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RESUMEN

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que fenotipicamente se
caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, dichos antibidticos
se utilizan en el tratamiento de la mayoria de enfermedades infecciosas, por ende este
tipo de mecanismo de resistencia hace que el paciente reduzca su nivel de recuperacion.
La investigacion se realizé en el laboratorio del Departamento de Patologia Clinica del
Hospital Regional “Manuel Nufiez Butrén” - Puno. Durante los meses de diciembre
2016 a febrero del 2017. Los objetivos fueron: 1). Determinar a Escherichia coli como
causa de infecciones del tracto urinario (ITU) en pacientes que acuden al Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron”. 2). Determinar la produccion de betalactamasas de
espectro extendido de Escherichia coli en pacientes con infeccion del tracto urinario
segun grupo etario. 3). Determinar la sensibilidad de Escherichia coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido a otros antimicrobianos: fosfomicina,
ciprofloxacino, amikacina, imipenem, gentamicina. La metodologia utilizada para la
identificacion de Escherichia coli fue la tecnica de asa calibrada, la confirmacion
fenotipica de produccién de BLEE fue a través de la prueba de difusion de disco
combinado y ademas en la susceptibilidad antimicrobiana se utilizo el método de Kirby
Bauer. La investigacién tuvo una muestra probabilistica de 44 pacientes; el andlisis
estadistico que se utilizd6 fue la prueba no paramétrica de Ji cuadrado con una
confiabilidad de 95%. Los resultados fueron: La prevalencia general de infecciones
urinarias causadas por Escherichia coli es de 70.45%, en el sexo masculino un 16.13%
y en el femenino un 83.87%; la produccion de BLEE de Escherichia coli es de 32.26%
(10 muestras), en la edad de nifios y adolescentes resulto un 10% y adultos/ adultos
mayores fue del 90 %, existiendo variabilidad en la edad (p=0.001); la sensibilidad
antimicrobiana para Fosfomicina fue del 60%, Ciprofloxacino un 70%, Amikacina el
80%, Imipenem el 100% y Gentamicina el 80%; el promedio de la sensibilidad de los
antibioticos es de 78%, exitiendo diferencia estadistica significativa (p = 0.024),

sefialando a Imipenem como el antibiotico mas efectivo.

Palabras clave: Betalactamasas, sensibilidad, urocultivo, infecciones.
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ABSTRACT

The Extended spectrum betalactamases (ESBLs) are enzymes that phenotypically are
characterized by conferring resistance to penicillins and cephalosporins, these
antibiotics are used in the treatment of most infectious diseases, therefore this type of
resistance mechanism causes the patient to reduce their level of recovery. The
investigation was carried out in the laboratory of the Department of Clinical Pathology
of the Regional Hospital "Manuel Nufiez Butrén” - Puno. During the months of
December 2016 to February 2017. The objectives were: 1). To determine Escherichia
coli as a cause of urinary tract infections (UTI) in patients attending the Regional
Hospital "Manuel NUfez Butron". 2). To determine the production of extended
spectrum betalactamases of Escherichia coli in patients with urinary tract infection
according to age group. 3). To determine the sensitivity of Escherichia coli producing
extended spectrum betalactamases to other antimicrobials: fosfomycin, ciprofloxacin,
amikacin, imipenem, gentamicin. The methodology used for the identification of
Escherichia coli was the calibrated loop technique, the phenotypic confirmation of
ESBL production was through the combined disk diffusion test and in addition to the
antimicrobial susceptibility the Kirby Bauer method was used. The investigation had a
probabilistic sample of 44 patients; The statistical analysis that was used was the non-
parametric Chi-square test with 95% reliability. The results were: The general
prevalence of urinary infections caused by Escherichia coli is 70.45%, in the male sex
16.13% and in the female 83.87%; the ESBL production of Escherichia coli is 32.26%
(10 samples), in the age of children and adolescents it was 10% and adults / older adults
was 90%, there being variability in age (p = 0.001); the antimicrobial sensitivity for
Fosfomycin was 60%, Ciprofloxacin 70%, Amikacin 80%, Imipenem 100% and
Gentamicin 80%; the average sensitivity of the antibiotics is 78%, with a significant

statistical difference (p = 0.024), indicating Imipenem as the most effective antibiotic.

Key words: Betalactamases, sensitivity, urine culture, infections.
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l. INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibi6ticos a provocado que las bacterias obtengan diversos
mecanismos de defensa y asi formar una resistencia antimicrobiana, una de ellas son las
betalactamasas. La resistencia a los antibidticos betalactamicos se atribuye
fundamentalmente a la produccién de enzimas betalactamasas, dentro de este grupo, las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) que constituyen un alarmante problema,
ya que presentan un amplio espectro de inactivacion frente a la mayoria de los
antibioticos disponibles. Asi pues, con el transcurso del tiempo aumentan las tasas de
resistencia antimicrobiana y los antibidticos pierden su eficacia dificultando el
tratamiento de las enfermedades infecciosas y deteriorando la calidad de vida del

paciente.

Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
evidencia una alta sensibilidad in vitro a algunos antimicrobianos, usados tipicamente
en el tratamiento de las infecciones urinarias, pero in vivo resultan ser resistentes, por lo
tanto, se tiene un tratamiento poco eficaz que no genera el efecto deseado en el paciente,
por lo que se pensaria en una multiresistencia. El Hospital Regional “Manuel Nufiez
Butron”- Puno no es ajeno a esta realidad, ya que segln estadisticas: Escherichia coli es
responsable del 50% de las infecciones de vias urinarias de origen comunitario (Mandell
et al., 2009).

Tradicionalmente, el tratamiento de este tipo de infecciones se hace de forma empirica,
es decir, sin tener identificado el microorganismo causal y dado que Escherichia coli es
el microorganismo mas frecuente causantes de infecciones urinarias, la gran mayoria de
médicos no consideran necesario solicitar un urocultivo, ya que hacen uso de una
terapia empirica, sin conocer la sensibilidad del uropatogeno y asi contribuyendo al
problema de la aparicion de resistencia bacteriana. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud considera que, “el uso indiscriminado de los antimicrobianos es una de las
principales causas del incremento de la resistencia bacteriana”. Asi como el Instituto
Nacional de Salud (INS, 2002), menciona que otra de las causas es la automedicacion,
el uso inadecuado en paises como el nuestro pais donde los antibi6ticos se venden sin
prescripcion médica y sin ninguna vigilancia alguna todos estos factores contribuye a

que la bacteria se haga resistente.
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Las bacterias productoras de BLEE no solo son resistentes a penicilinas y
cefalosporinas, sino que también pueden desarrollar resistencia cruzada a otros grupos
antibidticos como: aminoglucoésidos, fluoroquinolonas y sulfas, lo cual aumenta el
riesgo de fracaso terapéutico, dentro de los factores predisponentes en la aparicion de
este tipo de cepas BLEE, se encuentran encabezando: el uso indiscriminado de las
cefalosporinas de tercera generacion, la automedicacion, prescripcion médica sin previo
antibiograma, manos del personal sanitario, todo esto conlleva a una resistencia por

betalactamasas.

Por ello las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son un problema de salud
publica con proporciones alarmantes de prevalencia en Latinoamérica que alcanza tasas
preocupantes en Colombia, Perl, México, Venezuela, Ecuador, Argentina, Chile y
Brasil. En el Pert no se cuenta con suficiente informacion de la real prevalencia de la
resistencia antimicrobiana mediada por betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
en enterobacterias, debido a la falta de estudios.

El presente estudio es de interés tanto para los pacientes que asisten al Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron”- Puno como para los médicos tratantes de dichos
pacientes y para fines epidemioldgicos en general; ya que actualmente en los
laboratorios del Hospital Regional “Manuel Nunez Butron”- Puno, no se realiza este
tipo de pruebas microbioldgicas por lo que es necesario realizar un monitoreo, para
evidenciar la produccion de BLEE en cepas de Escherichia coli que circulan en la
comunidad y asi imponer un plan de accion para el control de las infecciones que
pudieran producirse, asi mismo evitar la aparicion de brotes de infeccidnes
nosocomiales con alta morbilidad y mortalidad, ya que el control de las resistencias

limita los brotes epidémicos.
Los objetivos de la investigacion fueron:

Objetivo general
e Determinar la prevalencia Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) en pacientes con infeccion del tracto urinario que

acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” — Puno.
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Obijetivos especificos

e Determinar a Escherichia coli como causa de infecciones del tracto urinario
(ITU) en pacientes que acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butréon” —
Puno.

e Determinar la produccion de betalactamasas de espectro extendido de
Escherichia coli en pacientes con infeccion del tracto urinario segun grupo
etario que acuden al Hospital Regional “Manuel Ntfiez Butron” - Puno.

e Determinar la sensibilidad de Escherichia coli productoras de betalactamasa de
espectro extendido a otros antimicrobianos: fosfomicina, ciprofloxacino,

amikacina, imipenem, gentamicina.
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I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES
Garau et al., (2001), en su estudio en Espafia investigaron la resistencia de
Escherichia coli a la amoxicilina y el sulfametoxazol-trimetoprim donde reporto un
40-60% y 25-35%, ya que estos farmacos han dejado de usarse empiricamente asi
también se obtuvo proporciones elevadas de resistencia antimicrobiana frente a
cefuroxima y amoxicilina/clavulanico superior a 23%. Por otra lado a ciprofloxacino
fue sensiblemente bajo en un 16%, asi también; Alvaro (2002), en su estudio de
perfil microbioldgico y resistencia bacteriana de infecciones del tracto urinario en
pacientes ambulatorios cuyo resultados fue, que el 84% provenian del sexo
femenino, donde Escherichia coli fue la bacteria mas aislada 68%, seguido de
Proteus sp 10%, Klebsiella sp 6%, Pseudomona sp 6%, Staphylococcus sp 5%

Enterobacter sp 5%.

Astete et al. (2004), en su investigacion en Lima estudiaron la sensibilidad de los
antibioticos de los gérmenes que ocasiona las infecciones urinarias en pacientes
ambulatorios, los resultados furon; 327 urocultivos positivos a Escherichia coli;
sensibilidad para imipenem y meropenem al 100% vy resistente para aztreonam un
18.1%, cefepime 14.8%, ceftriaxona 25.2%, ceftazidima 25.3%, cefuroxima 38.4%,
cefalotina 64.7%,amikacina 7.8%, gentamicina 61.4%, ciprofloxacino con 69.8%,
ampicilina 93.1% vy nitrofurantoina 70.8%, ademas; Sanchez et al.,(2004),
estudiaron la “Sensibilidad antimicrobiana de Escherichia coli en bacteriurias en
Colombia ”, donde se realizo la sensibilidad antimicrobiana de infecciones urinarias
de origen hospitalario, consultas externas, obteniéndose el siguiente resultado,

sensibles a imipenem 100%,amikacina 100%, fosfomicina 98,6%.

Martinez et al. (2005) en su investigacion Prevalencia de Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido en Colombia,
los 14/60 que se aislaron producian BLEE (23.3%), 11/30 de Klebsiella pneumoniae
(36.6%) y 3/30 de Escherichia coli (10 %). EIl perfil fenotipico mostro 100% de
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, y reportaron 100% de
sensibilidad a imipenem y meropenem, asi mismo; Morales, et al. (2005), en su
investigacion Presencia de betalactamasas de espectro extendido en dos hospitales

de Lima”, de las 137 cepas de Escherichia coli mostr6 elevada resistencia a las
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cefalosporinas de tercera generacién; 2,9% del total de Escherichia coli fueron
confirmadas como productoras de BLEE. Todas las cepas productoras de BLEE
fueron multirresistentes y la mayoria presentd co-resistencia, amikacina,gentamicina

y ciprofloxacina.

Navarro et al. (2005), en su estudio Deteccion de cepas de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) en el hospital infantil del estado de sonora, la prevalencia de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE fue de 5%. Hubo resistencia
frente a antibioticos no betalactamicos, especialmente a sulfametoxazol/trimetoprim
y amikacina, por otro lado; Gonzales et al. (2008), efectuaron un estudio
deinfecciones del tracto urinario en el Hospital General “Cayetano Heredia” — Lima,
donde se analizaron 1249 urocultivos positivos, habiéndose aislado en pacientes no
hospitalizados; y el germen frecuente fue Escherichia coli 76% seguido de
Klebsiella sp. 5% y Citrobacter sp. (3%). En tanto que Escherichia coli fue sensible

a amikacina 93.4%, ceftriaxona 78% y ciprofloxacino 44.5%.

Marcos et al. (2008), al estudiar la Epidemiologia molecular de Escherichia coli
productoras de betalactamasas de espectro extendido aisladas de infecciones
urinarias en Lima, donde se aislaron Escherichia coli productoras de betalactamasas
de espectro extendido en un 17.6% de los pacientes, Mostraron resistencia a
penicilinas, Por otro lado; Peroso & Castellano (2009), al realizar la Deteccion de
betalactamasas de espectro extendido en cepas de la familia Enterobacteriaceae en
3883 cepas estudiadas, en Venezuela, corfirmaron la produccion de BLEES en 951
(24.49%) cepas, la produccion de BLEEs en Klebsiella oxytoca fue de 43,33%,
Klebsiella pneumoniae (40,10%), Escherichia coli (18.34%), Proteus mirabilis

(6.86%) y Proteus vulgaris.

Chambi (2009), al estudiar la resistencia de uropatdgenos gramnegativos
productores de betalactamasa de espectro extendido en pacientes que acuden al
hospital EsSalud de Juliaca, Pert, determind 199 uropatdégenos entre Escherichia
coli, Klebsiella spp., y Proteus spp., de los cuales el 30,2% (60/199) de estos
microorganismos fueron productoras de betalactamasas de espectro extendido.
Escherichia coli presento el 28,9% (54/187), Klebsiella spp. el 44,4% (4/9) y
Proteus spp. el 66,7% (2/3); las resistencias de Escherichia coli fue para ampicilina
un 85,2%, piperacilina del 83,3%, cefalotina del 64,8%, cefazolina del 66,7%,
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cefuroxima del 63,0%, ceftriaxona del 55,6%, ceftazidima del 50,0%, cefotaxima
del 57,7% y 100% de sensibilidad para imipenem.

Enriquez & Peralta (2010), en su investigacion Determinacion de la presencia de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en cepas de Escherichia coli aisladas
de muestras de orina en Ecuador. Los resultados mostraron que 91 muestras (56%)
de Escherichia coli 7 muestras (8%) fueron productoras de BLEE. De estas, 2 (29%)
fueron aisladas de nifios, 2 (29%) de jovenes, 1 (14%) de un lactante, 1 (14%) de un
adulto y 1 (14%) de un adulto mayor. fueron sensibles para Cefotaxime (95%),
Ceftazidime (94%), Gentamicina (91%), Norfloxacino (84%), Ciprofloxacino (83%)
Amoxicilina/Ac.Clavulanico (72%), Ampicilina (46%).

Padilla (2011), en su trabajo de investigacion “Deteccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae mediante
el método de jarlier”, de 314 cepas estudiadas en Sucre, 45 corresponden a
Escherichia coli y 26 a Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de
espectro extendido. Sin embargo en la edad, personas de 61 afios a més, fueron las
maés prevalentes de infeccion por estas cepas. Presentaron sensibilidad a imipenem,
y en menor porcentaje a amikacina. La sensibilidad y resistencia a otros antibidticos

fue a amikacina de 75.6 %, ciprofloxacina 0 %, y gentamicina fue de 15.6 %.

Churata (2012), al estudiar los Factores clinicos epidemioldgicos asociados a
infecciones por Enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido
en Tacna 2012,”. Los resultados mostraron que los principales microorganismos que
causa infecciones urinarias son: Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae; que son
causantes del 100% de la enterobacterias son BLEE y el 72% son no BLEE. Donde
8 pacientes con infeccion por enterobacterias BLEE son: sexo masculino (53.8%),
edad entre 61 y 80 afios (48.7%), sin habitos nocivos (89.7%), procedentes del
servicio de medicina (51.3%), con comorbilidad (71.8%).

Keller et al. (2013), en su trabajo de investigacion Prevalencia de Betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) en Enterobacterias provenientes de urocultivos de
paciente ambulatorios. Demuestran que del total de urocultivos, 2.409 (21,8%)
fueron positivos segin los criterios para el diagnoéstico de infeccién del tracto
urinario, siendo 1.935 (80,3%) correspondientes a Enterobacterias. Se obtuvo la

presencia de BLEE en 114 cepas (5,9 %). Por género y especie fue: Klebsiella
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pneumoniae 28 (22,8%) de 127, Klebsiella oxytoca 4 (21,1%) de 19, Escherichia
coli 76 (4,7%) de 1.610, Proteus mirabilis 4 de 108 (3,7%), Enterobacter spp: 1 de
17 (5,9 %).

Ledn (2014), al estudiar la multirresistencia antimicrobiana de cepas Escherichia
coli productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs) aislados en
urocultivos del Hospital Regional “MNB”. Escherichia coli productora de
betalactamasa de espectro extendido (BLEES), los antimicrobianos betalactamicos
mostraron elevada resistencia frente a los no betalactdmicos con una significancia de
(p>0,05). Se demuestra que superan mas del 50% de resistencia a betalactamicos tal
como cefalotina con un 92,31% de resistencia, con excepcion del imipenem que
tuvo 0% de resistencia. En cuanto a los no betalactamicos resulto con mas
resistencia a trimetoprin- sxt con un 88,46%, en cambio a la fosfomicina,

nitrofurantoina y los aminoglucdcidos presentaron bajo nivel de resistencia.

Lopez (2014), llevo a cabo un estudio titulado patrén de resistencia bacteriana de los
agentes etioldgicos causantes de infecciones de vias urinarias altas en pacientes del
servicio de medicina interna en Nicaragua, la muestra estuvo conformada por 305
muestras de orina, donde prevalecio el sexo femenino entre las edades de 25 a 37
afios, donde el germen aislado fue Escherichia coli en un 73.4%, Proteus mirabilis
con 11.4%, Klebsiella sp. un 10.4%, seguido de Pseudomona aeruginosa 2.2%,
Streptococcus sp. 1.6%; donde Escherichia coli mostré resistencia a ciprofloxacino
33.9 %.

Diaz et al. (2015), en el estudio Prevalencia de Escherichia coli productor de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y otras resistencias en urocultivos en
el Hospital Regional de Ica”, los resultados demuestran que la prevalencia de
Escherichia coli BLEE es de 4%, hallando asociacion significativa con sexo y
servicio hospitalario. Se obtuvo que la poblacion positiva a BLEE se encontraba
mayormente en mujeres (78%) asi como el servicio hospitalario con mayor
positividad fue medicina interna con un 54%, el grupo etario donde la infeccion fue
méas frecuente estuvo comprendida entre 30 y 59 afios, sin embargo no mostrd
significancia estadistica. Se halld resistencia a cefalosporinas como la ceftriaxona
(60%), mientras que en otras resistencias fue para gentamicina (88%) seguido por

sulfatrimetropin (74%).
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2.2 MARCO TEORICO
2.2.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae, la conforman bacilos gramnegativos de
aproximadamente de 1-3 um. de longitud y 0.5 um de diametro, cada una de
ellas con diferente morfologia, aerobios, anaerobios facultativos y
metabdlicamente activos, crecen en medios simples y no forman esporas; una
gran mayoria son moviles, algunas son capsuladas tal es el caso de Escherichia
coli y Klebsiella. Todas las especies son catalasa positiva, oxidasa negativos,
reducen nitratos a nitritos y fermentan glucosa son de vida libre, se les puede
encontrar en aguas contaminadas, el suelo, el medio ambiente, plantas e insectos
(Murray, 2006), habitualmente colonizan diversas mucosas, especialmente las
del tracto urinario y gastrointestinal, ya que las distintas infecciones suceden a

partir de estas localizaciones. (Romero & Cabello, 2007).

Las Enterobacterias poseen cuatro antigenos importantes en su estructura:

e Antigeno H: es el antigeno flagelar, es termosensible (Romero, 1999).

e Antigeno K: es el antigeno capsular, formado por oligosacaridos o
proteinas, puede interferir en la aglutinacién del antigeno O (Romero,
1999).

e Antigeno O: es un antigeno somatico, constituye la parte mas externa
del lipopolisacérido de la pared celular, formado por oligosacaridos, es
termoestable y diverso entre miembros de la misma especie (Murray,
2006).

e Antigeno F: fimbrias o pili (Romero, 1999).

Flagelos (antigeno H)
Capsula (antigeno K o Vi)

Lipopolisacarido (LPS)

o endotoxina
Antigeno comon

Membrana externa
Espacio periplasmico
Lipoproteina

— Peptidoglucano
Membrana interna
Citoplasma

Pili

— Polisacarido O
— Nocleo de polisacarido (antigeno comon)
Lipido A {endotoxina)

Figuras 1. Estructura antigénica de Escherichia coli (Murray, 2006).
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Factores de patogenicidad

Las bacterias pueden tener o producir los siguientes elementos como factores de
virulencia:

e Endotoxinas: Uno de ello es el lipido A, que son macromoléculas
complejas que contiene en su interior fosfolipidos y lipopolisacaridos
(LPS). Son constituyentes de la pared bacteriana y solo se liberan cuando
la célula muere y se lisa. Su toxicidad reside en la fraccion del lipido A,
el LPS, se localiza en la fraccion polisacarido. En las enterobacterias el
lipido A siempre es el mismo y el polisacérido es variable. Y da lugar a
antigenos O que aparecen en las distintas cepas (Romero, 2007).

e Capsula: Es especialmente Gtil para la bacteria como una fase protectora
que hace mas dificil la fagocitosis y con ello le da una mayor sobrevida a
la bacteria.

e Variacion antigénica: Como su nombre lo indica, consiste en variar sus
antigenos y con ello presentar una diferente presencia inmune para la
identificacion y respuesta del huésped (Murray, 2006).

e Factores de adherencia: Las fimbrias colaboran de manera importantes
para la adherencia de la bacteria a la superficie mucosa del huésped
(Koneman et al., 2008).

e Plasmido: Permite la transferencia de factores de patogenicidad y genes

que otorgan resistencia antibidtica a otras bacterias (Romero, 2007).
Escherichia coli y las infecciones del tracto urinario

Escherichia coli, es un bacilo corto gram negativo, anaerobio facultativo,
perteneciente a las enterobacterias, se considera parte de la microbiota normal,
pero algunas cepas son patdgenas que pueden causar dafio intestinal,
extraintestinal o ambos, produciendo diferentes sindromes entre ellos el
sindrome diarreico (Castro, 2000); asi mismo se trata de un bacilo movil
(flagelos peritricos) o inmovil, que se presenta aislado o en pares y capaz de
fabricar exopolisacarido en algunas ocasiones que da un aspecto mucoide a la
colonia, la mayor parte de ellas fermentan la lactosa y son capaces de producir
indol a partir de triptofano. La colonizacion es el tracto gastrointestinal y el sitio

mas comun de infeccion es el tracto urinario (Dalet, 1998).
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Escherichia coli forma colonias lisas, circulares, convexas con bordes bien
diferenciados, brillantes; en caso de pérdida de membrana las colonias son
asperas, planas, irregulares de aspecto granular. Las especies de mayor motilidad
crecen en los medios de cultivo en forma no aislada, agrupandose en forma
stper abundante de invasion méxima. (Brooks et al., 2005); esta bacteria se
encuentra normalmente en el intestino del ser humano y de otros animales.
“Aunque no parece que su presencia tenga una funcion especialmente relevante,
se ha descrito que la bacteria Escherichia coli favorece la absorcion de algunas

vitaminas, especialmente la vitamina K” (Marimon, 2014).
Determinantes de patogenicidad

e Las fimbrias: Acttan por su capacidad de adherencia.

e Los antigenos O y K: Presentan propiedades antifagocitarias e
inhibidoras cepas invasivas (Koneman et al., 2008).

e Endotoxina: Ligada al lipopolisacarido, es responsable de la accion
pirégena y probablemente de las alteraciones vasculares que se producen
en las infecciones generalizadas (Jawetz et al., 2009)

e [Exotoxinas: Producidas por algunas cepas, son responsables de la
produccion de diarreas y su sintesis esta codificada por la presencia de

plasmidos (Murray, 2006).

Clasificacion taxondmica:

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gamaproteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia

Especie : Escherichia coli (Bergey, 2001).
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Tipos de Escherichia coli

Existen cinco tipos de Escherichia coli: enteropatdgeno, enterotoxico,
enteroinvasivo, enterohemorragico y enteroagregativa, de los cuales los mas
importantes son: enteropatdgeno, enterotoxico, y enteroinvasivo.

e Escherichia coli enteropatdégena (ECEP): Se da por diarrea en la
infancia. En el intestino delgado se adhiere a las células del epitelio.
Causando sefiales de transduccion, producidos por la adherencia de la
bacteria y ocasionar cambios. Entre los que se incluye: Separacion del
glucocalix y destrozo de las microvellosidades intestinales, dafio en el
borde del cepillo y por lo tanto disminucién de absorcién. Las
microvellosidades intestinales desaparecen debido a que las bacterias se
adhieren a los enterocitos y permite la acumulacion de la actina del
citoesqueleto, la bacteria se encuentra en adherencia intima con la
membrana de las células epiteliales, induciendo multiples cambios en el
citoesqueleto. (Romero, 1999)

e Escherichia coli enterotoxica (ECET): Tiene una accion en la parte
superior del intestino delgado, produciéndose almacenamiento de
liquidos. Por los plasmidos producen dos tipos de enterotoxinas: toxina
termolabil (LT) y termoestable (ST) la dltima tiene una actividad
después de incubarse a 100 °C durante 30 min. La toxina termolabil es
muy semejante en estructura y funcién a la toxina colérica producida por
Vibrio cholerae que actla activando la adenilciclasa, la cual a su vez
transforma el ATP en AMP ciclico, produciendo un aumento de la
secrecion de agua Yy electrolitos. En cambio el mecanismo de accion de la
toxina termoestable es a través de la activacion de la guanilato ciclasa,
aumentando las concentraciones de GMPc dentro de la célula. EI GMPc
al igual que el AMPC es una importante molécula de sefializacion en la
célula eucariota y los cambios en el GMPc afectan ciertos procesos
celulares, como incremento en la secrecion de cloro, inhibicion de la
absorcion de cloruro de sodio 0 ambos, ello da lugar a una diarrea acuosa
(Castro, 2000).

e Escherichia coli enteroinvasiva (ECELI): Tiene la capacidad de penetrar

e invadir las células del epitelio intestinal, sobretodo en la mucosa del
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colon. Esta capacidad de penetracion es debida a la presencia de
antigenos superficiales, en especial de proteinas de la membrana externa,
cuya sintesis esta codificada por plasmidos. Este tipo de cepas produce
un cuadro clinico semejante a la disenteria bacilar (Romero, 1999)

e Escherichia coli enterohemorragica (ECEH): Este tipo de cepas
producen una 0 mas toxinas denominadas shiga o verotoxinas,
semejantes a la toxina shiga producida por Shigella dysenteriae. Se
desconoce la patogenia de la enfermedad, pero puede implicar efectos
directos de las toxinas sobre células epiteliales y endoteliales, o quiza
estd mediada por la respuesta inflamatoria del huésped. El cuadro clinico
se caracteriza por: dolor abdominal intenso tipo calambre, diarrea
abundante visiblemente sanguinolenta sin leucocitos fecales y fiebre
ausente o de poca intensidad, sindrome urémico hemolitico, purpura
trombocitopenia y muerte (L6pez, 2010).

e Escherichia coli enteroagregativa (ECEA): Las bacterias se identifica
por su adherencia a células humanas, produce una enterotoxina
termoestable parecido a la producida por ECET y una hemolisina. Se la
ha encontrado en nifios de edades entre 1 y 5 afios, con diarrea acuosa sin
sangre; en el moco fecal no se detecta leucocitos y en paises
industrializados produce enfermedades por alimentos contaminados
(Brooks, 2005).

Infecciones del tracto urinario

La infeccién del tracto urinario (ITU), es la invasion, colonizacion y
multiplicacién de gérmenes en el tracto urinario,se caracteriza por la presencia
de microorganismos a cualquier nivel, desde el extremo distal de la uretra hasta
el cortes renal (uretra, vejiga, prostata, ureteres, pelvis renal o rifiones), se
manifiesta en personas de ambos sexos. (coronel,2003); Escherichia coli accede
al sistema genitourinario a través del periné desde el tubo digestivo,
fundamentalmente en las mujeres por presentar una uretra mas corta, puede
originar bacteriemias y su posteriormente una diseminacion a otros tejidos.
Siendo los bacilos gram negativos el grupo taxonémico mas frecuentemente

aislado, predominando Escherichia coli como agente causal. De hecho, la
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infeccion de las vias genitourinarias ocupa el segundo lugar en frecuencia,

después de las infecciones del aparato respiratorio (Echevarria, 2006).

Infeccion por via
hematdgena

Rifion

Uréter

Infeccidn por
via ascendente

vl &ﬁ)

Uretra

Figuras 2. Vias de acceso de la infeccidn urinaria (Rodriguez, 2010).

Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario son de gran importancia por su prevalencia.
Aproximadamente el 20% de las mujeres jovenes son cominmente afectadas,
apartir de los 18 a los 40 afios desarrollan una infeccién urinaria a lo largo de su
vida, el factor de riesgo mas importante es el haber tenido relaciones sexuales
recientes, asi también el uso de espermicidas, en el nifio y en el adulto joven
tanto la bacteriuria como la infeccidn sintomatica son muy raras; es la infeccion
nosocomial mas frecuente en Espafia y ocupa el segundo lugar de las infecciones
atendidas por equipos de atencién primaria (Carmona & Alonso, 2008); Por otro
lado més del 95% de las ITU son monobacterianas siendo Escherichia coli el
microorganismo mas frecuentemente implicado en la infeccién aguda y en
infecciones producidas en pacientes ambulatorios. Sin embargo se estima que
globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de infecciones del tracto
urinario por afo, en Estados Unidos 7 millones de consultas por una ITU, en el
Per( se desconocen cifras exactas de su incidencia pero es muy probable que

sean similares a las de Estados unidos (Ochoa et al., 2005).

La distribucion epidemiologica no es uniforme, variando su incidencia en
funcién de la edad y el sexo, la incidencia estimada de las infecciones del tracto
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urinario en los hombres jovenes, con respecto a las mujeres de la misma edad es
significativamente inferior, las infecciones urinarias son méas frecuentes en la
poblacion infantil y en personas mayores de 65 afios y para la poblacion infantil
se debe a malformaciones o problemas funcionales que pueden favorecer las
infecciones. En cuanto en el grupo de edad més avanzada el factor de riesgo mas
importante es la obstruccion urinaria producida por el crecimiento prostatico

(tanto de origen benigno como maligno) (Echevarria, 2006).
Clasificacion de las infecciones del tracto urinario

Las infecciones del tracto urinario se dividen en infecciones de vias altas y bajas,
describiéndose cuatro sindromes principalmente: uretritis, cistitis, prostatitis y

pielonefritis.

En las infecciones urinarias de vias bajas, se incluyen:

1. La cistitis, infeccion superficial de la mucosa vesical, caracterizada por la
presencia del sindrome miccional: disuria (escozor), polaquiuria (aumento de la
frecuencia, aunque no del volumen total) y tenesmo (miccion urgente), a
menudo acompafiados de dolor suprapubico, orina maloliente y en ocasiones

puede aparecer hematuria (Sherris, 2010).

2. La uretritis, inflamacion de la uretra, generalmente causada por infecciones de

transmision sexual (Murray, 2006).

3. La prostatitis, inflamacién de la prostata, aguda o crénica (Sherris, 2010).
Factores predisponentes de infeccion del tracto urinario

Los factores de riesgo asociados a una infeccion urinaria en mujeres, varian en
funcién de la edad y de su estado hormonal de la persona, si es 0 no
menopausica. En mujeres pre menopausicas el mayor factor de riesgo es el coito,
mientras que en mujeres menopausicas, es la ausencia de estrégenos que estan
en un estado no secretor y en edad avanzada asi también infuye la incontinencia
urinaria , el sondaje y el estado funcional de su aparato urinario (Casellas, 2008);
durante los primeros afios de vida los hombres y mujeres tienen un riesgo
similar de desarrollar la infeccion, dicha infeccion aumenta 50 veces en las

mujeres entre los 16 y 34 afos, a diferencia de varones, en donde menores de 50
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afios la Infeccién del tracto urinario es rara, aunque puede ocurrir, debido a una
asociacion al coito anal, infeccion por HIV o sobretodo en homosexuales
(Carmona & Alonso, 2008).

Mecanismo de patogenicidad de Escherichia coli

Las vias urinarias son normalmente estériles, la esterilidad se conserva por lo
general de mecanismos de defensa los cuales el mas importante cuando hay un
vaciamiento del contenido vesical. ElI mecanismo de patogenicidad de las
infecciones urinarias inicia con la fijacion de las bacterias a la superficie celular
del epitelio urotelial seguida por una invasion ya que son infecciones
ascendentes causadas por microorganismos de la flora normal intestinal. Dentro
de esta se han desarrollado dos teorias como: La teoria de la prevalencia en
donde menciona que E. coli produce una infeccion urinaria por una mayor
abundancia de la flora normal intestinal; y una segunda teoria, que es la teoria de
patogenicidad especial, donde las causas de la infeccion urinaria estad dada por
que solo unas cuantas cepas poseen propiedades o factores de virulencia que

permiten infectar el tracto urinario (Grunebey, 1998)

Factores de virulencia de Escherichia coli implicados en la infeccidén

urinaria

Son todas las estructuras o productos bacterianos que intervienen en el proceso
infeccioso, tienen alta capacidad de motilidad ascendente, el cual facilita la
colonizacion de la vejiga, uréteres y rifiones (Rojas et al., 2006); Escherichia
coli mediante sus adhesinas fimbriales se adhieren a las mucosas, siendo el
primer paso para la colonizacion bacteriana, para luego ligarse a los receptores
de las células periuretales y uroepiteliales constituyendo una colonizacion
inicial en la mucosa vesical (Mandel et al., 2004); dentro de ella tenemos a las
fimbrias P que se unen a los receptores de glucolipidos en la superficie de las
células huésped, luego se encapsulan, por otra parte producen toxinas como la
endotoxina citolitica, hemolisina y de tener multiples sistemas de adquisicion de
hierro. Luego la bacteria sale de su nicho intracelular y se adhieren a otras
células del huésped logrando asi un ciclo infeccioso, durante este proceso las

células infectadas de la vejiga son arrojadas a la orina mientras que los
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neutréfilos son atraidos al sitio de la infeccion y por ultimo poseen plasmidos
que juegan un papel importante en la codificacion de informacion para su accion

patdgena Y resistencia a los antimicrobianos (Murray et al., 2006).

Los criterios mas relevantes en la eleccion de un antibiético para el tratamiento
de las ITUs, que sea facil para el cumplimiento terapéutico y que presente una

eliminacidn urinaria elevada y mantenida (Andreu et al., 2005).

e Elevada tolerabilidad y minima toxicidad.

e De espectro reducido, con el fin de no seleccionar resistencias
e Con buena relacion Costo-efectividad (eficiencia).

e Viade administracion parenteral/oral.

e Mecanismo de accion bactericida.

2.2.2 Antibidticos betalactamicos

Los antibioticos betalactamicos constituyen el principal grupo de antibiéticos y
el mas utilizado para el tratamiento de las infecciones humanas. Son antibiéticos
bactericidas, es decir bloquean los procesos de sintesis y reparacion de la pared
bacteriana produciendo la lisis de la célula. Una consecuencia de este
mecanismo de accidon es que estos antibidticos actuan siempre en la fase de
reproduccion celular y por tanto no son efectivos contra formas latentes ni contra
gérmenes sin pared bacteriana como los micoplasmas (Marin & Gudiol, 2003);
estos antibidticos presentan como estructura basica el anillo betalactamico,

formado por la condensacion de alanina y beta dimetilcisteina.
Mecanismo de accion

Actlan de forma impidiendo la sintesis de la pared de las bacterias, inhibiendo la
sintesis del peptidoglicano, que es el principal componente que confiere y
rigidez a la bacteria, cubriendola de la rotura osmdtica. Estos antibioticos se
unen a lo que toma el nombre como proteinas ligadoras de penicilinas (PBP),
cuya funcion es catalizar una serie de reacciones de transpeptidacion y
carboxipeptidacion necesarias para la sintesis del peptidoglicano de la pared
bacteriana (Marin&Gudiol, 2003); cuando la bacteria se divide y multiplica,
pasa por varias etapas, en la tercera etapa o crecimiento logaritmico de la

bacteria, ocurre la modificacion si esta en presencia de un antibidtico
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betalactdmico, se produce una pared deficiente. El exterior de la bacteria es
hiperosmotico, las paredes deficientes permiten el ingreso de liquido, la bacteria
se hincha y estalla. De esta forma los betalactamicos ejercen su accion
bactericida (Tripathi, 2005).

Clasificacion de los antibiéticos betalactamicos
a) Penicilinas:

Son un grupo de antibioticos de origen natural y semisintetico. Las penicilinas
contienen un anillo betalactamico y un anillo de tiazolidina, formando el &cido
6-aminopenicilanico. Presentan una cadena lateral en la posicion 6, que varia de
unas penicilinas a otras y es la que define sus propiedades. Esta sustancia actla
inhibiendo la sintesis de la pared celular de la bacteria. Son activas frente a
cocos Gram positivos y enterobacterias aunque se inactivan por la enzima
penicilanasa (Forbes, 2009); existen también penicilinas de amplio espectro
como la ampicilina y la amoxicilina, estas también pueden ser utilizadas con
inhibidores de betalactamasas como son el acido clavulanico, el sulbactam y el
tazobactam (Suarez & Gudiol, 2009).

b) Cefalosporinas:

Las cefalosporinas, son una clase de los antibidticos betalactamicos. Junto con
las cefamicinas pertenecen a un subgrupo llamado los cefamos y son mas
estables ante muchas betalactamasas bacterianas (Tripathi, 2005). Las
cefalosporinas tienen una estructura similar a las penicilinas, pero posee un
anillo betalactama de hidrotiacina en lugar del anillo betalactama-tiazolidina de

la penicilina (Suarez y Gudiol, 2009).
Estas se clasifican por generaciones:

e Primera generacion: Presentan una actividad frente a las bacterias
grampositivas y tambien frente a las bacterias gramnegativos. Como por

ejemplo: cefalotina, cefalozolina, cefaclor.

e Segunda generacion: Tienen un mejor espectro como la actividad frente a
los microrganismos gramnegativos. Ya que amplian su espectro frente a

bacterias gramnegativas de origen comunitario, como por ejemplo la
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cefuroxima, cefamandol y unidos a ellas las cefamicinas como cefoxitina y

cefminox.

e Tercera generacion: se caracterizan por una elevada actividad y espectro
sobre las enterobacterias, a excepcion de las cepas de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) hiperproductoras (Velazquez & Fernandez,

2008). Por ejemplo: cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona.

e Cuarta generacién: Son mas activas y mas resistentes a la acciéon de

betalactamasas. (Suarez & Gudiol, 2009). como por ejemplo: Cefepima.

e e e+ e e e
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Cefazolina (1* generacion) Cefuroxima (2* generacion)
]j " T 1

Cefotaxima (3 generacion) Cefepime (4 generacion)

(H,
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Figuras 3. Cefalosporinas representativas de cada grupo (Sorlozano, 2004).

¢) Monobactamicos

Los monobactamicos son un grupo de antimicrobianos clasificados dentro de los
antibidticos betalactdmicos, muchas moléculas monobactdmicas provienen de
gérmenes que proceden del suelo. Usado principalmente en infecciones del

tracto urinario o sepsis por Gram negativas (Blanc, 2007).
d) Carbapenemasas

Su estructura consiste en la union de un anillo betalactamico con un anillo
pirrolidinico compartiendo un nitrégeno, imipenem, meropenem y ertapenem los
mas importantes. Presentan un amplio espectro de actividad y una gran
resistencia a todas las betalactamasas, tanto cromosdémicas como plasmidicas,
pero se inactivan por las denominadas carbapenemasas, no deben utilizarse

como tratamiento de primera linea, (Blanc, 2007).
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Inhibidores de betalactamasas

Los inhibidores de las betalactamasas son moléculas que contienen en su
estructura un anillo betalactamico ya que tienen afinidad por las betalactamasas.
Para ser eficaces deben atravesar los canales porinicos y alcanzar el espacio
peripldésmico en los bacilos gram negativos a concentraciones adecuadas
lograndose la inactivacion de las betalactamasas. Las distintas betalactamasas
difieren en la afinidad por sus sustratos. Actualmente existen tres inhibidores de
estas enzimas (el &cido Clavulénico, el Sulbactam y el Tazobactam) para uso

clinico. (Barcelona, et al., 2008)
Acido clavulanico

Tiene un anillo betalactdmico pero no presenta actividad antibacteriana, su
nucleo consta de axazolidina, analogo al de las penicilinas, pero se sustituye el
atomo de azufre por uno de oxigeno y carece de la cadena lateral acilamino en
posicion 6. Inhibe una gran variedad de betalactamasas producidas tanto por
bacterias gram positivas como gram negativas; es un inhibidor progresivo que se
une con las betalactamasas reversiblemente al principio, pero esta union se
vuelve luego covalente. Llamado Inhibidor “suicida”, se inactiva después de
unirse a la enzima. Ingresa en las capas externas de la pared celular de las
bacterias gram negativas e inhibe a las betalactamasas periplasmaticas
(Barcelona, et al., 2008)

Sulbactam

Es una sulfona semisintético del acido penicilanico. También es un inhibidor
progresivo, muy activo y en igual cantidad es 2 a 3 veces menos potente que el
acido clavulanico para la mayoria de los tipos de enzimas, pero puede obtenerse
el mismo nivel de inhibicién con las concentraciones mas altas (Barcelona, et
al., 2008).

Tazobactam

El tazobactam posee un grupo triazol, mayor actividad que el sulbactam frente a
bacterias que producen cefalosporinasas de origen cromosoémico, betalactamasas
de amplio espectro o betalactamasas mediadas por plasmidos, el tazobactam
tiene una pequefa actividad antibacteriana. (Barcelona, et al., 2008).
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Figuras 4. Inhibidores de betalactamasas (Sorlozano, 2004).

Mecanismos de resistencia bacteriana
Generalidades

Las bacterias a lo largo del tiempo han producido una amplia variedad de
mecanismos de resistencia, con el fin de contrarrestar el efecto de los
antibidticos, caracterizada por la capacidad natural o adquirida por parte de una
cepa bacteriana de desarrollar mecanismos de defensa, frente a los efectos
bactericidas o bacteriostaticos de los antibiéticos, provocando la pérdida de
accion de estos medicamentos generado principalmente por el uso
indiscriminado e irracional de éstos. (Avellaneda, 2010); el aumento de la
resistencia bacteriana a nivel mundial ha hecho necesario conocer los
mecanismos involucrados en dicha resistencia, debido a que puede ayudar a
optimizar el uso de antibidticos y establecer medidas para controlar la
diseminacion de estos mecanismos de resistencia, con el objeto de mejorar los

tratamientos para diversas infecciones (Ambuila et al., 2015).
Tipos de resistencia
Resistencia Adquirida

Las bacterias a lo largo del tiempo han producido una amplia variedad de

mecanismos de resistencia, con el fin de contrarrestar el efecto de los
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antibiodticos. Sin embargo estas bacterias han sido modificadas genéticamente
por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones
e intrones). Todos los mecanismos de resistencia adquirida estan codificados en
forma genética. (Van Hoek et al., 2010). Los métodos de adquisicion son
bésicamente los mismos que permiten el cambio o el intercambio de genes
(Forbes, 2009).

La resistencia puede adquirirse por:

- Mutaciones genéticas exitosas

- Mecanismo de transferencia génica

- Combinacion de mutacion y de transferencia génica (Forbes, 2009).
Resistencia Natural o intrinseca

Es la resistencia a los antimicrobianos del estado normal genético, estructural o
fisiolégico de un microorganismo, se considera que este tipo de resistencia es
una caracteristica natural y heredada de forma invariable que se asocia con la
inmensa mayoria de las cepas que constituyen un grupo, un género o una especie
de bacteria particular. Estos son dtiles para determinar qué agentes
antimicrobianos deben incluirse en la bateria de farmacos que se probaran contra
tipos especificos de microorganismos, ya que los perfiles de resistencia
intrinseca son Utiles para determinar que agentes antimicrobianos deben
incluirse en la bacteria de fArmacos que se probaran contra tipos especificos de

especies (Forbes, 2009).

Clases de mecanismos de resistencia bacteriana
Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen basicamente tres
mecanismos por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente al
efecto del antibidtico, la resistencia de los bacilos gram negativos a los
antibidticos betalactamicos puede ser debida a varios mecanismos, estos son:

e Alteracion de permeabilidad.

e Inactivacion del antibidtico.

e Alteracion del sitio blanco del antibi6tico
Barreras de permeabilidad

Incluye tres componentes basicos:
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e Laestructura de la membrana externa de la bacteria.

e Las porinas: Canales proteicos que permiten el paso de moléculas
hidrofilicas como algunos nutrientes y eliminan antibidticos por tamafio
molecular.

e Caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano: En el caso de los
medicamentos hidrofilicos (Imipenem) requieren presencia de porinas
para su transporte al interior de la célula.

Existen fundamentalmente dos mecanismos de resistencia:
Entrada disminuida:

1. Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los
microorganismos Gram negativos que poseen una membrana lipidica externa

que constituye una barrera intrinseca para la penetracion de antibiético.

2. Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la
bacteria consiste en una modificacion energética que compromete el
transportador anionico que lleva el antibi6tico hacia el interior de la célula. La
presencia de capa lipidica en la membrana actia como un mecanismo de

resistencia para medicamentos hidrofobicos (Gobernado, 2005).

3. Porinas: son canales de difusion presentes en la membrana externa de la
bacteria. De la modificacion por mutacién de estas proteinas se genera una
disminucion del paso del antibidtico. Este es el mecanismo empleado por
Salmonella typhimurium (OmpC) contra cefalosporinas de primera generacion,
Serratia marcescens, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa contra

aminoglucoésidos y carbapenem.
Flujo activo

Es debido a la presencia de proteinas de membrana especializadas. Se altera la
produccién de energia y se disminuye no solamente la entrada del antibidtico
sino que a su vez las bacterias reducen la concentracion del antibiotico y se
promueve la extraccion activa. Confiere resistencia a tetraciclinas,

fluoroquinolonas, cloramfenicol y Betalactamicos (Forbes, 2009).

La resistencia de los bacilos gram-negativos a los antibidticos betalactamicos

puede ser debida a varios mecanismos, que en ocasiones se asocian:
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Alteracion de la permeabilidad.-La membrana externa en las bacterias gram
negativas dificulta el paso de sustancias hidrofilicas, como los antibiéticos
betalactamicos, los cuales necesitan los poros proteicos (porinas) para tal fin.
Generalmente por mutaciones que afectan a las porinas, se produce una
disminucion de la concentracion del antibiotico en el interior de la célula
(Bianchini, 2008).

Figuras 5. Alteracion de la permeabilidad

Alteracién del sitio blanco.-impidiendo o dificultando la accion del antibiético.
Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia
de quinolonas), del ARNr 23S (macrdlidos) y de las enzimas PBPs (proteinas de
union de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia
a betalactdmicos) (Murray, 2006). Ademas se modifican algunos sitios
especificos de la anatomia celular, como pared celular, subunidades ribosomales,
etc (koneman, 2008)

Existen modificaciones a nivel de multiples subunidades como 30s, 50s. Sitios

de accion de aminoglucosidos, lincosamidas, macrélidos y tetraciclinas.

Figuras 6. Alteracion del sitio blanco

Mecanismo enzimatico.-Se realiza mediante la produccién de enzimas que
hidrolizan el antibidtico, la produccion de betalactamasas es el mecanismo de
resistencia mas importante frente a los antibidticos betalactamicos. (Crespo,
2002).Son enzimas de naturaleza proteica cuya sintesis estad controlada por un

gen, bien cromosdémico o bien transferido por plasmidos. Como en el caso de
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los betalactamicos, los que actian inhibiendo la enzima D-alanil
carboxipeptidasa (PBPS) encargada de la sintesis de la pared. La betalactamasa
hidroliza el enlace amida del anillo penicilanico o cefalosporinico resultando un
derivado &cido inactivo. Otra via para la inactivacion del antibiotico es la

“modificacion enzimatica” del mismo (Canton et al., 2008).

Figura 7. Mecanismo enzimatico

Expresion de bombas de eliminacion activa.- Son bombas de flujo que
bombean al antimicrobiano al exterior. Produce resistencia bacteriana a

determinados antimicrobianos.

Figura 8. Bombas de flujo

Examples of mechanisms of antibiotic resistance
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Figura 9. Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos.
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2.2.3 Betalactamasas

Las betalactamasas son la mayor defensa de las bacterias gram negativas frente a
los antibidticos betalactamicos. Son enzimas que son responsables de la gran
parte de fracasos terapéuticos ya que hidrolizan el anillo betalactamico para asi
inactivarlo. Estan ampliamente distribuidas en bacterias tanto gram positivas
como gram negativas, que constituye el mecanismo de resistencia mas comun en
contra de los antibidticos betalactamicos (Ambler, 1980). Las betalactamasas
pueden ser: betalactamasas de espectro ampliado (BLEA) activas frente a
penicilinas y cefalosporinas de primera generacion, y betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) activas frente a cefalosporinas de tercera generacion.

Las betalactamasas de las bacterias gram negativas permanecen dentro de la
célula e inactivan los betalactamicos en el espacio periplasmico (es el espacio
entre la membrana externa y la membrana citoplasmica), los genes que codifican
a las betalactamasas pueden ubicarse en el cromosoma bacteriano como las
Cefalosporinasas de tipo AmpC de las enterobacterias, como también en los
elementos extracromosomales como: plasmidos, transposones e integrones. Las
betalactamasas plasmidicas son diferentes a las cromosomicas con la excepcion
de la SHV-1 que es plasmidica y también cromosomica tipica de Klebsiella

pneumoniae (Bianchini, 2008).
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que
fenotipicamente se caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y
cefalosporinas, incluyendo las de tercera y cuarta generacion. Pueden ser
inhibidas por el &cido clavulanico u otros inhibidores de Betalactamasas como el
tazobactam y el sulbactam. Muchas de ellas tienen la caracteristica de ser
multiresistentes, ya que son portadoras de otros genes que provocan resistencia a
las quinolonas, aminoglucosidos, cotrimoxazol, etc. (Jawetz et al., 2009); por
otro lado las cepas que producen BLEE, en particular Escherichia coli, son
resistentes a todos los antibidticos betalactamicos con la excepcion de las
carbapenemas, las cefamicinas y las combinaciones de betalactamicos con

inhibidores de betalactamasas. Por lo general, cuando hablamos de BLEE nos
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referimos Unicamente a las enzimas de codificacion plasmidica ya que son éstas
las que suponen un mayor problema epidemioldgico debido a su elevada

capacidad de diseminacion. (Oliver & Canton, 2004).
Clasificacion de las Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Existen diferentes propuestas en cuanto a la clasificacion de estas enzimas. El
primero de ellos fue clasificarlas en penicilinasas y cefalosporinasas que
hidrolizan penicilinas y cefalosporinas respectivamente. Mas adelante fueron
clasificadas por su perfil de sustrato, seguidamente de su punto isoeléctrico, peso
molecular, ubicacién de genes y asi por su origen cromosémico o plasmidico. En
datos de secuencia parcial del ADN de las betalactamasas, Ambler en 1980
propone clasificarlas en cuatro clases: A, B, C y D. Las enzimas de clase A,
cuyo prototipo es la enzima TEM-1, (actualmente presente en mas del 50% de
los aislamientos de enterobacterias en general), estan codificadas en plasmidos y
su peso molecular oscila entre 25 y 30 kD., al igual que las de clase B y D
(Morales et al., 2005).

Los dos principales son: clasificacion de Ambler y la de Bush.

e Clasificacion de Ambler: Es basada en la estructura molecular de la
betalactamasa y su secuencia de aminoacidos, reconoce cuatro tipos
moleculares designados desde la A hasta D. Los tipos A, C y D corresponde
a enzimas que contienen serina en su sitio activo y las betalactamasas de tipo
B corresponde a las metaloenzimas.

e Clasificacion de Bush: Se fundamenta en los sustratos que la betalactamasa
hidroliza y en la inhibicién de su actividad por compuestos como el acido
clavulanico y otros, dando lugar a cuatro grupos de acuerdo a los sustratos
hidrolizados y perfiles de inhibicion.

- Grupo 1. Corresponden a enzimas con accion cefalosporinasa, no
inhibibles ni por acido clavulanico ni por EDTA, y que se correlacionan
con las enzimas cromosdmicas de bacilos Gram negativos de tipo AmpC
(Bush et al., 2004).

- Grupo 2: Estan constituidas por penicilinasas y cefalosporinasas
inhibibles por acido clavulanico, y coinciden mayoritariamente con el

tipo A de Ambler. Se incluyen 138 betalactamasas.
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- Grupo 3: Metalo betalactamasas que confieren resistencia a los

carbapenemes Incluye la mayoria de las P-lactamasas que son inhibidas
por EDTA y también  por &cido clavulanico. Compuesto por

metaloenzimas incluyendo carbapenems.

- Grupo 4: Un grupo poco importante no descrito por Ambler que incluye

penicilinasas no inhibibles por acido clavulanico (Bush et al., 2004).

Tabla 1. Clasificacién de betalactamasas segun Bush, Jacoby, Medeiros y Ambler (Bush, 2010)

Grupo Bush- _ Clase Inhibidos por: i
Jacoby ~_molecular Sl::fS; rri?itgss u Principales Caracteristicas g S;::::tsivas
(2009) (subclase) P AC' EDTA P
: Mejor hidrolisis de cefalospori-  AmpC, P99, ACT-1,
: & Sl B b nas que de benzylpenicilina CYM-2, FOX-1, MIR-1.
Hidrolisis incrementada hacia
le Cc Cefalosporinas No No cefatazidima y otros oximino- GC1, CMY-37
beta-lactamicos
22 A Pesiciinas Si No Mejor hidrélisis de ber_mlpema- PC1
lina que de cefalosporinas
% A Penicilinas, cefalos- Si No Hidrolisis similar de bencilpeni- TEM-1, TEM-2, SHV-1
porinas cilinas y de cefalosporinas
Hidrélisis incrementada hacia
Cefalosporinas de cefatazidima y otros oximino-
2be A espectro extendidoy i No beta-lactamicos (cefotaxima, _LE:AE;BPEEY{ZVEE)_({
monobactamicos ceftazidima, ceftriaxona, ce- ’ ’
fepime)
2br A Peniciinas Mo, flo, TroTinidaducdocanlaNco: iy NG
sulfabactam y tazobactam
; Hidrélisis incrementada hacia
Cefalosporinas de I S
2ber A espectoextendidoy No  No  Xminobetaactimicos com- TEM-50
e binados con resistencia a AC,
monobactamicos
sulfabactam y tazobactam
2 A Carbenicilinas & fo [ Doementads de B e REEEs
carbenicilina
S Hidrolisis incrementada de la
2ce A Carbefn s = Si No carbenicilina, cefepime y cefpi- RTG4
‘epime Lani
2 D Cloxacilina Varia- No Hldroll_s!s mcrementadg de la OXA-1, OXA-10
ble cloxacilina o de la oxacilina
Cefalosporinas de ~ Varia- Hidrdlisis de cloxacilina o oxa-
e 2 espectro extendido ble = cilina y oximino-beta-lactamicos LR LAE
2df D Carbapenems Vari- No HldroIISIs de cloxacilina o oxaci- OXA-23. OXA-48
able lina y carbapenems
3 Hidrolisis de cefalosporinas.
2e A Cefalosporinasde  o; Ny |npibido por 4cido clavulanico CepA
espectro extendido
pero no por aztreonam
Vari. Hidrolisis incrementada de car-
2f A Carbapenems No  bapenems, oximino-beta-lac- KPC-2, IMI-1, SME-1

able o 2
tamicos, cefamicinas

Hidrélisis de espectro extendido

3a B (B1) Carbapenems No Si  incluyendo carbapenems pero IMP-1,I\'$:I)V!-11,CrA,
no monobactams
L1, CAU-1, GOB-1,
B (B3) o FEZ-1
3b B (B2) Carbapenems No si Hidrdlisis preferente de car- CphA, Sth-1

bapenems

Adaptado de : Bush y Jacoby; 2010 ™.
' AC: acido clavulanico
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EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BLEE

La posibilidad de diseminacion de las BLEE es extraordinaria, debido a que estan
codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual posibilita no solo la diseminacion de
este mecanismo de resistencia entre distintas cepas de la misma especie Sino
también entre diferentes especies bacterianas, en un principio se aislaron en
pacientes hospitalizados pero en la actualidad estdn detectando en infecciones
adquiridas en comunidad (Gobernado, 2005); la primera BLEE (SHV-2) fue descrita
en una cepa de Klebsiella ozaenae en Alemania en 1983. Desde entonces ha
existido una gran cantidad de brotes epidémicos de enterobacterias con BLEE;
durante las décadas de los 80 y principios de los 90, la inmensa mayoria de las
BLEE encontradas eran del tipo TEM o SHV, lo que indica la gran variacion
evolutiva que han sufrido estas enzimas en un corto periodo de tiempo debido,
esencialmente, a la presion selectiva de los antibidticos. (Oliver & Cantén, 2004).

En Espafia entre los afios de 1994 y 1996, el porcentaje de aislamiento BLEE fue
0,14% para Escherichia coli. En los afios 1997-1999 los porcentajes de cepas
productoras de BLEE aisladas fue de 0,5% para Escherichia coli. La prevalencia de
cepas productoras de BLEE positivas para Escherichia coli fue del 0.5%, durante el
periodo de marzo a junio del afio 2.000, en el mismo pais, la tasa mas alta de
produccién de BLEE fue encontrada en aislamientos provenientes de Ameérica
Latina (34,6 %), comparado con Europa (19,7 %) y Norte América (10 %); en el
Per(, hay muy pocos estudios que han evaluado este tema. En una publicacion
reciente, hemos mostrado que la produccién de BLEE en Klebsiella y Escherichia
coli aisladas de hemocultivos de nueve hospitales de Lima durante el 2008-2009 fue
de 75,1% y 76,8 %, respectivamente. Ademas, se demostrd que las enterobacterias
productoras de BLEE tenian niveles de resistencia mayores a los otros grupos de
antimicrobianos, hallazgo que se ha visto en casi todos los otros estudios

mencionados. Ninguna cepa fue resistente a carbapenemes (Garcia, 2012).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambito de estudio

La investigacion se realizo en el Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” de la
ciudad de Puno, del servicio de Laboratorio y Patologia clinica, en el area de
microbiologia. El Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” - Puno se encuentra
ubicado en la Av. El Sol 1022 barrio Victoria, distrito, provincia, y region de Puno,
ubicado en la parte sureste del territorio peruano, entre las coordenadas geograficas:
15° 50° 15’ latitud sur y 70° 01’ 18" longitud oeste del meridiano de Greenwich.
Altitud aproximadamente entre los 3820 msnm. Su clima se caracteriza por ser
templada y tolerable por la proximidad del lago Titicaca (SENAMHI, 2012).

3.2. Unidad de analisis

La unidad de observacién estuvo conformada por pacientes que asisten al Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron”- Puno, con diagndéstico presuntivo de infecciones
del tracto urinario, de los cuales se aislé el uropatdgeno Escherichia coli; en este
estudio se incluyeron, muestras procedentes de los pacientes ambulatorios de

consultorio externo.
3.3. Tipo de estudio

El trabajo de investigacion corresponde al tipo de estudio descriptivo de corte

transversal porque el estudio se realiz6 en un momento y tiempo definido.

3.4. Poblacién y muestra

Poblacion: La poblacion estuvo constituidos por pacientes que acuden al Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron” Puno, con diagnostico presuntivo de infeccion del
tracto urinario (ITU) que asisten al consultorio externo, servicio de urologia.

Durante los meses de diciembre 2016 a febrero del 2017.

Muestra: La muestra fue representada por 44 pacientes (Anexo A) con infeccién
del tracto urinario todos ellos con urocultivos positivos. Las cepas productoras de
BLEE, fueron seleccionados mediante el disefio de muestreo probabilistico simple
en aquellos que cumplan con los siguientes criterios, desde diciembre 2016 a febrero
del 2017.
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Criterios de inclusion
e Muestras provenientes del consultorio externo, servicio de urologia.
e Todos los pacientes que presentan diagnostico de ITU.
e Pacientes con urocultivo positivo con recuento > 10° UFC/mI, de muestra
tomada del chorro medio previa asepsia.
Criterios de exclusion
e Muestras que no cumplan con criterios de calidad para urocultivo.
e Muestras de pacientes que se encuentran en tratamiento con antibioticos los
quince dias anteriores a la toma de muestra.
e Cultivos que presenten microorganismos diferentes a Escherichia coli

uropatdgena.
3.5. Metodologia

Para la realizacion de esta investigacion primeramente de coordind con el jefe del
departamento de laboratorio clinico y anatomia patoldgica del Hospital Regional
“Manuel Nunez Butron” y con el personal que labora en el area de microbiologia de
dicho servicio, para la ejecucion del presente trabajo de investigacion. La
investigacion se baso en el manual de procedimientos en microbiologia del Instituto
Nacional de Salud INS (2010). El trabajo se realiz6 siguiendo un flujograma para
Escherichia coli: aislamiento, identificacion, sensibilidad, deteccion y confirmacion
de uropatégenos productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Anexo C), a continuacion se presenta los procedimientos realizados en el trabajo de

investigacion de acuerdo a los objetivos planteados.

1. Determinacion de Escherichia coli como causa de infecciones del tracto urinario
(ITU) en pacientes que acuden del Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” —

Puno
a) Recoleccion de muestra

Una muestra de orina debe analizarse lo mas rapido. Si esto no es posible, debe
guardarse en refrigeracion hasta el momento de su procesamiento. Cuando se
deja algun tiempo, se inicia la descomposicion de la muestra por la presencia de
bacterias: se degrada la urea, se produce amoniaco y se incrementa el pH
(Mendo, 1990).
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Procedimiento: Se recolecto 10 ml de muestra de orina del chorro medio de la
primera miccion del dia en un frasco recolector estéril, tras la limpieza de los
labios mayores o el glande con jabon y agua. (Mins et al., 1995). Las muestras
de orinas fueron recepcionadas por el servicio de laboratorio clinico, luego

fueron rotuladas y se registraron los datos en las fichas clinicas.

Meétodo: Urocultivo cuantitativo

Técnica: Aza calibrada

Fundamento: El urocultivo se basa en el proceso de crecimiento de
microorganismos a partir de muestras de orina mediante un medio artificial, con
la identificacion del nimero y tipos de bacterias presentes en la orina, utilizando
la técnica de siembra con asa calibrada, que cargan un volumen
aproximadamente de 0.001 y 0.01ml de orina y asi poder realizar un recuento
bacteriano y la identificacion de las bacterias presentes en la orina. Lo que debe
ser confirmado por un cultivo de orina con un recuento de colonias superior a
100 000 UFC/ml. (Koneman et al., 2008).

Procedimiento

La siembra se realizd6 en el medio agar Mac Conkey, se flameo una aza
calibrada de 10 ul de alambre y se la dejo enfriar sin tocar ninguna superficie. Se
mezclo la orina con cuidado y se quitd la tapa del recipiente, se introdujo el aza
en sentido vertical para permitir que esta se cargue en ella, se sembro en estrias
la orina sobre la superficie de la placa de agar. Se incubaron las placas durante
24 horas a 35-37 °C en aerobiosis para que al dia siguiente se contaran las
colonias de cada placa. El namero de UFC se multiplica por 1000 (si se us6 un
asa de 0.001 ml) o por 100 (si se us6 un asa de 0.01 ml), para determinar la
cantidad de microorganismos por mililitro en la muestra original. (Forbes et al.,

2009).El medio de cultivo que se uso fue:

Cultivo en agar MacConkey

Fundamento: Contiene cristal violeta y sales biliares como inhibidores de
microorganismos grampositivos. Las colonias aisladas de bacterias que
fermentan la lactosa son rosadas y pueden estar rodeadas de una zona de

precipitado de sales biliares, el cual es debido a una caida en el pH por la
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fermentacion de la lactosa; las colonias que no fermentan la lactosa permanecen
incoloras. Las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de sales
biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de
gran parte de la flora grampositiva y el agar es el agente solidificante (Koneman
et al., 2008).

Procedimiento: Se cogio el frasco con la muestra de orina para luego abrir la
tapa y flamear la boca del frasco en el mechero Bunsen, seguidamente se alzo la
muestra de orina con el asa de Koll calibrada en forma vertical esto previamente
esterilizada para luego inocular en el centro de la placa y extender la muestra de
arriba hacia abajo mediante una siembra por estria para obtener colonias
aisladas, se llevaron a incubar las placas a una temperatura de 35 — 37°C en
condiciones aerdbicas por 24 horas. Luego ver las caracteristicas culturales de la
colonia (Sherris, 2010).

Interpretacion

Las colonias fermentadoras de lactosa dan un color rosado. Las colonias no
fermentadoras de lactosa son incoloras, esto es debido por el comportamiento
del indicador de pH.

Pruebas de identificacion bioquimica para Escherichia coli uropatégeno

Una vez que se confirmd que el microorganismo es una enterobacteria se
procedieron a realizar diversas pruebas bioquimicas para identificar la especie
Escherichia coli uropatdgeno, para dicha identificacion esto se realizé la

siembra en:

Agar triple azucar hierro (TSI)
Fundamento

El agar TSI se utiliza para determinar si un bacilo gramnegativo utiliza la
glucosa, la lactosa o la sacarosa de manera fermentativa y forma sulfuros de
hidrogenos, al ocurrir la degradacién de cualquiera de los 3 azucares presentes,
se forman acidos que hacen virar el indicador rojo de fenol a un color amarillo

(inicialmente rojizo) en caso de no ocurrir la degradacion de los azucares, se
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produciran una alcalinizacion virando el indicador a un color rojo acentuado que
se caracteriza y se observa en el tubo, a continuacion se detalla el procedimiento
(Koneman et al., 2008).

Procedimiento: Con un aza de Koll con punta, se seleccion6 una colonia del
medio agar McConkey, se sembré por puncion y estria, el medio se fracciond en
picos de flauta y se llevd a incubar a 37 °C durante 18 - 24 horas.

Lisina hierro agar (LI1A)

Fundamento: Este medio de diferenciacion permite evidenciar la
descarboxilacion del aminoacido lisina, la desanimacion del mismo vy la
produccion del &cido sulfhidrico cuando se identifican a las enterobacterias. Las
reacciones anteriores se ponen de manifiesto mediante el viraje del indicador
purpura de bromocresol; y la formacion de sulfuro de hidrogeno a partir del
tiosulfato sddico, se manifiesta por la formacion del sulfuro ferroso (Rubio,
1990).

Procedimiento: Se Inoculé una siembra mixta con doble puncion hasta el fondo
en distintos lugares, seguidamente en la superficie una siembra por estria, todo
este procedimiento a partir de una colonia del cultivo para luego llevarlo a

incubar a 24 horas por 37 °C..

Agar Citrato de Simmons (CS).

Fundamento

Este agar permite utilizar el citrato como fuente de carbono, la degradacion del
citrato contenido en el medio hace que forme &cidos intermedios los que se
volatilizan quedando el catién sodio en el medio, asi como los radicales
oxidrilos, que alcalinizan el medio, el indicador es el azul de bromo timol que
vira de verde a azul, Enterobacter y Citrobacter utilizan este medio como Unica
fuente de carbono. (Mendo, 1990).

Procedimiento. El color original del medio es verde, se tomé una colonia bien
aislada de la superficie de un medio primario y se sembro en forma de estria en

el pico de flauta (agar inclinado) luego se incub por 24 hrs a 37°C.
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Sulfhidrico — indol — movilidad (SIM)

Fundamento: EIl triptéfano es un aminoacido, constituyente de muchas
peptonas y particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas
bacterias para formar indol, en el proceso interviene un conjunto de enzimas
llamadas triptofanasa; el indol producido se combina con el aldehido del
reactivo de Erlich, para originar un compuesto de color rojo. Las cepas moviles
pueden apreciarse en este medio, por la turbidez que producen alrededor de la
puncién de siembra, mientras que aquellas cepas productoras de &cido
sulfhidrico se distinguen por la formacidn de un precipitado negro de sulfuro de
hierro a partir del tiosulfato siempre que el medio se mantenga a un pH mayor a
7.2. (Forbes et al., 2009).

Procedimiento: Se inoculd al medio, realizando siembra por picadura hasta la
mitad del medio a partir del cultivo del microorganismo en estudio. Luego se
llevd a incubar por 24 horas a 37 °C. Al finalizar la incubacion de este periodo

se afiadio 3 a 5 gotas del reactivo de Kovacs.

Indol: El desarrollo de un color rojo-fucsia en la interfase del reactivo y del medio
segundos después afadir el reactivo de Kovacs, lo cual indica la presencia de indol y
por lo tanto una prueba positiva.

Analisis de datos
Se calculd la prevalencia, reemplazando en la siguiente ecuacién matematica

Casos positivos del uropatégeno

povaloncia del aene 100
revatencia aet uropatogeno = T tal de muestras evaluadas

2.-Determinacion de la produccion de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) de Escherichia coli en pacientes con infeccion del tracto urinario segun

grupo etario que acuden al Hospital Regional “Manuel Nifiez Butréon”- Puno.

a. Tamizaje de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro

extendido.

Seguida de la identificacion bacteriana,la interpretacién del antibiograma, se
procedio a la seleccion de cepas sospechas de posibles productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Como criterios para la clasificacion
de cepas posibles productoras de BLEE, se utiliz6 los puntos de corte determinados
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por el CLSI. La tabla 7 que se presenta, sefiala los diametros para Ceftazidima,
Cefotaxima, Ceftriaxona y Aztreonam que seran utilizados como test de tamizaje y
que permiten sospechar la presencia de las BLEE: Si la cepa estudiada presenta
halos de inhibicion, para al menos uno de estos antibiéticos, iguales o inferiores a
los diametros referidos en (Anexos B) debera realizarse un test confirmatorio de la
presencia de “betalactamasas de espectro extendido”. Las cepas que cumpliran con
los criterios de la CLSI seran aisladas para su posterior confirmacion fenotipica de
la produccion de BLEE. (INS, 2002).

Principio de la confirmacién fenotipica de cepas productoras de BLEE por prueba

de difusidn con discos. (Kirby - Bauer)

b. Test confirmatorio de la presencia de “betalactamasas de espectro
extendido” (segin el Comité de Antibiograma de la Sociedad Francesa de

Microbiologia):

El test requiere el uso de discos habituales de Amoxicilina/Acido Clavulanico
(20/10 mg), los discos de ceftazidima, aztreonam, cefotaxima y ceftriaxona se
disponen a 30 mm del disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico (distancia de centro
a centro de los discos). Si una imagen de sinergia aparece entre el disco
Amoxicilina/Acido Clavulanico y los discos de ceftazidima, aztreonam, cefotaxima,

ceftriaxona, se considera el test como positivo (INS, 2002).

Sinergia de doble disco: La prueba se basa en el uso de una cantidad constante del
antimicrobiano, que est4 impregnado en el papel filtro, el cual al ser aplicado sobre
la superficie del medio en el que 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 &cido
clavulanico lo cual se manifiesta por el efecto sinérgico (efecto tapén de corcho) de
los antimicrobianos 32 aztreonam, ceftazidima, ceftoaxima y ceftriaxona que se

colocan alrededor del &cido clavulanico 20mm de distancia (Jarlier & cols,1988).

Procedimiento: El medio de eleccion es el agar Mueller Hinton, que presenta buena
reproductibilidad de los resultados ya carece de inhibidores y es adecuado para la

mayoria de las bacterias patdgenas. (Torrico y Trigoso, 2003).
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Preparacion del in6culo

Se utilizé el método de inoculacion directa para microorganismos de desarrollo
rapido, en cultivo de 24 horas de incubacion en agar Mac Conkey, se selecciono 2 a
5 colonias aisladas de igual morfologia, a partir del medio de cultivo. Se toc6 solo la
parte superior de cada colonia con el asa para transferirlo a un tubo con agua
peptonada para asi poderse suspender los microorganismos. Se estandarizé el
inoculo con el patron de turbidez 0,5 Mac Farland previamente preparados en tubos.
Esta suspension estuvo contenida por una concentracién bacteriana de 1,5 a 2 x10°
UFC/ml aproximadamente. (Torrico y Trigoso, 2003).

Inoculacion de las placas

Antes de realizar la siembra en agar Mueller Hinton, homogenizamos el inoculo,
introduciendo un hisopo estéril dentro de la suspension bacteriana asiéndolo rotar el
hisopo presionando contra las paredes del tubo para eliminar el excedente y se
distribuye el inoculo uniformemente sobre la superficie del agar, luego se sembro
suavemente sobre la superficie del medio. La siembra se realiz6 en 3 direcciones,
haciéndolo girar la placa Petri en cada siembra en un angulo de 65°, ya que esto

permitird una distribucion homogénea del inoculo en el agar.

Seguidamente pasaremos a la aplicacion de los discos de susceptibilidad antimicrobiana
para confirmacion fenotipica de BLEE.

Antes de utilizar los discos antimicrobianos como: Ceftazidima, Aztreonam,
Cefotaxima y Ceftriaxona y Amoxicilina/Acido Clavulanico estos fueron sacados
del refrigerador dos horas antes para que asi adquieran la temperatura ambiente. Se
colocé los discos sobre el agar, presionando ligeramente sobre el disco para que no
se despegue; el disco no debe ser removido, pues de inmediatamente difunde el
antimicrobiano sobre el agar, después de colocar los discos se incubaron de forma
invertida en la estufa a 35°C por 24 horas, para luego proceder con la medicion de
los halos de inhibicidn, esto se realizd con una regla sosteniendo la placa Petri de
manera invertida. (Torrico y Trigoso, 2003).

Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los halos de inhibicion encontrados se utilizo las tablas del
CLSI Enero 2009 M100- S 19 Vol. 29 N°3. Y de la misma manera se observé la

sinergia si encaso fuera BLEE positivo.
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Anélisis estadistico:
Prueba de Ji-cuadrado
Para determinar la frecuencia de Escherichia coli productoras de betalactamasas de

espectro extendido segun grupo etario se utilizara la prueba de Ji cuadrado:

Donde:
22+ Ji-cuadrado calculado.
O, : Frecuencias observadas de la i-ésima fila y j-ésima columna.

E, : Frecuencias esperadas de la i-ésima fila y j-ésima columna, aquella frecuencia
que se observaria si ambas variables fuesen independientes.

fy c: filas y columnas respectivamente.

3.- Determinacion de la sensibilidad de Escherichia coli productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) a otros antimicrobianos:

fosfomicina, ciprofloxacino, amikacina, imipenem, gentamicina.

Antibiograma
Técnica: prueba de difusion Kirby — Bauer

Fundamento: La prueba de difusion con disco, se basa en el uso de una cantidad
constante del antimicrobiano, que esta impregnado en un reservorio del 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 difusion un gradiente de
concentracion del antimicrobiano, cuya sensibilidad esta indicada por el tamafio del

halo de inhibicién de crecimiento alrededor del disco.

Procedimiento: Se utilizd los microorganismos de cepa pura del medio TSI de
cultivos con mas de 24 horas de incubacion, se selecciono de 3 a 5 colonias aisladas
y de la misma morfologia para luego transferirla a un frasco de suero fisioldgico

estéril con el patron de turbidez 0,5 Mc Farland previamente estandarizado.
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Inoculacion de las placas de agar Muller Hinton

Antes de realizar la siembra en el agar Muller Hinton se homogeniz6 el inoculo,
luego se introdujo con un hisopo estéril en la suspension, se hizo rotar el hisopo
presionando en los paredes del tubo para eliminar el excedente (por encima del nivel
del liquido) luego se sembrd suavemente sobre la superficie del medio en 3
direcciones haciendo girar la placa petri esto permite una distribucion homogénea

del inoculo.
Aplicacion de los discos

Se coloco los discos sobre la superficie del agar, presionando ligeramente. Una vez
colocado el disco no debe ser removido, pues inmediatamente difunde el
antimicrobiano sobre el agar. No deben colocarse mas de 12 discos en una placa de
150 mm, ni méas de 6 en una placa de 100 mm de didmetro interno, para evitar la
superposicion de las zonas de inhibicién. El disco no debe ser removido una vez que
tomd contacto con la superficie del agar debido a que algunos antibidticos se

difunden rapidamente.
Discos a utilizar: fosfomicina, ciprofloxacino, amikacina, imipenem, gentamicina.
Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los halos de inhibicién encontrados se utilizé las tablas del
CLSI, cada grupo de microorganismos tiene una tabla especifica que son editadas y
actualizadas anualmente por la CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2010). La sensibilidad de la cepa bacteriana esta reportada como sensible (S),
intermedio (1), y resistente (R).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Escherichia coli como causa de infecciones del tracto urinario (ITU) en

pacientes que acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” — Puno.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio clinico del Hospital Regional “Manuel
Nufiez Butron” de la ciudad de Puno, la investigacion se realizd en los meses de
diciembre a febrero, se obtuvieron 44 muestras de orina, que fueron procesadas de
pacientes que asisten al consultorio de urologia, en donde 31 muestras resultaron
positivos para el estudio.

Tabla 2. Prevalencia general de infecciones del tracto urinario (ITU) causada por Escherichia coli, en
pacientes que acuden al Hospital Regional “Manuel Nuifiez Butron” — Puno, 2017.

Prevalencia
Casos
N %
Escherichia coli 31 70.45
Otros microorganismos 13 29.55
Total 44 100.00

De un total de 44 muestras de orina positivos para infeccion urinaria, el 70.45% (31
muestras) fueron causadas por E. coli; mientras que el 29.55% (13 muestras) tuvieron

como agente causal otra especie patogena diferente.

Estos resultados muestran similitud con lo reportado por Alvaro (2002), donde se aisld a
Escherichia coli en un 68% como causa de ITU; asi mismo Carranza et al. (2003) en
pacientes ambulatorios aislé Escherichia coli en un 67.3%; en tanto Gonzéles et al,
(2008) en estudios realizados en el Hospital General “Cayetano Heredia” — Lima sefiala
que la bacteria mas frecuente aislada fue Escherichia coli con un 76% y en menor
porcentaje Klebsiella sp. 5% y Citrobacter sp. (3%); Asi mismo Govea (2007) reportd
que Escherichia coli es la bacteria causante de ITU con un 71.05%; tomando en cuenta
estos reportes concuerdan con los resultados del presente trabajo de investigacion ya
gue se encuentran dentro de un rango de 60 a 80 % de aislamiento de Escherichia coli

como causante de ITU.

Estos hallazgos explican que la presencia de Escherichia coli causante de ITU en

pacientes ambulatorios, se debe a que estas cepas pueden colonizar el tracto urinario ya
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sea por cuestiones anatémicas en la mujer en la que logran alcanzar el meato uretral
debido a que estas cepas provienen de las microbiota intestinal y colonizan las vias
urinarias causando una infeccion, solo un grupo de cepas produce infeccion debido a los
factores de virulencia que presentan estos microorganismos, dentro de estos factores
tenemos las fimbrias que tienen la capacidad de adherirse firmemente a las células del
uroepitelio para luego asi colonizar e infectar el tracto urinario (Martinez et al., 1997).

Tabla 3. Prevalencia de infecciones del tracto urinario (ITU) segun sexo causada por Escherichia coli, en
pacientes que acuden al Hospital Regional “Manuel Ntifiez Butron” — Puno, 2017.

Prevalencia
Sexo
N %
Masculino 5 16.13
Femenino 26 83.87
Total 31 100.00

B Masculino ® Femenino

Figuras 10. Prevalencia de infecciones del tracto urinario (ITU) segin sexo causada por Escherichia coli,
en pacientes que acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” — Puno, 2017.

En la Tabla 3, figura 10, nos indica que de 31 muestras positivas a Escherichia coli, el
16.13% (5 muestras) correspondian a muestras de pacientes de sexo masculino,
mientras que el 83.87% (26 muestras) provenian del sexo femenino. De los resultados
se establece una mayor prevalencia de pacientes del sexo femenino con infeccion

urinaria cuyo agente causal fue Escherichia coli.

Estos resultados coinciden con lo encontrado por Alvaro (2002), que recopilé 63

urocultivos positivos de las cuales el 84% provenian del sexo femenino; ademas en
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otros paises como Colombia se encontrd que cerca del 6.3% del motivo de consulta en
una poblacién es por infeccion de vias urinarias de los cuales el 84.4% correspondieron
a mujeres entre los 15 y 44 afios de edad, lo que la convierte en una causa considerable
de morbilidad en mujeres, con repercusiones importantes en la calidad de vida si no es
tratada correctamente (Reyes & Baque, 2012), resultados que coinciden con este
estudio.

La presencia de estos microorganismos causantes de 1TU en ambos sexos es debido a
las caracteristicas anatdmicas del tracto urogenital del hombre y de la mujer, la
poblacion femenina es la que sufre con mayor frecuencia estas infecciones, por razones
anatémicas y/o trastornos hormonales, en ambos casos la vejiga suele ser esteril pero las
celulas epiteliales que tapizan la uretra suelen ser colonizadas por bacilos y cocos gram
negativos aerobios facultativos. Cambios en el cuerpo como modificacion del pH,
permiten que estos microrganismos se multipliquen y lleguen a hacer patégenos
(Broock et al, 2006).

Por lo expuesto, se acepta la hipotesis planteada debido a que se identifico Escherichia
coli en un 70.45 %, esta bacteria es causantes de las infecciones del tracto urinario en
pacientes que asisten al consultorio de urologia del Hospital Regional “Manuel Nufez
Butrén” Puno a diferencia de las otras especies que son poco frecuentes, debido a los
factores de patogenicidad que presentan, las fimbrias que poseen se unen a los

receptores periuretrales y asi colonizarlas y causar la infeccion.

4.2. Determinacion de la produccion de betalactamasas de espectro extendido de
Escherichia coli en pacientes con infeccidn del tracto urinario segin grupo

etario que acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butrén” - Puno.

Tabla 4. Produccion de betalactamasas de espectro extendido de Escherichia coli en pacientes con
infeccion del tracto urinario que acuden al Hospital Regional “Manuel Nuiiez Butron” — Puno,

2017
Resultados N %
Escherichia coli BLEE negativas 21 67.74
Escherichia coli BLEE positivas 10 32.26
Total Escherichia coli 31 100.00
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De un total de 31 muestras positivas, se determiné que el 67.74% (21 muestras)
resultaron ser Escherichia coli no productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), mientras que un 32.26 % (10 muestras) fueron Escherichia coli productoras de
BLEE.

Se aplico la prueba estadistica de Ji cuadrado la cual indico que no existe diferencia

estadistica significativa (p=0.147 > 0=0.05) (Tabla 4).

Los porcentajes obtenidos son similares a lo reportado por Chambi (2009), donde aisld
el 28 % de cepas de Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido; ademas Marcos et al. (2008), en su estudio donde se aislaron Escherichia
coli uropatogena productoras de betalactamasas de espectro extendido en un 17.6% de
los pacientes estudiados; asi mismo Peroso & Castellano (2009), confirmaron la
produccion de BLEES en un 24.49% cepas de todas las enterobacterias, pero solo la
produccién de BLEEs para Escherichia coli fue un 18.34%; asi también en otros paises
como Colombia Martinez et al, (2005) muestra un porcentaje de cepas BLEE positivas
de E. coli de 20.5%.

A diferencia de datos obtenidos por Morales, et al. (2005), que obtuvo 2,9% del total de
Escherichia coli aisladas fueron confirmadas como productoras de BLEE; como
también Navarro et al. (2005), en donde el resultado obtenido fue que la prevalencia de
cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE fue de 5%; asi
también Enriquez y Peralta (2010), menciona que los resultados mostraron que de 91
muestras (56%) de Escherichia coli se recuperd 7 muestras (8%) de cepas productoras
de BLEE.

Como se puede observar Escherichia coli productoras de BLEE ha ido aumentando a
medida que ha avanzado el tiempo y varia en cada lugar, esto es debido a los diferentes
tipos de mecanismos de resistencia de cada uno de las bacterias ya sea cromosdémicas
como plasmidicas es decir que las Betalactamasas de Espectro Extendido podrian llegar
a ser un problema clinico, epidemioldgico y econdmico, que probablemente se deba
principalmente al uso indiscriminado de cefalosporinas de tercera generacion que

provocarian fracasos terapéuticos, afectando asi la calidad de vida del paciente.
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Tabla 5. Produccion de betalactamasas de espectro extendido de Escherichia coli en pacientes con
infeccion del tracto urinario seglin grupo etario que acuden al Hospital Regional “Manuel
Nuifiez Butrén” — Puno, 2017

Escherichia coli PRODUCTORAS DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

BLEE BLEE BLEE Total
(negativos) (Positivo)
Edad N % N % N %

Nifio/Adolescente

2217 ait0% 6 28.57 1 10.00 7 2258
Adulto/Adulto 15 71.43 9 90.00 24 77.42
mayor (18 a mas)

Total 21 100.00 10 100.00 31 100.00

22 =64 < 2 =3.841 (p=0.001)

100.00
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00

90.00

71.43

%

28.57
30.00

20.00
10.00
0.00

10.00

Nifio/Adolescente (2 a 17 afios) Adulto/Mayor (18 a mas)

B Negativo Positivo

Figuras 11. Produccion de betalactamasas de espectro extendido de Escherichia coli con el en pacientes
con infeccion del tracto urinario segun la edad que acuden al Hospital Regional “Manuel
Nufiez Butron” — Puno, 2017.

Se puede observar que los resultados de los BLEE positivos segin edad son los
siguientes; el 10% de BLEE positivas pertenecen a nifios y adolescentes y para
adultos/adultos mayores fue el 90%. La prueba estadistica de Ji cuadrado indica que
existe diferencia estadistica significativa (p=0.001), de lo cual se interpreta que la edad
del paciente varia con respecto a las Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido ya que se dio mas en adultos mayores que en nifios, lo que nos
indica la Tabla 5, figura 11.
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Estos resultados obtenidos muestran similitud con lo reportado por Enriquez & Peralta
(2010) cuyos resultados mostraron que cepas productoras de BLEE 2 (29%) fueron
aisladas de nifios, 2 (29%) de jovenes, 1 (14%) de un lactante, 1 (14%) de un adultoy 1
(14%) de un adulto mayor; ademas Padilla (2011) menciona que respecto a la edad,
personas de 61 afios y mas fueron las que presentaron mayor prevalencia de infeccion
por estas cepas; asi también Churata (2012), al estudiar los “Factores clinicos
epidemiologicos asociados a infecciones por Enterobacterias BLEE,” menciona que las
principales caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los 8 pacientes con infeccion
por enterobacterias BLEE son de edad entre 61 y 80 afios (48.7%). Asi mismo Diaz et
al. (2015) menciona que el grupo etario mas frecuente estd comprendido entre 30 y 59
afios, sin embargo no mostro significancia estadistica. En otras investigaciones no
existen datos que indiquen el numero de casos de BLEE positivos para Escherichia coli

por grupos de edad.

Por lo tanto la edad asocia con las Escherichia coli productoras de BLEE siendo el
grupo etario de adultos y principalmente en adultos mayores en donde existe mayores
casos de BLEE. La edad mayor de 60 afios son uno de los factores predisponentes de los
pacientes asociada a enterobacterias productores de BLEE, debido a los estados de

inmunosupresién como la edad adulta mayor (Fennell et al., 2012)

4.3. Sensibilidad de Escherichia coli productoras de betalactamasa de espectro
extendido a otros antimicrobianos: fosfomicina, ciprofloxacino, amikacina,

imipenem, gentamicina.

Se realiz6 un analisis de sensibilidad antibiotica de las muestras de pacientes de
consultorio externo servicio urologia del Hospital Regional Manuel Nafiez Butrén con
urocultivo positivo a Escherichia coli, mediante el método de Kirby-Bauer, se utilizd
para este analisis los siguientes antibidticos: fosfomicina, ciprofloxacino, amikacina,

imipenem, gentamicina.
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Tabla 6. Sensibilidad de Escherichia coli productoras de betalactamasa de espectro extendido frente a

antibioticos

Sensibilidad Sensible Resistente
Antibioticos N % N %
Fosfomicina 6 60.00 4 40.00
Ciprofloxacino 7 70.00 3 30.00
Amikacina 8 80.00 2 20.00
Imipenem 10 100.00 0 0.00
Gentamicina 8 80.00 2 20.00
Promedio 8 78.00 2 22.00

72 =11.28> 42 =9.48 (p=0.024)

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Fosfomicina GO OR GO
Ciprofioxacino OGO o CoR
Amikacina - G oG GO
imipenem GO
Gentamicina - G oG GO
promedio O o

B Sensible M Resistente

Figuras 12. Sensibilidad de Escherichia coli productoras de betalactamasa de espectro extendido frente a
antibioticos

Se puede observar la evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli

productoras de BLEE, donde se demuestra que para Fosfomicina el 60% mostrd

sensibilidad, con Ciprofloxacino un 70%, para Amikacina el 80%, Imipenem el 100% y

con Gentamicina el 80% mostré sensibilidad, el promedio de los antibioticos fue de

78% de sensibilidad. De los resultados se evidencia que Imipenem fue el antibiotico
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mas efectivo, mientras que la Fosfomicina produjo la mayor resistencia de todos los

antibioticos utilizados, en la tabla 6 y figura 12.

La prueba estadistica de Ji cuadrado indica que existe diferencia estadistica significativa
(p = 0.024), de lo cual se interpreta que el antibidtico Imipenem presentd un mejor
efecto sobre el agente infeccioso con BLEE, puesto que la sensiblidad fue superior a la

del promedio de todos los antibioticos utilizados.

La sensibilidad observada en Escherichia coli productor de betalactamasas de espectro
extendido a fosfomicina es 60%, similar al resultado de Leon (2014) menciona que
presentaron bajo nivel de resistencia a la fosfomicina y a los aminoglucécidos, Sanchez
et al., (2003) reporta una senbilidad para la fosfomicina en un 98%, lo contrario que
expresa Garau et al.,(2001) en Espafia que la resistencia a fosfomicina fueron muy bajas

dejando de usarse empiricamente.

Asi tambien para ciprofloxacino obtuvimos una sensibilidad de 70%, similar a lo
reportado por Enriquez & Peralta (2010) indicAndonos que las cepas de Escherichia coli
aisladas fueron sensibles Ciprofloxacino (83%); asi mismo Gonzéles et al. (2008)
menciona que Escherichia coli fue sensible a ciprofloxacino en un 44.5%, lo contrario
que reporta Astete et al. (2004) quien establecid que Escherichia coli presento un 69.8%
de resistencia a ciprofloxacino ambos estudios fueron trabajados en Lima y con
microorganismos gram negativos que causan infecciones urinarias de igual manera en
otros pasises como Nicaragua Lépez (2014) reporta que Escherichia coli mostrd

resistencia ciprofloxacino en un 33.9 %.

Escherichia coli productoras de betalactamasas de espectro extendido es sensible en un
80% tanto para amikacina como gentamicina en esta investigacion, similares resultados
fueron obtenidos por Enriquez & Peralta (2010) indicandonos que las cepas de
Escherichia coli aisladas fueron sensibles a Gentamicina (91%), de misma manera para
amikacina Gonzales et al. (2008) reporta una sensibilidad de 93.4%, siendo datos con
los encontrados en el presente estudio. Lo contario que reporta Astete et al. (2004) en
donde menciona que Escherichia coli presento una resistencia a gentamicina en un
61.4% al igual que Diaz et al. (2015) quien reporto una resistencia de gentamicina al
(88%) similar al estudio de Navarro et al. (2005), que indica en su estudio que los
aislamientos que encontré mostraron resistencia frente a antibiéticos no betalactamicos,

especialmente a amikacina; en cambio Morales, et al. (2005) en su investigacion

57

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO 4jlsf Nacional del
% Altiplano

menciona que todas las cepas productoras de BLEE fueron multirresistentes y la

mayoria presento co-resistencia a amikacina, gentamicina y ciprofloxacina.

Para imipenem que obtuvimos un porcentaje de sensibilidad del 100% similares a los
reportados por Astete et al. (2004) que presentd sensibilidad para imipenem y
meropenem al 100% de la misma manera Padilla (2011).En la region de puno se obtuvo
también una sensibilidad de 100% para imipenem reportados por Chambi (2009) y Leon

(2014), todos estos autores mencionados concuerdan con nuestros resultados.

Los carbapenem son potentes inductores a betalactamasas tipo AmpC ya que son
filogenéticamente distintas de las BLEE 'y su hiperproduccion la hace resistente a los
carbapenemicos Sorlozano (2004), la sensibilidad de los uropatogenos aislados frente al
antimicrobiano imipenem, se debe a que en su caracteristica molecular N-
formidoiltienamicina es hidroxietilo-trans, pues los otros antimicrobianos
betalactamicos son acilamino-cis Rivero (1998); Sin embargo, en el nuestro estudio, se
ha comprobado que las cepas uropatogenas BLEE presentaron una sensibilidad total a

imipenem propia de las enzimas BLEE.

La actividad bactericida de la fosfomicina se debe a la inhibicién de la sintesis de la
pared bacteriana, por inhibicién del enzima enol-piruviltransferasa. La fosfomicina es
activa frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos, incluidas cepas
productoras de penicilasas y los patdgenos mas comunes en las vias urinarias, como
Escherichia coli. La resistencia bacteriana a fosfomicina puede ser microsomal y méas
raramente mediada por plasmidos. La frecuencia de la aparicion de resistencias a
fosfomicina es baja, y parece que existe poca resistencia cruzada entre fosfomicina y

otros agentes antibacterianos (Lozano, 2008).

En el estudio se ha comprobado que las cepas BLEE también presentan resistencia a
algunos antimicrobianos como es la fosfomicina, pero en nuestra investigacion
imipenem presenta mayor sensibilidad que a otros antimicrobianos por lo tanto acepto la
hipdtesis planteada, ya que cada antibidtico tiene diferente tipo porcentaje de
sensibilidad para la misma bacteria Escherichia coli, basicamente esto dependeria del
uso de antibidticos en cada lugar y que muestran una sensibilidad in vitro pero

presentaran una resistencia in vivo.
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V. CONCLUSIONES

1.  La prevalencia general de infecciones urinarias causadas por Escherichia coli fue
de 70.45%, segun sexo masculino de 16.13% y femenino 83.87%, en pacientes
que acuden al Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron” — Puno, 2017.

2. La produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) de Escherichia
coli fue de 32.26% (10 muestras); en nifios y adolescentes fue de 10% y adultos y
adultos mayores 90%, existiendo variedad y una asociacion segun grupo etario (p
=0.001).

3. La evaluacién de sensibilidad antimicrobiana de Escherichia coli productoras de
betalactamasa de espectro extendido, fue para Fosfomicina 60% de sensibilidad,
Ciprofloxacino 70%, Amikacina 80%, Imipenem el 100% y con Gentamicina el
80% mostrd sensibilidad, el promedio de los antibioticos fue de 78% de
sensibilidad; exitiendo diferencia estadistica significativa (p = 0.024), sefialando a

Imipenem como el antibiotico mas efectivo.
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VI. RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda realizar el mismo tipo de estudio con mayor nimero de pacientes
para un resultado mas confiable incluyendo factores de riesgo como: edad, sexo, etc,
asociados a la presencia de Escherichia coli productoras de betalactamasas de
espectro extendido en infeccion urinarias de origen comunitario o de origen rural.

2.- Realizar estudios de expresion genotipica de las bacterias productoras de BLEE para
complementar este estudio; ya que existen diferentes tipos de BLEE y diferentes

mecanismos de resistencia.

3.- Realizar estudios de sensibilidad con otros tipos de antimicrobianos que se usan para
las infecciones del tracto urinario, no solo con Escherichia coli sino también con
Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

en el Hospital Regional “Manuel Nufiez Butron”.
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ANEXOS
ANEXO A: CALCULO DEL TAMARNO DE MUESTRA

Ec. A.1 El tamafio de la muestra se estimo utilizando la siguiente formula:

Z°p*q
n= £?
Donde:
n=Tamafo de muestra
Z=Limite de confianza (1.96)
p g=Campo de variabilidad de aciertos y errores (p:0.5; q:05)
E=Nivel de precision (0.05)
Reemplazando:

| _1.96°(05*0.5)

—>7 — 384
0.05

Correccion para poblaciones finitas: Cuando se conoce el tamafio de la poblacion en
estudio se corrige la muestra, en nuestro caso la poblacién estimada de pacientes que
asisten al Hospital Regional Manuel Nufiez Butron, es de 50 pacientes tomando en
cuenta datos anteriores de octubre, noviembre y diciembre del 2015 en un periodo de

estudio de (3 meses), entonces:

n 384

No = —1—71 Mo ="3g824_-1"
Nn—21 1+384 1
N 50

44

Donde:

no=Tamafo de muestra ajustada
n=Valor de la muestra inicial
N=Poblacion

La muestra corregida sera de 44 pacientes para el estudio

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
: Altiplano

Ec.A.2. Prueba de chi cuadrado (X?)

Formula:

Donde:

22+ Ji-cuadrado calculado.
O,; : Frecuencias observadas de la i-ésima fila y j-ésima columna.
E;; : Frecuencias esperadas de la i-ésima fila y j-ésima columna, aquella frecuencia
que se observaria si ambas variables fuesen independientes.

fy c: filas y columnas respectivamente.

ANEXO B
Tabla 7. Puntos de corte estandares (clsi) para tamizaje de cepas BLEE
ANTIBIOTICO- CONCENTRACION mg HALO DE INHIBICION
Aztreonam 30 ug <27
Ceftazidima 30 ug <22
Cefotaxima 30 ug <27
Ceftriaxona 30 ug <25

Fuente: Instituto Nacional de Salud. (2002).
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Tabla 8.Tabla comparativa de medicidn de halos de inhibicién de antibiéticos y didmetros criticos para
enterobacterias.

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO R \ | | s
PENICILINAS
Ampicilina | 10 g £13 | e | e
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 g £ 1517 18
Cefuroxima axetil (oral) 30 g £14 15-22 123
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 pg £14 15-17 18
Cefoxitina 30 g £ 1517 18
Cefotaxima 30 g £14 15-22 23
Ceftriaxona 30 g £13 14-20 21
Ceftazidima 30 g £14 1517 18
Cefixima Sg £15 16-18 219
Cefpirome * 30 g £14 15-17 18
Cefepime 30 g £ 15-17 *18
B LACTAMICO/ INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina/Sulbactam 1010 pg £ 12-14 15
Amoxicilina/Acido Clavulanico 20110 g £13 1417 18
Cefoperazona/sulbactam + 75 1g/30 g £15 16-20 21
MONOBACTAMS
Azireonam 30 g I 621 |
CARBAPENEMS
Imipenem 10 ug £13 14-15 316
Meropenem 10 jig £13 14-15 *16
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 ug £12 13-14 315
Amikacina 30 g £14 15-16 11
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 pg £13 14-18 19
Norfloxacina 10 jig £12 13-16 11
Ciprofloxacina Sg £15 16-20 21
Ofloxacina 5g £12 13-15 216
TETRACICLINA
Tetraciclina \ 30 1g | 4| 1518 | 19
0TROS | |
Cloramfenicol 30 g £12 13-11 *18
Trimetoprim/sulfametoxazol 1,2523,750g £10 11-15 116

Fuente. (CLSI, 2010)
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Tabla 9. Reacciones bioquimicas de enterobacterias

e GRUPO | HIDROGENOS SULFURADOS (H2S) POSITIVOS)
Aerogenicos (gas positivo)

TSI GAS H2S LIA INDOL CITRATO UREA MOV ENTEROBACTERIAS
K/A 2+ 4+ K/K - + - - Salmonella
K/A o A/A 2+ 4+ K/K - + - + Arizona
K/A o A/A 2+ 4+ K/A - + + + Citrobacter
K/A o A/A 2+ 4+ R/A -0+ D + + Proteus
K/A 2+ 4+ K/K + - - + Edwardsiella

e GRUPO Il HIDROGENO SULFURADO (H2S) NEGATIVO
Aerogenos (gas positivo)

TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA MOV ENTEROBACTERIAS

A/A o K/A 2+ - K/K o K/A + - - Y Escherichia coli

A/A 4+ - K/K +0- + Klebsiella

A/A o K/A 3+ - K/K o K/A + D +oV Enterobacter

K/A o A/A 2+ - K/K + +oV Serratia

K/A + - K/A o R/A + D + + Proteus

K/A + - K/A o A/A + + \Y; Paratyphi A
Anaerogenicos (gas negativo)

TSI GAS H2S LIA INDOL CIT UREA \"[e)V ENTEROBACTERIAS

K/A - - K/A +0- - - - Shigella

A/A o K/A - - K/Ko K/N + - - Y Escherichia coli

A/A o K/A - - K/A +0- + D +oV Enterobacter

A/A - - K/K - + +oV Serratia

K/A - - R/A + D + + Proteus

K/A - - R/A + + - +0- Providencia

A/A - - A/A o K/A +0- - Vv Vv Yersinia

K=alcalino A =acido R=rojo N=neutro D =desconocido V = variable
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ANEXO C
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

I. Datos personales

Nombres ¥ apellidos:......ouvirs v
Edad:............

Sexo:............

Estado civil:  Soltero () Casado () Conviviente ( )

Diagnostico CHMICO. ... euuenine ettt
Paciente: hospitalario( )  consultorio externo ()
1. Antecedentesde ITU:  Si( ) No ()

N° de episodios: ..........

Antibidticos consumidos dentro de las 48 horas: Si() No()
Urocultivo:  Si( ) No ( )

I11. Andlisis en laboratorio

Urocultivo: Positivo () Negativo ()

Germen aislado. . ....o.ooi i
Recuento de colonias..................... UFC/ML

IV.ANTIBIOGRAMA

Antimicrobiano Sensible Intermedio | Resistente | Confirmacién de BLEE

Aztreonam

Ceftazidima

Cefotaxima

Ceftriaxona

Amoxicilina /acido
clavulanico

fosfomicina

ciprofloxacino,

amikacina,

imipenem,

gentamicina.
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ANEXO D

Figuras 13. Flujograma de aislamiento, identificacion, deteccidn y confirmacién de Escherichia coli
productores de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)

MUESTRA

Orina aséptica

[ CULTIVO }
AGAR AGAR AGAR MANITOL
MAC SANGRE SALADO

T~

INCUBAR 24 - 48
HORAS A 35-37°C

\ 4
[ Desarrollo de colonias en 24 a 48 }

cuantificar UFC/ml de orina

A

PRUEBAS DE IDENTIFICACION
BIOQUIMICAS

N

[ TSI ] [ LIA [ CITRATO ] SIM ] [ UREA ]
. /CeftazidimaSZme\

ANTIBIOGRAMA Tamizaje de
Método Kirbv Bauer cenas BLEE Ceftriaxona <25mm

Cefotaxima <27mm

Probable
produccion
de BLEE

Prueba de 7
; Aztreonam <27/mm
D!SCO_ 3 Incremento del Halo de Inhibicion \ j
Difusion . .
de Ceftazidima/ AC, Ccefotaxima
(Kirby /AC en 5mm respecto al Confirmacion Fenotipica de BLEE
Bauer) antimicrobiano.
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ANEXO E

Figuras de la investigacién

Figura 14. Materiales para la preparacion de medios de cultivo.

Figura 15. Medios de cultivos listos para poner al autoclave como: Mac conkey, muller Hinton, Cleed,
Agar sangre, Manitol Salado.

Figura 16. Medios de cultivo listos para la inoculacidn y sembrado de muestras de orina; para luego
guardarlo en el refrigerador a 8°C para que no haya una contaminacion de dichos medios.
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Figura 17. Muestras de orina en frascos estériles y crecimiento de enterobacterias uropatogenas en agar
MacConkey y agar sangre.

Figura 19. Discos antimicrobianos usados para realizar la confirmacion de BLEE y la suceptibilidad de
otros antibi6ticos.

Figura 20. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana y pruebas de confirmacion para BLEE.
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Figura 21. Incubando todos los medios de cultivo Mc conkey, Agar sangre, Cleed y medios diferenciales
en la estufa a 37°C por 24 horas para su crecimiento.
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