan una gran.diversidad. Se
localizan en.el_espacio periplasmico, casi,todas las bacterias Gram negativas producen
una, o0 mas de una, B-lactamasa codificada por genes cromosémicos (gen AmpC en E.
coli) y en ocasiones pueden expresar otras de origen extracromosémico (BLEA y BLEE
en Klebsiella) las cuales son codificadas por genes localizados en plasmidos o en
transposones (Jacoby & Mufioz-Price, 2005).

Las B-lactamasas cromosémicas son codificadas por un gen (AmpC), las cuales existen
inducibles y en algunas oportunidades y por procesos de mutacién no inducibles. Las [-

lactamasas inducibles solo aparecen cuando el gen AmpC se activa solamente en

15

Repositario institucional UNA - PUNO




R11, . :
TESIS UNA-PUNO ‘“'“: J e

Altiplano

presencia del antibidtico, por tal razén se han clasificado los antibiéticos en tres grupos
segun la induccion y la sensibilidad que presenten frente a las B-lactamasas (Bush et al.,
1995).

Grupo 1. Antibiéticos que son buenos inductores y sensibles a la enzima

Cefalosporinas de Primera Generacién

Cefalosporinas de Segunda Generacién

Cefamicinas (Cefoxitina)

Inhibidores de - lactamasas: Acido Clavulanico, Sulbactam, Tazobactam.
En el antibiograma se veran comoresistentes.

Grupo 2: Antibiéticos:que son buenas inductores y resistentes a betalactamasa
Carbapenemes: Imipenem.y meropenem

En el antibiograma:se-veran-sensibles.

Grupo 3: Antibiéticos.que-son malos inductores y sensibles.a-la.Betalactamasa
Cefalosporinas.de-Tercera-Generacion-(Cefotaxima,-Ceftazidima, Ceftriaxona) Ticarcilina,
Piperacilinay.en el antibiegrama se veran sensibles

Las B-lactamasas no inducibles—estan—presentes—siempre;ja este mecanismo se le
conoce camo |Amp-C derreprimida en el cual la poblacion mutante produce la B-

lactamasa constantemente sin/ hecesidad de “induccion, pormslo que se  presentara

resistencia aticarcilina y cefalosporinas de tercera generacion (Matheu; 2003).

Las [B-lactamasas/extracromosémicas,en general, son enzimas-con actividad hidrolitica
de amplio,espectro yi se inhiben por-acida clavulanico. Suman.su actividad, que por lo
general| es. Imas .elevada, a la de la  B-lactamasa cromosoémica.’-Se encuentran
ampliamente distribuidas entre-los diferentes géneros y-especies bacterianas (Avellaneda
& Pecho, 2002).

BLEE: Las B-lactamasas+de espectro-extendido, sin actividad sobre|cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion es una“f-lactamasa de espectro extendido, causada por
mutacion dew plasmidos,. tipo TEM,“SHV;=CTX-M, OXA; hay mas de’ 150 enzimas
conocidas: La resistencia a cefalosporinas fue“detectada por primera vez.en Alemania
en 1983, luego en una epidemia en Francia en 1985. La BLEE se han reportado en
bacterias como K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter, Salmonella, Proteus, Aeromonas y
Pseudomonas. Esta 3-lactamasa presentaba actividad hidrolitica frente a cefalosporinas
de tercera generacion y monobactamos. Estas mutaciones les confieren al germen que
produce cierta resistencia a cefotaxime, ceftazidime y otras cefalosporinas de amplio
espectro y a aztreonam pero no aportan resistencia a la accién de las cefamicinas o

imipenem (Levison, 2002).
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Las enzimas se encuentran codificadas en plasmidos lo que les otorga una capacidad de
diseminacion en distintas cepas que ha hecho que se hayan difundido en pocos afios se
inhiben por é&cido clavulanico por el que presentan una gran afinidad, son inhibidos
ademds por otros inhibidores como el sulbactam y el tazobactam. Esta propiedad se
emplea en el laboratorio para su deteccion mediante la técnica denominada de sinergia
en doble disco. Inicialmente se les denomind con los términos ceftazidimasas (CAZ) o
cefotaximasas (CTX) segun su fenotipo de resistencia fuese preferentemente activo frente

a ceftazidima o cefotaxima (liczyszy & Huri;=1999).

Las diferentes BLEE varian en'{a eficiencia cinética y ien el grado de la resistencia que
causan. Algunas ftienen una “actividad muy amplia conjactividad similar frente a
cefotaxima y ceftazidima~y. dan lugar.-a-resistencia para~tedas las cefalosporinas de
amplio espectro:-Otras:tienen un.fenotipo de ceftadizimasa,.consmayor actividad frente a
ceftazidima que frenie. a.otras cefalosporinas. Las-ceftazidimasas da una resistencia a
ceftazidima“pero causa solouna pequefia reduccion enta sensibilidada, cefotaxima,

ceftriaxona'y ceftizoxime (liczszyn.& Huri, 1999).

La 'sensibilidad frente jal imipenem permanece inalterable. La mayoria~de~estas (3-
lactamasas han sido. aisladas en cepas de K. pneumoniae |de origen hospitalario. La
mayoria_de_los ' aislamientos clinicos que producen BLEE iemparentadas.'con TEM o
SHV son..-de ' pacientes hospitalizados y| causan...con | cierta  frecuencia brotes
nosocomiales: La " epidemiologia de aquellas ‘cepas que;producen Betalactamasas de
amplio espectro no - difiere| desla del' resto de jas .enterobacterias. La infeccion se
desarrollalen’ el 50-% de los pacientes colonizados, siendo la mitad infeccidon del tracto
urinario. Los_ factores de riesgo para“la colonizacion e~infeccion son_la duracion del
tiempo de exposicién a.una cepa-epidémicay la-frectiencia del contacto con personal
sanitarig (Escobedo, 2002).

Las cepas productoras de BLEE, son responsables de infecciones 'nosocomiales
graves, ‘aunque se ha visto._que no solamente. Klebsiella-pneumoniae es causante de
dichas infecciones sino que también se,han visto involucradas E.. coli.y K. oxytoca
productoras de BLEE, el perfil de multirresistencia antibidtica que expresan estas
cepas ocasiona, especialmente en ambito hospitalario, un problema terapéutico de
notables dimensiones. Los genes que codifican las BLEE y los que codifican la
resistencia a otros antimicrobianos, pueden residir en el mismo plasmido conjugativo v,
por lo tanto, se transmiten juntos de un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de

resistencia antibidtica maltiple (Levison, 2002).
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Por otro lado, los problemas clinicos también son consecuencia de que las cepas
productoras de BLEE con frecuencia podrian parecer sensibles in vitro a los oximino 3-
lactamicos, ello ocasiona que los laboratorios de microbiologia puedan tener dificultades
para identificar de forma adecuada los fenotipos de bacilos Gram negativo productores
de BLEE y que algunos pacientes reciban un tratamiento antibiético poco adecuado. En
este sentido algunos estudios han demostrado que las cefalosporinas de amplio espectro
no son eficaces en las infecciones producidas por bacterias Gram negativas (BGN) con
BLEE, incluso cuando estos son aparentemente sensibles in vitro. Los datos de
resistencia antibiética proporcionados| por el proyecto SENTRY, procedentes de
aislamientos en pacientes hospitalizados desde 1997 hasta 1999, han demostrado que
los BGN con BLEE. tienen, una’ amplia distribucion .mundial;” aunque con grandes

diferencias segun las-areas-geograficas (Emery-& Weymouth, 1997).

Disminucion de la permeabilidad de la membrana celular

Los cambios bioguimicos gque reducen la.captacion,.ya .sea porque reducenelingreso o
porque aumentan la salida” o eflujo del “antimicrobiano, se han ‘encontrado los
siguientes..casos: Aumento del eflujo, para tetraciclinas, macrélidos..y..quinolonas y
Reduccion del ingresa por disminucion de permeabilidad, si el medicamenta no accede al
interior bacteriano por algun \mecanismo ~de. transporte. [Esto supone una mayor
resistencia —ali antibiotico, esto 'ocurre | para ‘trimetoprim, ‘quinolonas, tetraciclinas
cloranfenicol y. Betalactamicos. Por-ejemplo en E. coli el reemplazo de la porina OmpF
por OmpC-~causa- un aumento en~ila concentracion inhibitoria “minima de varios
antibiéticos betalactamicos, debido a los cambios en la constitucion de la  membrana

celular externa del migroorganismo-(Pujel; 2003).
Disminucién de laeoncentracién intracelular del antibiético

El ejemplo 'mas ‘tipico es la-resistencia a-las tetraciclinas desarrollada por muchas
bacterias ya—que el efecto inhibidor-de*las_tetraciclinas depende de-la acumulacion
activa de este_ tipo de antibiéticospar paite de las. bacterias. Ciertos plasmidos R poseen
transposones—que codifican un sistema“para bombear tetraciclina~desde el interior
bacteriano hacia el exterior, en contra de la gradiente de concentracion (Pujol,
2003).

Modificacion de la estructura de las proteinas blanco

Se ha encontrado este tipo de resistencia frente a varios antibioticos. Por ejemplo los
cambios en la proteina receptora de la subunidad 30S producen resistencia a los

aminoglucésidos; las alteraciones o aparicibn de nuevas proteinas fijadoras de
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penicilinas, a los betalactdmicos; la metilacion del ARN ribosomal en la subunidad
50S, confiere resistencia cruzada a eritromicina y clindamicina y las alteraciones en la
ADN girasa, producen resistencia a quinolonas; para trimetropim, cambios en la
dihidrofolato reductasa bacteriana; para sulfonamidas, cambios en la dihidropterioico
sintetasa; para Vancomicina, cambios en los péptidos de la pared celular bacteriana
(Pujol, 2003).

2.2.2 Escherichiacoli y las infecciones del tracto urinario

Familia Enterobacteriaceae-estructura y factores| de-virulencia

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 et al.,"2005) (Hernandez
et al., 2003)-

Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota intestinal, pero ademas, en
pacientes alcohdlicas, diabétices|o ingresades‘en un hospitalise pueden aislar de la
cavidad oral yufaringe (Hernandez et al, 2005). E. coli es—fa enterobacteria mas
importante..ya. que—es la que.se' halla con mas frecuencia en el tracto_digestivo y la
més deserita- 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 . triptofano-siendo negativa
la reaccion de Voges - Proskauer, ureasa Y, fenilalanina desaminasa (Mandell et al.,
2005).

Estructura

La cubierta, celularde las.enterobacterias, al ser Gram-negativas,-es del.tipo didermoy
esta constituida por (Figura 1): Membrana citeplasmatica externa, fermada.por una capa
de fosfolipidos con proteinas intercaladas. Sobre ésta se sitla una capa fina de
peptidoglicano y entre ambas se encuentra el espacio o gel periplasmico, también
llamado por algunos autores periplasma.

Por encima se sitla la membrana externa constituida por una bicapa de fosfolipidos
intercalada con distintos componentes como el lipopolisacarido (LPS), lipoproteinas y

porinas.
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Ademas en el caso especifico de las enterobacterias, aparecen componentes como
flagelos, fimbrias o pili y las adhesinas no fimbrias (Mandell et al., 2005).

peptidoglicanao
membrana externa

perplasma

citoplasma - JMembranafextermna

Figura 1.: Estructura de-la cubierta celular de.bacterias Gram-negativas.-Fuente: www.conacyt.mx
La estructura antigénica esta‘formada por tres clases-de antigenos (Figura.2)

Antigenas-somaticos-o antigenosO
Son._cadenas de polisacarido '‘procedente ‘del lipolisacarido, (LPS) capsular que estan
presentes en todas las bacterias Gram negativas; es el que le confiere especificidad

serolégica.

Antigenos flagelares o antigenos H

Son proteinas.que-se lacalizan 'en’los flagelos:

Capsulares-o- antigenos K
Presentes en cepas. con capsula, constituyen una barrera defensiva disminuyendo la
capacidad| -de-los -anticuerpos para unirse.a la bacteria, son-un facter de virulencia

fundamental parque:impide la fagocitasis.

2oilige-n 2

s . -.f* o T aride
Tar RN b Lor

=xlena

& olldagllear o

L e
(R H]
[T AEME [
Praliing
meakeana |z ame ke zna
LI e H

Toasalipan

Seeimings oo e

Fuente: www.losmicrobios.com.ar
Figura 2: Estructura antigénica de bacterias gram negativas Fuente: www.conacyt.mx
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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 poseen fimbrias y
adhesinas imprescindibles para adherirse a las mucosas, siendo este el primer paso
para la colonizacién bacteriana, por otra parte producen toxinas como la endotoxina o
lipopolisacarido de la pared y otras: hemolisina, citotoxinas y por ultimo poseen plasmidos
gue son unidades de ADN extracromosdmicos, intracitoplasmaticos, con capacidad de
autorreplicacion y que juegan; un‘papel fundamental ‘en la codificacion de informacion
para su accion patégena (islas+de patogenicidad)-asi como-para la resistencia a los
antibiéticos (Mandell et-al., 2005).

E. coli uropatégena.-mediante ssus. adhesinas fimbriadas~se. ligan: tipicamente a los
receptores de las células-periuretrales y constituye=el principal-factor condicionante de la
colonizaei6n inicial de_la mucosa_vesical. Estas fimbrias y pili- sons, estructuras
proteinaceas en forma de"bastones de 2 a7 nm, que-estan-dispuestos a moda de pelos
periféricos_en.a superficie en nimero de 100 a 1000 por célula (Mandell et al.,; 2004).
Existen dos«tipos principales de adhesinas en E. coli uropatdégenascon diferentes
propiedades antigénicas funcionales, fimbrias tipo 1 (manosa sensibles, universal) y
fimbrias-P-(tipe, 2, manosa resistente) (Martinez et'al., 1997; Barreto et al-2001 & Wilson,
2002).

Infecciones.del tracto urinario

Entendemos— por...-infeccion la entrada, establecimiento 'y = multiplicacion de
microorganismos enel interior o en la superficie de un huésped, existiendo distintos
grados |de relacion=entre el huésped y-€l microorganisma (Figura. 3):' colonizacion,

infeccion inaparente y enfermedad infecciosa (Andréu, et al.,-2005).

La infeccin-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, proOstata, uréteres, pelvis renal o rifones), englobando
diferentes entidades clinicas que requieren su catalogacion mediante la correlacion

clinica-laboratorio (Levison, 2002).
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Figura 3: Esquema de las vias:de acceso de la infeccion al rindn Fuente: www.conacyt.mx

E. coli accede al sistema, genitourinario. a travési del jperiné” 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
crénica, cistitis y sindrome uretral agudo, los cuales afectan a diversas estructuras de las
vias:urinarias, presentando diferencias enrelacién ala clinicaly gravedad del cuadro que
producen (Mandell et.al., 2004).

Las infecciones del tracto urinario son, dentro ‘de las infecciones |bacterianas, de las
mas frecuentes en-el hombre, siendo los bacilos Gram - negativos €l 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 cronica;-insuficiencia renal) y mortalidad(foco de_bacteriemia y sepsis),
representan” un importante reto a-la-hora_de ‘establecer.su diagnoéstico y tratamiento
(Mandell et al., 2004.

Las infecciones del, tracto urinario son=de gran-importancia por su’prevalencia. Mas del
95% de las' ITU" son-.monobacterianas. =Siendo E. coli* el “microorganismo mas
frecuentemente implicado en la infecciGh.aguda'y en infecciones proeducidas<€n 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 (Mandell et al., 2005).
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Para realizar un diagndstico se debe recurrir a los analisis microbiologico, 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 (Mandell et al., 2004).

Infeccion urinaria aguda inicial

Esta modalidad de presentacion puede ocurrir como episodio aislado e incluso algunas
veces desparecen espontaneamente. El tratamiento-jadecuado del primer episodio
permite reducir el nimero de ‘enfermos-con-infecciones urinarias agudas recurrentes y
cronicas en el future. Sabemos ‘a priori que el agente etioldgico principal de la infeccion
urinaria inicial es.la Escherichia.coli;~segin diversas. publicaciones su frecuencia fluctla
entre un 60 a 80%:.y en-un porcentaje francamente-menor da_Klebsiella enterobacter,

Proteus y otros (Vergara;1993).

Infeccién urinaria aguda recurrente o recidivante

Esta‘forma clinica de la~infeccionurinaria“es frecuente de observar, y este grupo de
pacientes requiere=tratamiento antimicrobiano prolongado ya sea en forma/continua e

intermitente.

A medida_que'el nimero de episadios de infecciones_urinarias.aumenta,_la_Escherichia
coli va disminuyendo de frecuencia como agente etiolégico. Grupo de-pacientes con
primera infeccién E.¢oli se aisla en un 80% de los casos; con segunda infeccion E. coli
se aisla en un 71%._de los casos; con tercera infeccion E. coli sesaisla en un 56% de los

casos (Vergara, 1993).

Infeccidn urinaria cronica

Asociada frecuentemente “a._malformaciones anatémicas”y en general con escasas
posibilidades de curacion. El aislamientodel.agente etioldgico y el-estudio de sensibilidad
son particularmente importantes._en estos' cases, debido~a que. el agente etioldgico
cambia (sustitueién), aparecen mutantes sresistentes al antimicrobiano~ empleado y
ademas, con cierta frecuencia existe infeccion causada a flora mixta o mdultiple

(asociaciones microbianas) (Vergara, 1993).
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2.2 Marco conceptual.

Antimicrobiano de amplio espectro. Rango de actividad betalactdmico para inhibir una

gran variedad de bacterias Gram negativas.

Antigenos. Es una sustancia ajena al cuerpo que el sistema inmunoldgico reconoce

CcoOmo una amenaza.

Betalactamasas de espectro extendido. Son enzimas bacterianas que pueden conferir
resistencia a cefotaxima, ceftaxidima, aztreonam, penicilinas de espectro extendido y
antibiéticos betalactamicos estructuralmente relacionados, en aislamientos clinicos de
Klebsiella Pneumoniae, K. oxytoca, Escherichiaj coli y ofresigéneros de la familia

Enterobacteriaceae.

Betalactamicos. Sen_un-grupo de antibidticos de origen-natural-o-semisintético que se

caracterizan por poseer en-su estructura un-anillo betalactamico

Cuali — cuantificacion. Es un:meétodo establecido para estudiar de manera cientifica una
muestra, observando las caracteristicas especificas y luego procediendo al ntimero de

casos.

Conjugacion-bacteriana. Consiste en la transferencia de DNA entre bacterias-mediante

contacto-directo, depende de la presencia de un troze-extra de DNA como-plasmidos.

Consultorio externo. Es el lugar donde se brinda atencidn por un profesional médico a

un paciente ambulatorio.

Disefno probabilistico simple. Se basa en la seleccion muestral aleatoria porque otorga
la misma probabhilidad de“ser etegidos a-tedos los elementos de:a poblacion, cuando se

pretende estimar. parametros y comprobar-hipétesis.
Enzima|TEM. Tipo de betalactamasa.plasmidica

Escala de Mc Farland. Estandar de turbidez se-sulfato de bario; usada para.el inoculo de

las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusion es 0,5.

Espectro extendido. Capacidad de una bacteria de hidrolizar antibiéticos de amplio

espectro.

Hospitalizacion. Ambiente donde los pacientes presentan una enfermedad la cual debe

ser tratada.
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Infeccion del tracto urinario (ITU). Es la colonizacion del parénquima renal o del tracto

urinario por microorganismos (bacterias, hongos).

Método de Kirby Bauer. Es un método de prueba de difusién estandarizada por el CLSI
(NCCLSI). En la cual se han desarrollado estdndares para su interpretacién y esta
apoyado por datos clinicos y de laboratorio.

Multirresistencia. Es cuando una cepa bacteriana es resistente a varios antimicrobianos

o tipos de antimicrobianos distintos.
NCCLS. ElI Comité Nacional para la:Normatizacion:de Laboratorios Clinicos.

Plasmidos. Forma no celular de vida, fragmento celutar de” ADN bicatenario que

contienen unos cuantos. genes- y 'se-encuentra-en-el interior de ciertas bacterias.

Patogenicidad bacteriana. ES la’ capacidad de.las bacterias para causar dafio. Se

relaciona+con favirulencia del organismo y la resistencia del hospedero;

Prospectivo. Son aquellos.cuyo.inicio.es.anterior.a.los.hechos estudiados defforma que

los datos se recogen a medida que van sucediendo.

Susceptibilidad. Nivel de actividad antibacteriana en el sitio~de  infeccion, que sea

suficiente-para;inhibirlas bacterias'de modo que incline el balance a favor-del-htiésped.

Resistencia bacteriana. Es la capacidad que tienen las bacterias-de|soportar los efectos

de los antibiotices 0 biocidas destinados a eliminarlos.o.controlarios!

Resistencia antimicrobiana. Se-define~como_la-capacidad de-los| microorganismos a
sobrevivir 0 incluse a crecer.y multiplicarse, enwpresencia de un-agente antimicrobiano,
tales como-les antibioticos, a concentraciones~normalmente suficientes-para inhibir o

matar microorganismos.

Transversal. Sen los+estudios en los que-los datos de cada unidad. de abservacion

representan un‘momento en el tiempo

TSI. Medio bioquimico diferencial triple sugar agar que contiene tres azucares que la

bacteria utiliza como sustrato.

Unidades formadoras de colonia (ufc). Termino que se utiliza para reportar la cuenta
de las colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o de un cumulo de

células
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Uropatdgenos. Microorganismos que originan enfermedad en vias urinarias en especial

por bacterias y virus.

Urocultivo. Cultivo de orina para el aislamiento de bacterias u otros gérmenes en una

muestra de orina.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ambito de estudio
La investigacion se realizo en el Hospital Regional “Manuel Nafiez Butrén”- Puno, servicio
de Laboratorio clinico, area de Microbiologia. Ubicada entre las coordenadas geograficas
155015” latitud sur y 70°01‘18” longitud oeste de meridiano de Greenwisch, altitud
aproximada entre los 3820 msnm. Su clima se caracteriza por ser templada y tolerable
por la proximidad al Lago Titicaca. (SENAMHI, 2012).

3.2 Unidad de analisis
A unidad de observacion estuvo jconformada por pacientes que asisten al Hospital
Regional “Manuel 'Nafez_Butron’- jPuno, con diagnostico presuntivo de infecciones del

tracto urinario.

3.3 Diseflo y tipo de.estudio
El disefio de investigacion es de corte'transversal, el estudio-es:de tipo descriptivo,
retrospectivo. donde sel evalud la. Multirresistencia 'de E. cali productores de

betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

3.4 Poblacion y muestra

La poblacién estuvo constituido, por la totalidad de pacientes. que acuden al Hospital
Regional-“Manuel NUfiez Butron’ - Puno, con diagndstico presuntivo de-infeccion urinaria.
La muestra-fue representada por 42 pacientes con infeccion del tracto-urinario, de los
cuales 26 fueron BLEES positivos seleccionados mediante el disefio probahilistico simple

en aquellos gue cumplan con los siguientes criterios.

Criterios de-inclusion:

Pacientes con [diagnéstico presuntivo de-infeccién urinaria procedentes de servicios del
hospitalizacion| y:consulta.externa con-urocultivos positivos‘a cepas de.Escherichia coli

gue presenten confirmacion fenotipica-de produecion BLEES.
Pacientes mayores'de 16 afios de-edad.

Criterios de exclusion:
Pacientes que recibieron antibiéticos en las 48 horas previas a la atencion.
Urocultivos positivos con aislamientos diferentes a Escherichia coli uropatégena.

3.5 Procedimiento, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

Se coordiné con el Jefe del departamento de laboratorio clinico y anatomia patoldgica y el

personal que labora el servicio de laboratorio del Hospital Regional “Manuel Nufiez
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Butron” - Puno, para la ejecucion del estudio en dicha Institucion. A continuacion se

presentan los procedimientos realizados de acuerdo a los objetivos planteados

3.5.1 Aislamiento e identificacion del uropatégeno Escherichia coli.
Recoleccion de muestra. Se recolecto la orina del chorro medio de la primera miccion
del dia en un frasco recolector estéril, tras limpieza de los labios mayores o el glande con

jabén y agua (Mins et al., 1995).

Método: Urocultivo cuantitativo
Técnica: aza calibrada

Fundamento:

El urocultivo se basa en el procesa de crecimiento de mieroorganismos patdégenos a partir
de muestras de-orina en el"medio Mc-Conkey-en el laboratorio, que permitan la cuali -
cuantificacion de los-germenes a través de.la técnica de siembra-con-azas calibradas que
cargdb un_volumen: 10rul’ _de/orina, 'permitiendo. que Ise €stime el numero de
microorganismas presentes en la muestra de acuerdo con al UFC en los cultivos que nos
permitié determinar si existe-o-no-patologia.-infecciosa-en-vias-urinarias, (Torrico & Trigoso
2003; Forbes & Sahm, 2004).

Procedimienta:
Siembra, lectura e-interpretacion del urocultivo; segun Forhes & Sahm (2004).

La siembra se realizd a partir de muestras de ‘orina con una aza calibrada-de 10 ul, por
agotamiento entla superficie del'medio agar Mc 'Caonkey, enseguida el cultivo se incubd a
37% por 24 a 48 horas (anexo 3); Si durante las 24 horas no se hubiese desarrollado las
colonias, se.incub6—-otras 24 horas, si al cabo de 48 horas no existe crecimiento
habiéndose repartado como cultive negativo-Si en-24 a 48-horas hubo crecimiento de
colonias caracteristicas en los medios_de-eultivo, se cuantifico el nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC) para-determinaria-cantidad de microorganismos por mL por
muestra para temaren cuenta en;€lycuadroide interpretacién’.general de urocultivos

(anexo 3).

Identificacion de uropatdgenos

Se realiz6 de acuerdo a los criterios fenotipicos considerando la morfologia macroscopica
de la colonia, las caracteristicas culturales como el tamafio, la forma el calor, el aspecto
de la superficie de las colonias y todo cambio que el desarrollo de la colonia produce en
el medio de agar que lo rodea. Posteriormente la identificacion bioquimica se realizé a

través de medios bioquimicos diferenciales TSI, LIA, citrato y indol en tubos los cuales se
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incubaron por 18 - 24 horas a 37°C procediéndose luego a las lecturas e identificacion del

gérmen aislado manualmente.

Identificacion por medios bioquimicos, (anexo 5)
a) Agar hierro tres azucares (TSI)
Fundamento:

Determina la capacidad de un microorganismo de fermentar los hidratos de carbono
presentes en el medio de crecimiente~bdésico ,con produccion o no de gas. La
fermentacion provoca acidificacion, del medio con wviraje del indicador (rojo de fenol) al
amarillo. Permite deteetar la produccion'del sulfur@ de hidrégene.por ennegrecimiento del

medio debido a la formacion de sulfuro ferroso (Malbran, 2011).

Procedimiento;

Con una aza de_colle-con punta se selecciond una eolonia“del.agar Mc Conkey, se
inocule. en_la superficie del pico.de.flauta con estria y.el fondo por puncion.en el TSI. Se

Incubo a 37°C, se dio lectura luego de 18 < 24 horas de'incubacion.

Interpretacion:

La Fermentacion desazlcares es$ especifico dé‘cada bacteria, lasireacciones que pueden

observarse para Escherichia coli.son:

* Pico alealino (rojo) / fondo acide(amarillo). Glucosa fermentada. Lactesa-y-sacarosa no

fermentadas.

* Pico &cido (amarifio) / fando acido (amarille). Glucosa fermentada. Lactosa y/o sacarosa

fermentadas.
Produccion de gas: Se evidencia por-a.aparicion de burbujas‘o fragmentacion del medio.

b) Utilizacion de Citrato
Fundamento:

Determina si Un organismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono para
el metabolismo, produciendo alcalinidad. ElI medio Citrato de Simmons contiene también
sales de amonio inorganicas como Unica fuente de nitrégeno. Las sales de amonio se
desdoblan en amoniaco con la consiguiente alcalinidad. El indicador de pH usado es el
azul de bromotimol, el cual en medio alcalino toma un color azul intenso, indicando una

prueba positiva. El medio no inoculado tiene color verde (Malbran, 2011).
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Procedimiento:

Se uso la misma colonia para todos los medios diferenciales. Se inoculé la superficie del

pico de flauta con estria, se incubd a 37°C durante 48 horas

Interpretacion:

Para Escherichia coli la prueba es negativa: el medio conserva el color verde original y

hay ausencia de desarrollo bacteriano.

c¢) Sulfuro, indol y movilidad. (SiV)
Fundamento:

Permite detectar la produecion degindol que es producto de la degradacion metabdlica del
aminoacido triptéfano. Las.hacterias que poseen ta-enzima triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar-el triptofano-con produccion detindol, &cido.pirtivico y amoniaco. El
indol desdoblado de'lasmolécula de triptofano puede ser-detectadocuando reacciona con
el gruporaldehido del para-dimetilamine.benzaldehido. del reactivo revelador(reactivo de

Kovacs), farmandose un complejo de color rojo.

Permite detectar la-produccion del sulfurof de hidrégeno por ennegrecimienta del medio

debido a la formacién:de sulfuro.ferroso.

Determina si’el micreorganisma es movil por migracion a partir dellugarde siembra y se
disemina.en.el medio provocando turbidez (Malbran, 2011).
Procedimienta:

Se sembr@ por puncionsUnica en. la regién.central“del tuboy utilizandotna aguja recta
hasta una profundidad de 2/3 del medio, luego se incubd a 37°C durante 18 - 24 h.
después del.tiempo se'agregd 2 6 3.getas_del.reactivo de Kovacs para'deteccion del

indol.

Interpretacion:

Sulfuro de hidrégeno: Prueba positiva: Se* observa ennegrecimiento del medio.

Escherichia coli es negativa
Indol: Escherichia coli es positiva: color rojo fucsia en la interfase del reactivo y el medio.

Movilidad:

* Prueba positiva: Se visualiza turbidez parcial o total del medio.

 Prueba negativa: Hay crecimiento bacteriano solamente en la linea de siembra.
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d) Lisina, Hierro y Agar (LIA)
Fundamento:

Detecta la capacidad de un microorganismo de decarboxilar la lisina. Las decarboxilasas
son enzimas que actuan sobre los grupos carboxilo de los aminoacidos produciendo
aminas, de reaccion alcalina. Cada una de las decarboxilasas es especifica para un
aminoacido. La lisina puede ser decarboxilada transformandose en cadaverina. Esto
produce un viraje del indicador purpura de bromocresol al violeta. Como la
decarboxilacion sélo tiene lugar.€n medio acido (pH.inferior a 6), es necesario que se
produzca previamente la acidificacion del medio'ide/ cultivo, por fermentacion de la
glucosa. Por este motivo este medio de cultivo sélo debe utilizarse. para la diferenciacion
de cultivos que_fermentan la glucosa. \Los _micrgorganismos” que no producen lisina
decarboxilasa pero que son fermentadores dela-glucosa, producen-un viraje del medio al
amarillo (Malbran, 2011).

Procedimiento:

Se inoculd1a superficie del pico de flauta con estria y el fondo por puncién, se incub6 a
37°Cdurante 18:24 horas.

Interpretacion:

Escherichia-colii produce decarboxilacién de la lisina:
* Prueba positiva: pico violeta / fonde violeta

* Prueba negativa: pico violeta / fondo amarillo
Desaminacion de lalisina:

 Prueba positiva: pico pardo rojizo /{fondo amarillo

3.5.2 Confirmacion fenotipica de™a. produccion de betalactamasas| de espectro
extendido,

Sinergia de doble.disco

La prueba se basa en el uso de una cantidad constante del antimicrobiano, que esta
impregnado en el papel filtro, el cual al ser aplicado sobre la superficie del medio en el
gque previamente se ha sembrado el microorganismo en cuestion. El disco amoxicilina /
ac. Clavulanico hace que los demas antimicrobianos recuperen su sensibilidad
precisamente porque las BLEEs son inhibidas por el acido clavulanico lo cual se

manifiesta por el efecto sinérgico (efecto tapon de corcho) de los antimicrobianos

31

Repositario institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO ﬁ"‘: Nocional 4o

Nacional del
Altiplano

aztreonam, ceftazidima, ceftoaxima y ceftriaxona que se colocan alrededor del acido

clavulanico 20mm de distancia (Jarlier & cols,1988).

Procedimiento

Se preparo el inoculo de cepa pura del medio bioquimico diferencial TSI se tocé la parte
superior de cada colonia con el aza, transfiriendo luego las colonias a un frasco con suero
fisiologico estéril, y se estandariz6 el inoculd con el patron de turbidez 0,5 Mc Farland,
con una absorbancia entre el 0,08 a 0,09 para enterobacterias que presenta una
concentracion bacteriana de1;5'a 2 x 108 URC/ mL, antes de realizar la siembra en agar
Mueller Hinton, homogenizamos ‘el inoculé,~luego jintroducimos un hisopo estéril en la
suspension haciendo. rotar_el hisepo presionando en.as paredes‘del tubo para eliminar el
excedente, por rencima ‘del, nivel-del-tiquido;-luego_se.-sembré suavemente sobre la
superficie del media-en tres.direcciones, haciendo-girar-la-placa Petri:en cada siembra en
un angulo de 65° permitiendo-una distribucién homegénea del.inoculé en agar (Torrico &
Trigoso, 2003):

La aplicacion de discos de-susceptibilidad-antimicrobiana-fueron extraidos del refrigerador
dos horas antes para que adquieran temperatura ambiente. Los discas se colocaron un
disco de amoxicilina/acido clavuianico en el centro de una placa.de Petri, y alrededor de
este se:colocaron discos de CAZ, CRO, CTX, CPO y ATM a 20 mm: de distanciardel disco
central presionande-ligeramente’sobre disco para gqueno-se despegue; el-disco no debe
ser removido, pues | inmediatamenter se’ difunde el antimicrebiana; en seguida, se
incubaron las placas de agar-en forma invertida en'estufa de incubacionia 35 °C por 18 a
24 horas (Torrico &=Trigoso, 2003). La presencia de BLEE se'manifiesta por el efecto
sinérgico delyinhibidor bajo la forma de ampliacién del halo en“una o warios de los -

Lactamicos

3.5.3 Determinacion de la*resistencia de“cepas.de-Eseherichia coli productoras de
BLEEs a antimicrebianos betalactdmicos y no“betalactamicos

Técnica: pruebade difusion.Kirby'- Bauer.

Fundamento:

Este método de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusion, se basa en el uso de
una cantidad del antimicrobiano, que esta impregnado en un reservorio de papel filtro, el
cual al ser aplicado sobre la superficie del medio en el que previamente se ha sembrado
el microorganismo en cuestion, forma por difusibn un gradiente de concentracién del
antimicrobiano, cuya sensibilidad esté indicada por el tamafio del halo de inhibicion de
crecimiento alrededor del disco (Torrico & Trigoso, 2003).
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Procedimiento:

Preparacion del inoculo de placas de agar, aplicacion de discos de antibidticos e
incubacion (Torrico & Trigoso, 2003).

Se utilizd los microorganismos las cepas pura de medio TSI en cultivos con mas de 24
horas de incubacién, Se seleccionaron de 3 a 5 colonias aisladas y de la misma
morfologia, se toco la parte superior de cada colonia con el asa, transfiriendo luego las
colonias a un frasco de suero fisioldgico estéril, y se estandariz6 el inoculo con el patron
de turbidez 0,5 Mc Farland.

Turbidez estandar de McFarland
Fundamento

Se trata de una serie-de patrones de-turbidez previamente-calibrados. Consiste en varios
tubos de vidrio-herméticamente scerrados que scontienen-1%+de Cl,Ba + cantidades
crecientes de H.S@4 al'1%;-por lotanto, en-cada tubo se origina un‘precipitado de SO4Ba,
origen-de la-turbidez. Para-cada-cepa-bacteriana hay.que-establecer la equivalencia entre
la turbidez-de cada tubo y la masa o la” concentracion de bacterias (en”céls/ml) que

genera-una-turbidez similar (Torrico & Trigaso, 2003).

Preparacion

La turbidez-estandar.de 0,5 en la escala de Mc Farland. Se preparo afiadiendo 0,5 ml de
cloruro de una solucion de bario deshidratado (Cl.Ba2H20) a 99,5 ml de-acido sulfarico
(H2S0.)._La turbidez. estandar.se dividio en alicuotas, se colocd en tubos de prueba
idénticos a aquellos-utilizados para preparar la suspension del indculo. Lia exactitud de la
densidad de Ia turbidez+estandar.de Mc-Farland.preparada’se.comprobd mediante un
espectrofotdmetro eoh un paso de luz de 1 cmy.para lasturbidez-estandar de 0,5 de Mc
Farland, la-absorbancia de una longitud~de_onda de 625 nm debe-ser de 0,08-0,1
(Manual de TLaboratorio ‘para.fa, Identificacion y*Prueba de Susceptibilidad a los
Antimicrobianos), se sella los tubos de. turbidez estandar de .Mc Farland con cera,
parafilmu otros medios para-prevenir la evaporaeion. La turbidez estandarde Mc Farland
se puede guardar-hasta 6 meses en la oscuridad a temperatura ambiente«(22—-25°C); se
descarta después de 6 meses o antes si pierde algun volumen (se marcé el tubo para
indicar el nivel del liquido y verifique antes de utilizarlo para estar seguro que no ha
ocurrido evaporacion, si esto ocurre, debe prepararse una turbidez estdndar fresca.)
Antes de utilizar, agite bien el tubo que contiene la turbidez estandar, de manera que el

precipitado blanco fino de sulfato de bario se mezcle en el tubo.
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2. La estandarizacién del inoculo se realiz6 con el patrén de turbidez, una suspensién de
bario 0,5 de la escala de Mc Farland nos da una concentracién bacteriana de 1,5 a 2 x
108 UFC/ ml.

3. Antes de realizar la siembra en el medio de cultivo Mueller Hinton, se homogenizo el
inoculo, introduciendo un hisopo estéril en la suspensién, hace rotar el hisopo
presionando en las paredes del tubo para eliminar el excedente (por encima del nivel del

liquido) luego sembrar suavemente sobre la superficie del medio.

4. La siembra se realizo en tres direcciones, hacienda girar la placa Petri en cada siembra

en un angulo de 65%:esto permitita una distribucion homogénea del inoculo en el agar.

5. Previo a la. utilizacién. de los-.discos'-de-—antimicrobianos, fueron extraidos del
refrigerador dos horas:antes,para“que adquieran la~temperatura“ambiente. Se colocaron
los discos sobre .el-agar no debe ser removido, pues-inmediatamente difunde el

antimicrobiano:sobre el'agar.

7. Una vez colocado el disco_sobre el agar no_debe ser removido, pues inmediatamente

difundeel"antimicrobiano sobre el agar.

8. Después de colecar los discos, se incubardn las placas delagar en forma invertida en

estufarde-incubacion a 35°C

Medicion de halos de inhibicion:

La medicidn-de los halos de inhibicion se realizo-eon-una-regla sosteniendo la placa Petri

en forma invertida, sebre un fondo oscuro y.con luz reflejada (Torrico & Trigosa, 2003).

Interpretacion delos resultados

Para la interpretacién de‘los halos de inhibicion encontrados se utilizg las tablas del CLSI
Enero 2009 M 100-S 19 Vol. 29 N°3

3.6 Métado.estadistico

La informacién.recogida en la ficha clinica, fieron procesadas en la*hoja-electronica del
programa estadistico SPSS V.12.0, las variables se tabularon en frecuencias absolutas y
porcentuales. Se utilizé la prueba no paramétrica de Ji cuadrado (x?) para comparar las
posibles diferencias de la multirresistencia de cepas de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en pacientes que asisten al Hospital

Regional “Manuel Nufiez Butron” — Puno, mediante la siguiente formula:
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Doénde:

2. .
C . : Ji-cuadrado calculada.
Q: Frecuencias observadas de la i-ésima columna.

E : Frecuencias esperadas de la.i<ésima‘¢olumna

El nivel del confianza.fue del 95%(a = 0,05), las hipdtesis a probarse fue la existencia de
diferencias significativas de-les grados de resistencia, entre~antibitticos utilizados. Como
valor esperado 'Sse—considerg-un .50% - de—muestras que se-.espera que muestren

resistencia.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resistencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEES) a antimicrobianos betalactamicos y no betalactamicos.
Se realiz6 la toma de muestra de orina a 63 pacientes que asistieron al Hospital Regional
Manuel Nufiez Butrén de la ciudad de Puno, considerando el ambiente en que se
encontraban los pacientes, en la siguiente tabla se muestran los resultados.

Cuadro 1. Uropatdgenos aislados en pacientes'que asisten al Hospital Regional Manuel Nufiez
Butrén de la ciudad de Puno

Ambiente Consultorio Servicios de Total
Externo Hospitalizacién
Uropatégenos Ne % NP % N° %
Escherichia-coli | 25 | 39,68 17 26,98 42 66,67
Otras especies 16 1,25,40 5 71,94 21 33,33
Total 41..{65,08 22 34,92 63 100,00

Fuente: elaboracion propia
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Grafico 1. Uropatégenos-aislados en pacientes que-asisten al'Hospital Regional’Manuel Ndfez Butrén de la
ciudad de Puno

En el cuadrg 1y grafico 1, en-Consultorio Exierno-Se tomaron 41 muestras (65,08%), de
las cuales' 25(39,68%) resultaron cultivos positives a Escherichia coli'y-as restantes 16
(25,40%). correspondieron a otras-.especies.” En—~el ambiente " .de Hospitalizacion se
tomaron 22 muestras (34,92%), de las cuales 17 (26,98%) resultaron cultivos positivos a
Escherichia coli y las restantes 5 (7,94%) correspondieron a otras especies. En total de
los 63 urocultivos realizados, en 42 muestras (66,67%) se aisl6 a Escherichia coli y en 21
muestras (33,33%) se observé a Klebsiella spp. (13,68%), Proteus spp. (10,24) y
Enterobacter spp (9,41).

Los resultados del presente estudio, coincide con Chambi (2009) quien sefiala que este

patégeno fue el mas frecuente en un 93,96% corresponde a Escherichia coli, al igual que
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Gonzales et al. (2008) que aislaron un 76% son E. coli similar a lo reportado por Rosas
(2006) en su estudio fue el 82,6% fue E. coli.

En el Hospital Regional Manuel Nufiez Butrén Escherichia coli es el uropatbgeno mas
frecuente 42 (66,67%) entre las enterobacterias que causan infecciones del tracto urinario
y las otras especies es poco frecuentes. Que mediante sus adhesinas fimbriadas se ligan
tipicamente a los receptores de las periuretrales y constituye el principal factor

condicionante de la colonizacion inicial de la mucosa vesical.

4.1.1 Resistencia de Escherichia.coli a antimicrobianos betalactamicos

En las siguientes tablasi.se muestra los resultados de/la evaluacion de la resistencia de
Escherichia coli tantowpara ‘antimicrobianos betalactamicos_ .y no betalactamicos, las
pruebas de resistencia'se realizaron con-26.-muestras que correspondieron a Escherichia

coli productoras de betalactamasas de espectro extendido:

Cuadro,2. Resistencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas:de. espectro
extendido'frente a antimicrobianos betalactamicos

Resultado Resistente Sensible Intermedio Total
Ant. Betalactamico N° % N° % NP %
Cefalotina 24 92,31 2 7,69 26 100,00
Ampicilina 22 84,62 4 15,38 26 100,00
Amoxicilina 17 65,38 9 34,62 26 100,00
Cefuroxima 14 53,85 12 46,15 26 100,00
Cefaclor 11 42,31 15 57,69 26 100,00
Cefepime 6 23,08 20 76,92 26 100,00
Imipenem 0 0;00 26 100,00 26 100,00

Fuente: elaboracién propia 05=130 €7 o g5 — £2.59 (P<0.05)
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Grafico 2. Resistencia porcentual de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido frente a antimicrobianos betalactamicos
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En el cuadro 2 y gréfico 2, para Cefalotina Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido presentd resistencia en 24 muestras (92,31%),
para Ampicilina en 22 (84,62%), para Amoxicilina mostro resistencia en 17 (65,38%), para
Cefuroxima en 14 (53,85%), para Cefactor presentd resistencia en 11 (42,31%), para
Cefepime en 6 (23,08%), para Imipenem no mostro resistencia.

La resistencia observada en Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido los porcentajes de resistencia frente a cefalotina en este estudio fue de
92,31%, casi similar a lo repoertado par ' Chambi 2009) que reportdé un 64,8% de
resistencia. Seguido de ampicilina.y amaoxicilina conuna resistencia de 84,62% y 65,38%
respectivamente, similaria lo reportado por Morales et al. (2005) ¢on una resistencia de
80,3% para ampicilina y~Chambi (2009).reportd.85,2%; en.cuanto a la amoxicilina Murillo
et al., (2006), reportaren-un 61;1% deresistencia-similar a_lo reportado en este estudio.
TEM-1 es la enzima. responsable de [la resistencia jobservada a ampicilina, si la
produccion“es-de alto nivel entonces la bacteria sera resistente a ampicilina, cefalotina y

cefazolina (Pujol, 2003), al igual gue las enzimas.TEM con.fenotipo BLEES.

En cuantora1a cefuroxima y cefaclor queson cefalosporina de segunda-generacion se
obtuvo 'un porcentaje de resistencia en un _53,85% y 42,31% respectivamente. La
resistencia observada se debe a'la presencia de betalactamasas TEM, SVH.0 CTX-M de
espectro-extendido=como TEM-12, SVH-2 segun*Solorzano (2004), en.cambio Chavez
(2002), no~descarta: la sobreprodticcion de SVH-1 en algunas:cepas—que hidrolizan

cefuroxima.

Frente a las cefalosporina de cuafta generacion, presentaron.una resistencia cefepime de
23,1%, siendo| similar a loteportado, por Peroso et al.»(2007)-con una resistencia de
20,0%, sin.embargo. cefepime es mas-resistente a la hidrglisis enzimatica, (Katsung,
2005), por ende 'se sospecha de-cefepime,no son afectadas por las betalactamasas v,
ademas, estos antibiéticos son mas permeables’y atraviesan mas rapidamente el espacio
periplasmico ‘donde | estan..ubicadas las hetalactamasas-—se menciona’ también que
cefepime ‘es_activo contra muchas cepas_productoras de BLEEs particularmente de
enzimas derivadas de SHV (Morales, 2003). Imipenem presenta una resistencia de 0% se
debe a que este antimicrobiano en su caracteristica molecular N-formidoiltienamicina es
hidroxietilo-trans y esto hace que presente estabilidad a las betalactamasas ademas de

poseer fuerte afinidad con las PBP de las bacterias (Céspedes & Portal, 1998).

Por lo tanto se concluye que existe diferencia significativa (P < 0,05) para los porcentajes
de resistencia, los antimicrobianos betalactamicos: Cefalotina, Ampicilina, Amoxicilina y

Cefuroxima que presentaron una resistencia superior al 50% de las muestras, mientras
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gue para los antibiéticos Cefaclor, Cefepime, Imipenem la resistencia fue menor al 50%
de las muestras, por lo cual se acepta de que existe una diferencia estadistica en al
grado de resistencia que presenta E. coli frente a los antibidticos betalactamicos.

4.1.2 Resistencia de Escherichia coli a antimicrobianos no betalactamicos

Cuadro 3. Resistencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido frente a antimicrobianos no betalactamicos

Resultado Resistente Sensible-Intermedio Total

A. No betalactamico Ne % N° % N° %
SXT+TMP 23 88,46 3 11,54 26 100,00
Eritromicina 20 76,92 6 23,08 26 100,00
Levofloxacino 13 50,00 13 50;00 26 100,00
Norfloxacino 12 46,15 14 53,85 26 100,00
Ciprofloxacino 10 38,46 16 61,54 26 100,00
Fosfomicina 4 15,38 22 84,62 26 100,00
Nitrofurantoina 3 11,54 23 88,46 26 100,00
Gentamicina 3 11,54 23 88,46 26 100,00
Amikacina 2 7,69 24 92,31 26 100,00
Fuente: elaboragion propia Cc2 =165 > Ctz(a 0.05,g18). = 15.5 (P<0.05)

% de resistencia

| = Fesistante’  ® Sensible-ntermadic

Grafico 3. Resistencia porcentual de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido frente a antimicrobianos no betalactdmicos

En el cuadro 3y gréfico 3, E. coli para el antimicrobiano SXT+TMP presenta resistencia
en 23 muestras (88,46%), para Eritromicina en 20 (76,92%), para Levofloxacino en 13
(50%), para Norfloxacino en 12 (46,15%), para Ciprofloxacino en 10 (38,46%), para
Fosfomicina en 4 (15,38%), para Nitrofurantoina en 3 (11,54%), para Gentamicina en 3
(11,54%) y para Amikacina en 2 (7,69%).
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E. coli productora de BLEES presento resistencia frente a trimetoprim-sxt en un 88,46%;
algo similar reportado por Peroso et al. (2007) en 75%; asi mismo Muzachiodi et al.
(2005) reportaron resistencia en un 78,6%. Esta elevada resistencia puede estar
asociado a que este antibiotico es muy utilizado por los pacientes y lo toman sin receta
médica y el tipo de infeccion en el paciente dependiendo de la edad y sexo (Jawetz,
1995) y también estudios demuestran que E. coli es productora de CTX — M
(cefotaximasas) que es un tipo de BLEEs el cual confiere corresistencia a este
antimicrobiano. Eritromicina presentd resistencia de 76,92% utilizado terapéuticamente
para la infeccion de tracto urinario no encontrandose reportes con otros autores, esta

resistencia de debe.ada_ codificacidn codificarse por plasmidos (Katzung, 2010).

En cuanto a las quinolonas.(levofloxacino,-norfloxacino y ciprefloxacino) que presentaron
una resistencia -de 50%, 46;15%y 38,46% respectivamente no coincidiendo con
Choquehuanca (2008).que reporté.resistencias 93,9%, 91,7% y-96,15% respectivamente
esto es debido; a queestos antibiéticos noson inductores defa produccion de las
betalactamasas|ya que presentan.otra estructura, quimica (Pujol, 2003), Se'menciona que
BLEEs tipo AMP - C se codifican en plasmidos portadores de genes de resistencia,
suelen llevar otrassresistencias multiples para quinolonas, sulfamidas, aminoglucdcidos,

tetraciclina y trimetrepim (Jacoby. & Mufioz-Price, 2005).

Los antibioticos que-abtuvieron/menor resistencia‘fueron.la fosfomicina, nitrofurantoina y
los aminoglucécidos: con una resistencia de' 15,38%, 11,54% y entre-gentamicina y
amikacinajl1,54%: y 7,69% Fespectivamente coincidiendo equivalentemente con Caro et
al. (2007) ‘reportaron | similares porcentajes de resistencia, rka resistencia a los
aminoglucécidas se-debe a‘las enzimas modificantes de-aminoglucocidos. codificadas por
plasmidos; este menor porcentaje-de resistencia-se-debe-tambien a otras BLEEs tipo
VEB-1 esta enzimaen su. secuencia‘de amineactdos confiere/alto nivel de resistencia que
esta mediada por 'plasmidos aantimicrobianos-no-betalactamicos (Jacoby & Mufioz-Price,
2005).

Por lo tante.se concluye que existe diferencia‘significativa (P < 0,05)-para los porcentajes
de resistencia a los antimicrobianos no betalactamicos: SXT+TMP, Eritromicina y
Levofloxacino que presentaron una resistencia superior al 50% de las cepas E. coli,
mientras que para los antibidticos Norfloxacino, Ciprofloxacino, Fosfomicina,
Nitrofurantoina, Gentamicina y Amikacina, la resistencia fue menor al 50% de las
muestras. Por lo cual se acepta de que existe una diferencia significativa en el grado de

resistencia que presenta E. coli frente a los antibioticos no betalactamicos.
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4.2 Determinacion de la resistencia antimicrobiana de cepas Escherichia coli
productora de Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) procedente de
muestras de servicio del hospital y consulta externa.

Cuadro 4. Presencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido en pacientes que asisten al Hospital Regional MNB — Puno

Tipo BLEESs (+) BLEEs (-) Total
Ambiente N % N % N %
C. Externo 16 38,10 9 21,43 25 59,52
Hospitalizacién 10 23,81 7 16,67 17 40,48
Total 26 61,90 16 38,10 42 100,00

BLEES, betalactamasas de espectro'extendido /€2 =0415< Ctz(a:O.OS;gI 4 =3.84 (P>0.05)

SEeld

21,43

Forcentaje (%)
i 3
LA

BLEEs [+) BLEES (-]

| |
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| |
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Gréfico 4..Presencia de cepas deEscherichia*coli productoras de betalactamasas de espectro extendido en
pacientes que asisten aliHospital Regional MNB — Puno

En el cuadro4 y grafico 4, en Consultorio.externo se+identificé, 16 muestras (38,10%) que
correspondieron a BEEESs pasitivos, mientras que para el.ambiente de/Hospitalizacion se
identifico 10.muestras (23,81%) a BLEEs=positivos. En total se determinaron 26 muestras

(61,90%) BLEESs positivos;=el resta_ de muestras 16 (38,10%) resultaron BEEES negativas.

La confirmacion fenotipica de la produccién .de“betalactamasas . de espectro extendido
(BLEES) a partir de las cepas aisladas.de E.'cali-fue de 26 cepas(61,9%), los resultados
son similares a los reportados por Morales (2003) quien reportd el 63,2% de BLEEs
positivos. No coincidiendo con Chambi (2009) quien reporté un 28,9% de BLEEs y
Muzachiodi et al. (2005) que fue de 39,8% de cepas BLEESs.

Las diferencias encontradas respecto a la produccion de BLEEs como un mecanismo de
resistencia entre 28,9% a 61,9% determinadas en diferentes estudios puede estar
determinado al uso excesivo de antimicrobianos betalactdmicos especificamente a las

cefalosporinas de amplio espectro y el aztreonam (Patterson, 2003)
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Los resultados del presente estudio demuestran que E. coli es productor de BLEES en
méas del 50% de toda la poblacion muestral y ademas que las cepas aisladas de
consultorio externo muestran mas porcentaje de productor de BLEEs que de cepas de
servicios hospitalarios, lo cual evidencia que existe el uso indiscriminado de

antimicrobianos por parte de la poblacion.

4.2.1 Resistencia de Escherichia coli a antimicrobianos betalactamicos

De las 26 muestras identificadas como BLEEs positivos, se analizé los resultados segun
el ambiente del que provenia ‘el paciente, resultande:16 muestras del ambiente de
Consultorio Externo_y 10 del 'ambiente .de Hospitalizacion, los resultados se muestran

para antimicrobianos.betalactamicos y no betalactamicos.

Cuadro 5. Resistencia de cepas‘de Eschetichia coliproducteras de-betalactamasas de espectro
extendido frente a‘antimicrobianos betalactamicos segun.ambiente

Ambiente Consultorio externg Haospitalizacion

Ant. Betalactamice N° % N° %

Cefalotina 16 100,00 8 80,00
Ampicilina 14 87,50 8 80,00
Amaoxicilina 10 62,50 7 70,00
Cefuroxima 10 62,50 4 40,00
Cefaclor 5 31,25 6 60,00
Cefepime 2 12,50 4 40,00
imipenem Q 0,00 0 0,00
Mediana 10 62,50 6 60,00

Fuente:‘elaboracion propia CC2 =51> Ctz(a 0085,9l6) = 12.59 (P<0.05)
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Grafico 5. Resistencia (%) de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido frente a antimicrobianos betalactamicos segin ambiente
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En el cuadro 5 y gréfico 5 se observa que para muestras de consultorio externo los
antimicrobianos que son resistentes fueron cefalotina con 100%, ampicilina 87,50% y
cefuroxima 62,50% y para servicios del hospital mostraron resistencia a amoxicilina 70%,
cefaclor 60% y cefepime 40%. Para ambos imipenem mostré 0,00% de resistencia.

La resistencia antimicrobiana encontrada segun procedencia de la muestra a los
antimicrobianos betalactdmicos en consultorio externo y servicios del hospital no hay
relacion entre los antimicrobianos,de cuales.fueron mas resistentes esto es debido a que

las cepas tienen diferentes mecanismos | de resistencia (Caro et al., 2007).

En conclusion se ‘encontré diferencia significativa (P < 0,05) para los porcentajes de
resistencia, los -antimicrabhianos betalactamicos:: Cefalotina;” Ampicilina, y Cefuroxima
presentaron unawesisteneia superior en muestras_de.Consultorio“externo, por el contrario
los antibidticos Amoxicilina, Cefaclor'y Cefepime la‘resistencia-fue superior en muestras
del ambiente~de Hospitalizacion, por 10 cual se acepta de que existe una diferencia
estadistica en al grado 'de resistencia que presenta E. coli-segun el ambiente del que

proviene las muestras.

4.2.2 Resistencia'de-Escherichia coli a antimicrobianos no betalactamicos

Cuadro6. Resistencia de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas-derespectro
extendido frente a antimicrobianas na betalactamicos segun,ambiente

Ambiente €onsultorio externo Hospitalizacion

No betalactamico N° % N° %

SXT+TMP 14 87,50 9 90,00
Eritromicina 11 68,75 9 90,00
Levoflexacino 9 56425 5 50,00
Norfloxacino 7 43,75 6 60,00
Ciprafloxacino 7 43,75 3 30,00
Fosfomicina 3 18,75 1 10,00
Nitrofurantoina 1 6,25 2 20,00
Gentamicina 2 12,50 1 10,00
Amikacina 1 6,25 1 10,00
Mediana 7 43,75 3 30,00

Fuente: elaboracién propia CC2 =35> Ctz(a:0.05;9|:8) =15.5 (P<0.05)

43

Repositario institucional UNA - PUNO




:.1-*-& Universidad

TESIS UNA-PUNO ! Nacional del
Altiplano
120

0 -

=0
— O
&
- 55,25
Ii A0l Sl g
H=CEH 43,05 43,05
=
g 40 ;
=]
=8 i -

1275 -
Pt
20 0
1 o
:'\\‘4‘ -.\'E ;‘Qb 1:30 .L 1 _‘\v _\:' i :_-E} '&"Fﬂ a"j}
i‘.ﬁ ;_'.'i"?- oRr g \f!_ ] Qk"- .{.’P '\-.{ \#\
r{;:l“ﬂ:' k?._'d‘ o ﬁ" s {;5." & éﬂ}‘:‘ 'L:-'ﬁ 'Bf
€ Cofenltorfc Ertema BHosHitalizacicn

Gréafico 6. Resistencia™(%)de ‘cepas /de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido frente a antimicrobianos no betalactdmicos segin ambiente.

En el-cuadro 6y grafico-6 se-observa. que para muestras de consultorio “externo los
antimicrobianos | que fueron 'mas resistentes fueron levofloxacino™-con: 56,25%,
ciprofloxacino43,75%, fosfomicina 18,75%, gentamicina 12,50% y para-servicios del
hospital mostraron.mas resistencia a SXT-TMP 90%, eritromicina 90%, norfloxacino 40%,

nitrofurantoina 20% y-amikacina 10%.

Los datos-observados es equivalente a lo reportado porsGonzéles et al. (2008) donde
mostraron—una  sensibilidad.para™pacientes ‘no hospitalizados: a| amikacina 93,4%,
nitofurantoina 88,6%. vy ciprofloxacino 44,5%, entanto-a“los hospitalizados mostraron
sensiblidad-a-amikacina 88,89% nitrofuranteina 75,26% Y ciprofloxacino-26,04%; en tanto
Caro et al. (2007), reportaron porcentajes de sensibilidad de 20,9%, gentamicina 84,5%,
nitrofurantoina 83,6%; fosfomicina 89,1%-y. TMP-SXT 44,5% coincidiendo ambos autores

con resultades similiares aslos eneontrado por este estudio_en cuantoja la-sensiblidad.

Por lo tanto se concluye que existe diferencia significativa (P < 0,05) para-las porcentajes
de resistencia.segiin el ambiente~del gue provenia“la muestra, los antimicrobianos no
betalactamicos: SXT+TMP, Eritromicina,« Norfloxacino, Nitrofurantoina y Amikacina
presentaron un mayor porcentaje de resistencia en muestras del ambiente de
Hospitalizacion; los antibidticos: Levofloxacino, Ciprofloxacino, Fosfomicina vy
Gentamicina presentaron mayor resistencia en muestras provenientes del ambiente de
Consultorio Externo, por lo cual se acepta de que existe una diferencia estadistica en el
porcentaje de resistencia que presenta E. coli frente a los antibioticos no betalactamicos

segun el ambiente de origen de la muestra.
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V. CONCLUSIONES

La multirresistencia del uropatogeno Escherichia coli productora de betalactamasa de
espectro extendido (BLEES) es elevada frente a los antimicrobianos betalactdmicos los
cuales presentaron mas resistencia a Cefalotina en 24 muestras (92,31%), para
Ampicilina en 22 (84,62%), para Amoxicilina mostré resistencia en 17 (65,38%), para
Cefuroxima en 14 (53,85%), y para Imipenem no mostré resistencia. Para los
antimicrobiano no betalactamicos presentaron mas resistencia a SXT+TMP con 23
muestras (88,46%), para Eritromicina en 20 (76,92%);;y para el grupo de quinolonas,
aminoglucécidos y otros antibioticos presentaron una resistencia que va desde 7,69% -

50%. Ambos grupos-de antimicrokianos con ji-cuadrado muestran'significancia (P < 0,05).

Las muestras provenientes de hospitalizacion-son.mas-resistentes-gue las provenientes
de consultorio externo:” Se encontrd@ con-ji=cuadrado significancia (P < 0,05) para los
porcentajes-de ' resistencia,tanto-para  los—antimicrobianos’-betalactamicos y no

betalactamicos.
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VI. RECOMENDACIONES

Al personal de laboratorio hacer un seguimiento de los antimicrobianos utilizados para
antibiograma y elaborar e implementar esquemas de tratamiento adecuados para las
cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido no solo de urocultivos sino
también de todas las muestras bioldgicas.

Difundir el estudio en instituciones de salud publica y privadas, porque son de importancia
para el tratamiento adecuado, es el caso.de cefalotina ya no se debe utilizar en el

HRMNB en el tratamiento de infecciones urinarias.

A los egresados implementar el estudio con mas .nalmero;de muestras tanto servicio
hospitalario y consultorio-externo tomando-como-factores sexo y de qué servicio procede
la muestra.
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ANEXO 1
Resultados de analisis estadistico

Prueba de Ji-cuadrado para: cuadro 2. Resistencia de cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido frente a antimicrobianos

betalactamicos

Chi-cuadrado ajustado (Valor
observado) 130
Chi-cuadrado ajustado (Valog.critico) 12,59
GDL 6
p-valor <0,05
Alfa 0,05

Interpretacion de la‘prueba:
HO: Las/celumnas de la tablaisoniindependientes.
Ha: Hay una diferencia entre-las-columnas-de-fa-tabla:

Como el p-valor computado es menor que el nivel de significacion alfa=0,05, se debe
rechazar la hipotesis-nula HO, y aceptar la hipotesis alternativa Hax

Prueba-de-Ji-cuadrado para:cuadro 3. Resistencia de cepas de-Escherichia coli
productoras--de  betalactamasas!.de espectra extendido=frenteia lantimicrobianos no

betalactamicos

Chi-cuadrado ajustado (Valoer observado) = 165

Chi-cuadrado ajustado (Valor.erftico) 15,5
GDL 8
p-valor <0,05
Alfa 0705

Interpretacion-de la prueba:
HO: Las columnas de la tabla son independientes.
Ha: Hay una diferencia entre las columnas de la tabla.

Como el p-valor computado es menor que el nivel de significacion alfa=0,05, se debe
rechazar la hipotesis nula HO, y aceptar la hipétesis alternativa Ha.
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Prueba de Ji-cuadrado para: cuadro 5. Resistencia de cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido frente a antimicrobianos

betalactamicos segun ambiente

Chi-cuadrado ajustado (Valor observado) 51

Chi-cuadrado ajustado (Valor critico) 12,59
GDL 6
P-valor <0,05
Alfa 0,05

Interpretacion de la prueba:
HO: Las columnas.de™la tabla 'son.independientes:
Ha: Hay una diferenciaentre/las columnas de la tabla.

Como €l p-valor computado’es menor gue'el nivel de'significacion| alfa=0,05, se debe
rechazar la-hipdtesis nula HO,"y aceptarlahipotesis alternativa Ha.

Prueba de Ji-cuadrado para: Tabla 6.| Resistencia de cepas de Escherichia coli
productoras| de ['betalactamasas de especiro extendido frentel i@l numero de
antimicrobianos betalactamicos/segun ambiente

Chi-cuadrado-ajustado (Valor observado) = 96

Chi-cuadrado-ajustado (Valor critico) 9,5
GDL 4
p-valor <0,05
Alfa 0,05

Interpretacion de'la prueba:
HO: Las columnas de. la tabla son independientes:
Ha: Hay una diferencia entre las coltmnas de la-tabla.

Como el p-valor computado es menor que el nivel de significacion alfa=0,05, se debe
rechazar la hipotesis nula HO, y aceptar la hipotesis alternativa Ha.

Prueba de Ji-cuadrado para: cuadro 7. Resistencia de cepas de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido frente a antimicrobianos no
betalactdmicos segun ambiente
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Chi-cuadrado ajustado (Valor observado) 35

Chi-cuadrado ajustado (Valor critico) 15,5
GDL 8
p-valor <0,05
Alfa 0,05

Interpretacion de la prueba:
HO: Las columnas de la tabla 'seniindependientes.
Ha: Hay una diferen€ia-entre las eolumnas de/la tabla:

Como el p-valor. computado es menor._que!el nivel de;significacion alfa=0,05, se debe
rechazar la hipétesis-nula HO,.y aceptaria-hipotesis alternativa-Ha.

Prueba de Ji-cuadrado. .para: cuadro 8. Resistencia de..cepas de Escherichia coli
productoras... de/-betalactamasas _de..espectro-"extendido__frente__al.. nimero de
antimicrobianos no betalactamicos segiin ambiente

Chi-cuadrado ajustado (Valor observado) 296

Chi-cuadrade ajustado (Valor critico) 9,5
GDL 4
p-valor <0,05
Alfa 0;05

Interpretacion de la prueba:
HO: Las columnas de{a tabla’son independientes.
Ha: Hay una diferencia entre las columnas:de la tabla.

Como el p-valor ‘computadoe-es‘menor_gue=el nivel de_significacion alfa=0,05, se debe
rechazar la hipotesis nula HO, y aceptar-a hipotesis alternativa Ha.
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ANEXO 02
FICHA CLINICA
. DATOS PERSONALES

Paciente: hospitalario ( ) consulta externa ( ) embarazada ( )

[I. ANALISIS DE LABORATORIO

ANTIBIOGRAMA

Antimicrobianos Sensible Intermedio Resistente BLEEs
Nitrofurantoina
Gentamicina
Amikacina
Trimetroprim- sulfametoxasol
Imipenem

Amplicilina
Fosfomicina
levofloxacino
Ciprofloxacino
Tetracicilina
Cefazolina
Ceftriaxona
Cefuroxima
Cefepime
Cefalotina
ceftazidima
Cefotaxima
Aztreonam

TAMIZAJE-Y-CONFIRMACION FEENOTIPICA DE BLEES

Betalactamico Sinergismo Confirmacion de BLEEs**

Ceftriaxona

Ceftriaxona/Ac. Clavuléanico

Ceftazidima
Ceftazidima/AC. Clavulanico.
Cefotaxima

Cefotaxima/Ac. Clavulanico

Aztreonam/Ag. Clavulanico
(*) Halo de inhibicién; Ceftriaxona < 25mm, Ceftazidima < 22mm, Cefotaxima < 27mm y Aztreonam-=-27mm.
(**) Halo de inhibicién, = 5mm del betalactdmicos combinado frente al betalactamicos individual.
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ANEXO 03

Flujograma de aislamiento, identificacion, deteccion y confirmacion de Escherichia coli
uropatégena productores de betalactamasa de espectro extendido (BLEES)

MUESTRA
Orina aséptica

CULTIVO
Siembrasv.aislamiento

v

Agar-Mc.Conkey
Incubacion 24/a 48h'35°C

v

[ Desarrollo-de colonias-en 24 'a.48 ]

cuantificar UFC/ml de-orina

v

[ IDENTIFICACION ]

\ 4

Pruebas bioquimicas L
diferenciales

+ \ 4

| | | |
TSI [ wa"J G [ erATo | [ Inpol] SN IBIOGRAMA

| | Método Kirby Bauer

[ A/A o K/IA ][ GAS + ] H.S A/A 0 K/N [ NEGATIVO ] [ POSITIVO ]
()
| , '

Tamizaje de cepas-BLEEs segtin normas CLSI ]

Interpretacion segun L
normas CLSI categorias: l
sensihle, intermedio y

tesistente PROBABLE Ceftazidima <22mm
PRODUCCION DE Ceftriaxona <25mm

BLEES ) Cefotaxima <27mm
¢ Aztreonam <27mm

A

Prueba de Disco
Difusiéon , A
CONFIRMACION FENOTIPICA DE BLEEs

(Kirby Bauer)

v

Incremento del halo de inhibicion de
ceftazidima/AC, Cefotaxima/AC en = 5mm
respecto al antimicrobiano solo

CLSI, Clinical and Laboratory Standards instituteBLEEs, betalactamasas
de espectro extendido
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K= Alcalino
A= Acido
R= Rojo

N= Neutro

ANEXO 05

Reacciones bioquimicas de enterobacterias

GRUPO | HIDROGEN RA vV

ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)

TSI Gas H:ss|ua  woor | entEROBACTERIA

KA +6+ |[KIK Salmonelfia typhi

AEROGENICOS/GAS POSITIVO)

TSI Gas' - ‘As|ual | [ivpor' || ENTEROBACTERIA |

KB 2+ ey |KK _|Salmonella

P Xhzs N ke [ - ) Aarizona

KA 6 Kth@s - &b lKGAL 1 " citropacier

iR &MU 24 &d WA -G FProteus

Kt 24 o s Edwarsielfa
GR ULFURADO GATIVOS

ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)

TSI GAS  H:S|LiA INDOL | ENTEROBACTERIA

o e L = O+ |Shigelfa

Al KIA KK & KA\« |Escherichia

AJA B KIA ) KIA ~&+ | Enterobatier

AA KK ~.__|Serratia

KA = |UA +  |Protegs

KA, = JRA + Providencia

Adl - - |AAD KA B Yersinia

AEROGENICOS (GAS POSITIVO)

TSi GAS~" "HeS LA iLNDOL |"ENTERDBACTERIA

AAD KIA 2 KK 6 Kinse s |Eseherichia '

AJA 4+ = UK =0 + | Klebsiella

A 6 KIR%.3 + KIKEKA  — | Enterobacter

KRAGAA 24 Ea | KK, - 159rra1‘ia

K& {+) —- A S BUAT T | Proteus

KA + = KA 6 AN —PErathypi 4
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ANEXO 06

Foto de placa de prueba fenotipica de BLEESs por el método de sinergismo.
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