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I. RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un problema que ha adquirido importancia en todo
el mundo, ya que es la causa de porcentajes altos de mortalidad que anualmente resulta en
gastos millonarios para su erradicacion. En Guatemala se han realizado numerosos estudios
orientados a resistencia antimicrobiana intra hospitalaria, pero en pacientes ambulatorios, el
tema es desconocido, por lo que es de suma importancia sentar un precedente en cuanto a la

poblacion en general exenta de ambientes hospitalarios.

En esta investigacion, se analizaron los perfiles de susceptibilidad antibidtica de
enterobacterias provenientes de diferentes tipos de muestras de pacientes que acudieron a la
unidad periférica del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) de la zona 11,
durante los meses de abril a junio del 2004. Se obtuvieron 382 aislamientos de
enterobacterias correspondientes a 18 especies. Las mas frecuentes, que aportaron el mayor
numero de aislamientos de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y B-lactamasas de

espectro ampliado (BLEA), fueron: E. coli con el 72 % y K. pneumoniae con el 10 %.

El objetivo de este estudio, fue establecer la prevalencia de enterobacterias
productoras de BLEA y BLEE en muestras biologicas establecidas. Se determind que la
prevalencia de BLEA fue de 61.5 % (intervalo de confianza de 95 %, 56-66) y la
prevalencia de BLEE fue de 14.4 % (intervalo de confianza de 95 %, 11-18 %) El
aislamiento e identificacion de las enterobacterias, se realizd6 por medio del sistema
automatizado MicroScan (Dade Behring). La confirmacion de los aislamientos productores
de BLEEs y BLEAS se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Salud (LNS) mediante el
método de difusion de disco. El tipo de muestra en donde se observo el mayor niimero de
aislamientos con resistencia antibiotica, fue el cultivo de orina, con un 57 % de casos

positivos para BLEA y un 13 % para BLEE.



Se determino, que la mayor resistencia observada dentro de la lista de antibioticos
evaluados para esta investigacion, fue exhibida principalmente en aquellos antibidticos que
tienen una amplia distribucion y facil acceso a la comunidad. Entre las familias de
antibidticos que mas resultaron afectadas por la produccion de BLEAs y BLEEs tenemos al

grupo de penicilinas, principalmente Ampicilina.

En cuanto al grupo de antibidticos B-lactamicos, la familia de cefalosporinas, en el
caso de BLEAs, present6 una efectividad aceptable excepto con las de primera generacion,
principalmente Cefalotin. De las cefalosporinas de 2da, 3ra, y 4ta, generacion se obtuvo
muy buena actividad antimicrobiana, no asi para las cepas productoras de BLEEs, en donde
se encontrd una resistencia total. Se determiné que la familia de monobactames es efectiva
contra cepas de resistencia intermedia como BLEASs pero intitil contra BLEEs. Imipenem
fue el antibidtico p-lactamico con mejor efectividad antimicrobiana, incluso en

comparacion ante antibidticos no B-lactamicos

Respecto al grupo de antibidticos no P-lactamicos, la familia de los
aminoglucosidos, fue la mas efectiva, constituyendo la segunda opcidén en donde mejores
resultados de susceptibilidad se obtuvieron, con relacion del total de antibidticos evaluados.
Siendo principalmente Amikacina, el segundo en la lista después de Imipenem, tanto en

antibioticos B-lactamicos como no B-lactamicos.



1. INTRODUCCION.

Para sobrevivir en la presencia de antibioticos, las bacterias han desarrollado
diversos mecanismos de resistencia. Uno de los mas eficaces y mdas esparcidos es la sintesis
de enzimas que desactivan los antibioticos. La produccion de estas enzimas generalmente
se debe a la adquisicion de genes provenientes de otras bacterias, por transferencia
"horizontal" (es decir, de una bacteria a otra perteneciente a una especie o a un género
diferente por oposicion a la transferencia "vertical" de una generacion a la siguiente). Las
opciones terapéuticas en las cuales se ve afectada la eficacia de los antibidticos, se debe
principalmente a cualquier tipo de resistencia que adquiere la bacteria. Las BLEAs,
corresponden a un mecanismo de resistencia enzimdtico de la bacteria contra los
antibioticos P-lactamicos. Una bacteria al tener como mecanismo de resistencia a las
BLEAs, hace que las opciones en cuanto a tratamiento con antibidticos, se reduzcan aun

mas, cuando éstas mutan a BLEEs.

Un grupo mayoritario de antibidticos, utilizados ampliamente en infecciones por
enterobacterias en diferentes partes anatomicas del cuerpo humano, son los B-lactdmicos,
entre los que destacan las penicilinas y cefalosporinas. El conocer los mecanismos de
resistencia in Vitro en las bacterias nos permite determinar la evolucion de la resistencia y
proponer alternativas para controlar este problema. Debido a que en el Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS), se atiende a una gran cantidad de pacientes
ambulatorios, se buscara establecer el comportamiento de las bacterias BLEAs y BLEEs
encontradas en los aislamientos de dicha institucion, con respecto a los diferentes

antibioticos utilizados para infecciones causadas por enterobacterias.



Los pacientes que se exponen a periodos prolongados de hospitalizacion, adquieren
por contacto con el ambiente, un grado considerable de resistencia bacteriana en las
infecciones que presentan, por lo que es mas comin que se desarrolle la resistencia
bacteriana en dichos establecimientos. En pacientes ambulatorios, como los que acuden a la
unidad periférica del IGSS de la zona 11, este comportamiento, no es comun observarlo,
por lo que es de suma importancia establecer la prevalencia y porcentaje de enterobacterias

productoras de BLEEs y BLEASs en la poblacion.

Para la realizacion de esta investigacion se recolectaron cepas de enterobacterias
aisladas de muestras de todo tipo (excepto coprocultivos), provenientes de la unidad
periférica del IGSS de la zona 11, a las cuales se le efectudé su confirmacion y se le
estableci6 su perfil de multirresistencia en las instalaciones del Laboratorio Nacional de

Salud (LNS).



I11. ANTECEDENTES

Las enterobacterias constituyen una amplia familia de bacilos Gram negativos,
aerobios y anaerobios facultativos que no forman esporas, y que pueden o no tener flagelos
peritricos. La formacion o la produccion de capsula esta limitada a los géneros Klebsiella y
Enterobacter (1).

Estos microorganismos tienen pocas exigencias nutritivas y cierta resistencia a
agentes externos. Son especies que pueden habitar en el intestino grueso del hombre y
animales, suelos, agua, y material en descomposicion. Algunas de estas especies se
encuentran como saprofitos en el medio ambiente, y la gran mayoria esta asociada con el
hombre y animales constituyendo una gran variedad de la microbiota aerobia Gram
negativo que coloniza el tubo digestivo. En ciertas ocasiones estos microorganismos
pueden producir procesos patoldgicos intra o extra intestinal (2- 4).

Las enterobacterias en general pueden causar dafio al huésped, cuando éste altera su
condiciéon normal brindando a la bacteria un ambiente perfecto para que produzca
enfermedades tales como abscesos, neumonia, infecciones en las vias urinarias, intestinales
y de heridas, meningitis y septicemia. Por lo que son responsables de muchas de las
infecciones oportunistas. Junto con los bacilos Gram negativo no fermentadores
constituyen la causa mas importante de infecciones hospitalarias (1-3).

Los principales géneros de la familia Enterobacteriaceae son: Shigella, Escherichia,
Edwardsiella, Salmonella, Arizona, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia,

Proteus, Providencia, Yersinia, Erwinia, Cedecea, Koserella, Arenilla y Tatumella (3, 5)

A. Caracteristicas de las enterobacterias.
1. Caracteristicas bioguimicas.

Las enterobacterias se definen como bacilos Gram negativo aerobios y anaerobios
facultativos de 2 a 4 um de longitud por 0.4 a 0.6 pm de ancho, con extremidades redondas.
Pueden presentar movilidad gracias a que en algunos casos se cuenta con flagelacion
peritrica, no producen oxidasas, pero reducen los nitratos y descomponen la glucosa por

fermentacion (1, 6).



Estas caracteristicas les permiten a las enterobacterias ser separadas de otras
familias de bacilos Gram negativo, en especial de la familia Vibrionaceae (Vibrio,
Aeromonas, Plesiomonas), bacilos curvos con flagelacion polar, aerobios y anaerobios
facultativos, que son oxidasa positiva y descomponen la glucosa por fermentacion, y de la
familia Pseudomonadaceae (Pseudomonas), constituida por bacilos méviles con flagelo

polar, aerobio estricto, que son oxidasa positivos y atacan la glucosa por oxidacion (1,6).

La mayoria de métodos empleados en el diagnostico de enterobacterias se basan en
la fisiologia bacteriana; con el transcurso del tiempo se han ido desarrollado una gama de
pruebas bioquimicas para identificar la especie causante de la patologia. Cada especie tiene

caracteristicas especificas (Anexo 1) (3, 7-9).

2. Estructura antigénica.

Entre las estructuras antigénicas presentes en las bacterias que producen estimulos

inmunoloégicos en el hospedero, se pueden mencionar las siguientes:

a) Antigeno somatico o antigeno O: se refiere a la pared celular, la cual esta constituida
por una fina capa de peptidoglucano, recubierta por la membrana externa compuesta de
lipopolisacaridos, que es comin en la mayoria de bacilos Gram negativo (1).

b) Antigeno capsular o antigeno K: algunas especies presentan antigenos superficiales o
antigenos k, de naturaleza polisacarido, ya en forma de capsula bien definidas (E. coli,
Klebsiella sp.) o de una fina capa mucosa (antigeno M o mucoide de Salmonella,
antigeno Vi de S. tiphy), que recubren el antigeno O. Interviene en la accion patdgena
por sus propiedades antifagocitarias (2, 10).

c) Antigeno flagelar o H: cepas moéviles que presentan antigenos flagelados proteicos y
termoldbiles, de importancia en la clasificacion de serotipos (1).

d) Antigeno de las fimbrias o antigeno F: son antigenos proteicos relacionados con la

capacidad de adherencia en las células epiteliales (1).



3.

Variaciones genotipicas.

Un comportamiento frecuente en enterobacterias es la aparicion de variaciones

genotipicas por mutaciéon o mecanismos de transferencia genética que pueden afectar tanto

la constitucidon antigénica como los caracteres bioquimicos. EI control genético de estos

mecanismos puede ser cromosdmico, plasmidico o por transposones. La resistencia

cromosdmica aparece por mutacion, mientras que los plasmidos y los transposones pueden

ser auto transferibles entre bacterias (1).

Estos fendomenos de variacién son importantes, pues permiten explicar las dificultades

que existen en la clasificacion de las enterobacterias, ya que los géneros son dificiles de

delimitar (1, 10).

b)

Accidn patogena.

Las enterobacterias presentan los siguientes factores determinantes de patogenicidad:
Antigenos estructurales de superficie, antigenos capsulares (antigenos K) y fimbrias
(antigenos F) que act@ian por sus propiedades antifagocitarias, o de seroresistencia o su
capacidad de adherencia (1).

También algunas enterobacterias pueden desarrollar glicocalix que les permiten
adherirse a materiales inertes (catéteres, protesis) y expresar su accion patogena (1).
Bacteriocinas: Son proteinas que presentan propiedades toxicas frente a cepas de la
misma especie o de especies relacionadas que les facilita la colonizacion de las mucosas
al inhibir el desarrollo de especies relacionadas. Algunas cepas de enterobacterias (E.
coli, K pneumonie, S marcescens) producen Bacteriocinas (1).

Endotoxinas: algunas cepas producen enterotoxinas que actilan ya sea por accion toxica
directa sobre las células del epitelio intestinal o del endotelio vascular (enterotoxinas
citotoxicas) o produciendo un estimulo funcional, generalmente a través de la
adenilciclasa (enterotoxinas citotoxicas). Las enterotoxinas mejor conocidas son las de
E. coli, pero también se han sefialado en otras enterobacterias (Salmonella, Shigella,
etc.) (1, 6).
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B. Mecanismos de accién de los antibidticos.

Los antibidticos son sustancias quimicas sintetizadas por microorganismos que

poseen accidon antimicrobiana. Estos agentes antimicrobianos se pueden clasificar segun su

origen, efecto antimicrobiano, espectro de actividad y mecanismo de accion (11-12).

1. Origen:

Naturales: se obtienen a partir de microorganismos (hongos, bacterias, etc.).
Sintéticos: se obtienen totalmente por sintesis quimica.
Semisintéticos: se obtienen por modificaciones quimicas de antimicrobianos

naturales, con el fin de mejorarlos (11-12).

2. Efecto:

Bacteriostatico: la maxima concentracidon no toxica que se alcanza en suero y tejidos
impide el desarrollo y multiplicacion de los microorganismos, sin destruirlos,
pudiendo estos multiplicarse nuevamente al desaparecer el agente antimicrobiano.
Sirven para complementar los mecanismos defensivos del huésped.

Bactericida: su accion es letal sobre los microorganismos, por lo que éstos pierden

irreversiblemente su viabilidad o son lisados (11-12).

3. Espectro de actividad:

Amplio: actGan sobre un gran nUmero de especies microbianas (ej.
TETRACICLINA).
Intermedio: actan sobre un nUmero limitado de microorganismos (ej.
MACROLIDOS).
Reducido: actian sobre un pequefio nimero de especies microbianas (ej.

POLIMIXINA) (11-12).

4. Mecanismo de accion:

Inhibicién de la sintesis de la pared celular.
Alteracion de la permeabilidad celular.
Inhibicion de la sintesis proteica.

Inhibicién de la sintesis de ADN y ARN (Anexo 2) (11-12).
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C. Principales antibi6ticos utilizados contra enterobacterias.

Las penicilinas y las cefelosporinas, tienen en comin un anillo ciclico B-lactdmico

que a la vez es el talon de Aquiles de estos compuestos.

1.

2.

Penicilinas: Compuestas por un anillo -lactamico unido a un anillo de tiazolidina con
una cadena lateral que les confiere diferentes caracteristicas. Al manipular la cadena, se
logra modificar a los compuestos y obtener diferentes clases penicilinas. Algunas
bacterias poseen enzimas llamadas f-lactamasas, que alteran el anillo B-lactamico y
logran inactivar el medicamento. Estos fairmacos actuan alterando la sintesis de pared
bacteriana, inhibiendo enzimas que crean uniones peptidicas como: transpeptidasa,
carboxipeptidasa, endopeptidasa; conocidas como proteinas unidoras de penicilinas
(PBP) y activando el sistema autolitico enddgeno. Tienen efecto principalmente contra
bacterias Gram positivo. Existen penicilinas naturales como la benzilpenicilina
(penicilina G), fenoximetil penicilina (penicilina V); semisintéticas resistentes a las
penicilinasas como: meticilina, nafcilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina; y de
espectro extendido como: ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, azlocilina,
mezlocilina y piperacilina. Las carboxipenicilinas y ureidopenicilinas tienen incremento

de actividad contra Gram negativo. (13-14).

Cefalosporinas: Se componen de un anillo B-lactimico unido a uno de dihidrotiazina.
El mecanismo de accion es similar a de las penicilinas, interfiriendo con el mecanismos
de sintesis de la pared bacteriana, ademéds de su accion contra las PBP. Las
modificaciones sobre los anillos, determinan las diferentes generaciones que existen de
cefalosporinas, dando lugar a las de primera, segunda, tercera y cuarta generacion
presentando cada una diferente espectro de accion. Las cefalosporinas de primera
generacion tienen buena actividad contra microorganismos Gram positivo, pero baja
actividad contra Gram negativo (cefalotina, cefazolina). Las de la segunda generacion
son estables contra ciertas P-lactamasas incrementando su actividad contra Gram
negativo. Su actividad se extiende a Enterobacter y Serratia. No son activas contra

Pseudomonas (13-14).
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Las de tercera generacion son menos activas que las de primera generacion en
relacion a bacterias Gram positivo siendo mas activas contra la familia
Enterobacteriaceae y P. aeuruginosa. Presentan mas estabilidad frente a -lactamasas.
Su espectro incluye algunos bacilos Gram negativo, ademas de Pseudomonas. Los de
cuarta generacion tienen un espectro de accion, que incluye la mayoria de bacterias
Gram positivo y negativo y Pseudomonas. La alteraciéon de las PBP, junto con los
cambios de la pared externa de la bacteria (pérdida de canales o porinas), son los
mecanismos responsables de la resistencia a este grupo farmacoldgico. La cefepima y la
cefpiroma son cefalosporinas de la cuarta generacion, su diferencia con las de tercera
generacion radica en ser mas estables a la hidrélisis de las B-lactamasas e inducen
débilmente las enzimas de esa indole. De este modo act@ian contra muchas
enterobacterias resistentes a otras cefalosporinas, pero siguen siendo sensibles a otras,

que expresan B-lactamasas mediadas por plasmidos de espectro extendido (13-14).

. Monobactam (Aztreonam): Es un B-lactamico con anillo monociclico. Tiene actividad
limitada contra aerobios Gram negativo (parecida a aminoglicosidos, sin ser
nefrotéxico). Indicado en cistitis, pielonefritis y en algunos pacientes con alergia a las

penicilinas (13-14).

Carbapenemes: Son antibidticos naturales, que se caracterizan por poseer una elevada
eficacia contra microorganismos Gram positivo y estabilidad frente a las f-lactamasas.

El imipenem es un antibiotico, que no se hidroliza por la accion de B-lactamasas
pues poseen buena afinidad contra PBP de bacterias Gram positivo y Gram negativo,
ademas de actividad contra una gran variedad de anaerobios. Son potentes inductores de
cefalosporinasas. Es el antimicrobiano con mayor espectro que se conoce, es capaz de
actuar contra cocos y bacilos Gram positivo y Gram negativo, acrobios y anaerobios, de
importancia clinica. Entre los microorganismos que presenta resistencia natural estan:
P.maltrophilia,  Flavobacterium, Chlamydia, Mycoplasmas, = Mycobacterium,
Enterococo faecium y E. faecalis, otros microorganismos tales como: P. aeruginosa,

Estafilococo Coagulasa Negativa y B. fragilis pueden desarrollar resistencia adquirida e
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inducir la aparicion de b-lactamasas en especies como Citrobacter, Enterobacter,
Serratia, Proteus, Pseudomona y otras bacterias (15).

Se indican en infecciones del tracto urinario (ITU) complicadas, pielonefritis
complicadas e infecciones severas por Pseudomonas. Puede haber sensibilidad cruzada
con penicilinas, elevacion de enzimas hepaticas y ocasionalmente flebitis asociada con

su uso (13).

5. Inhibidores de las B-lactamasas: son llamados inhibidores suicidas. Se unen a la
enzima cambiando su estructura e inhibiéndola. Entre estos podemos mencionar al

acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (15).

D. Resistencia bacteriana

1. Mecanismos genéticos.

Las mutaciones constituyen la base fundamental de la variabilidad genética, estos
mecanismos aumentan y aceleran de forma considerable los procesos biologicos de
diversificacion y de evolucion (16).

A nivel molecular, una mutaciéon es un cambio en la secuencia de nucleotidos de
ADN, con lo cual se modifica la informacion contenida en la molécula y da por resultado la
formacion de una proteina alterada. Las mutaciones bacterianas espontdneas, que ocurren
durante condiciones normales de desarrollo, se presentan en la proporcion de 1 en 10° 6
10'° bacterias por generacion, lo cual significa que solo una célula bacteriana de cada diez
mil millones, sufre cominmente un cambio mutacional de alguna clase (16).

Esta transferencia evolutiva puede llevarse a cabo mediante tres mecanismos
distintos que son:

a) Conjugacion: Es un tipo de recombinacién genética cuyo resultado es la formacion de
un nuevo individuo que deriva algunos de sus genes de dos antecesores genéticamente
diferentes. La conjugacion es un importante mecanismo de adquisicion de resistencia
microbiana y consiste en el pasaje de genes (determinantes R) desde una bacteria
resistente a una sensible, mediante acoplamiento directo entre las bacterias por la

formacion de un Pili sexual (16).



b)
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Para que ocurra la conjugacion entre bacterias y la formacion del Pili sexual, es
necesaria la intervencion de un grupo de genes denominado factor de transferencia de la

resistencia, sin el cual no pueden realizarse los procesos (16).

El complejo determinante R, mas el factor de transferencia de la resistencia es
conocido como factor R. La aparicién de resistencia por factores es muy importante

entre bacterias Gram negativo, en especial entre enterobacterias (16-19).

Transduccion: es la transferencia de un bacteriéfago que sirve como transmisor, de una
pieza de ADN de una bacteria a otra. Generalmente, solo se transporta mediante un fago

temperado, un gen de una célula bacteriana a otra por ciclo (16, 19).

Transformacion: Es cuando el ADN de un bacteria, se incorpora a la estructura genética

de otro organismo, estableciendo un genotipo nuevo (16, 19).

En el proceso de transformacion, las bacterias sensibles pueden incorporar ADN
del medio ambiente y si este posee genes que codifican para resistencia, la bacteria se
convierte en resistente para uno o mas antimicrobianos. El origen del ADN del medio
ambiente radicaria en el hecho de que algunas bacterias, en ciertas fases de su
crecimiento, son capaces de excretar ADN. La mutacion puede aparecer también por
cambios en el cromosoma debidos al azar o a la influencia de agentes fisicos o quimicos
y, de hecho, no necesariamente debidos a la exposicion al antimicrobiano, como se
demuestra por la observacion de que muchos microorganismos aislados antes de la
aparicion de los antibidticos han presentado mutaciones, que los han hecho insensibles
a los mismos (17).

Aunque el antimicrobiano no es el causante de la mutacion, tiene, sin embargo, un

papel importante en la seleccion de las cepas resistentes, ya que cuando el antimicrobiano

se administra a un paciente colonizado en el que existen cepas sensibles y otras con

mutaciones (cepas resistentes), el antimicrobiano eliminara a los microorganismos sensibles

dejando a los resistentes (17).
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Entre los microorganismos capaces de inducir la produccion de enzimas -lactamasas,

en otras bacterias que no presentan resistencia alguna, estan: Escherichia coli, Salmonella,

Shigella, Klebsiella y Pseudomonas aeruginosa. Por este mecanismo se produce resistencia

a tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, penicilinas y aminoglucosidos (17-18).

2. Mecanismos bioquimicos de resistencia bacteriana.

En la naturaleza se encuentran bacterias que son, por si mismas, resistentes a los

antibioticos, y bacterias que pueden llegar a desarrollar mecanismos de resistencia que

pueden deberse a mutaciones en diversos genes, o a la adquisicion de material genético

heterdlogo (20).

Entre los mecanismos de resistencia que las bacterias utilizan para evadir la accion de

los antibiodticos estan:

Mediante el empleo de un sistema de expulsion activa del antimicrobiano. Se trata de
una especie de bomba expulsora que utilizan las bacterias para la excrecion de
productos residuales o toxicos, con la que pueden eliminar ademds muchos de estos
agentes antibacterianos (20-22).

Provocando una disminucidon de la permeabilidad de la pared bacteriana, con la
pérdida o modificacion de los canales de entrada (20-22).

Induciendo la produccién de enzimas inactivantes de los antibioticos. De esta forma la
produccion de enzimas -lactamasas, inhiben a los antibidticos B--lactdmicos. En afios
recientes la aparicion de bacterias productoras de B--lactamasas de espectro ampliado
(BLEA) que incluyen a las antibetalactamasas (acido clavuldnico, sulbactam y
tazobactam), han dificultado el uso de estos antibidticos (20-22).

Un ultimo mecanismo, es el que algunas bacterias ejercen contra antibioticos, cuando
estos se unen a proteinas esenciales en la bacteria. La resistencia bacteriana se
produce cuando el microorganismo modifica dichas proteinas, cambiando su funcion

o produciendo enzimas distintas (20-22).



16
3. Resistencia antimicrobiana enzimatica (B-lactamasas)

Se considera que la resistencia microbiana ocurre por la pérdida de la sensibilidad de
un microorganismo a un antimicrobiano al que originalmente era susceptible. Este hecho
involucra necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el material genético del
microorganismo, que se transmite a sus descendientes, por lo cual, resultan también

insensibles al antimicrobiano en cuestion (12).

Si bien cualquier microorganismo puede desarrollar resistencia a los antimicrobianos,
este fenomeno ha sido estudiado mas ampliamente en las bacterias, por lo que ha sido

necesario el empleo de un sistema de clasificacion (11).

En el caso de las B-lactamasas dicho esquema se basa en la funcionalidad de sus
caracteristicas. A continuacidn se presentan los tres grupos mayoritarios de enzimas que se
definen por sus perfiles inhibitorios y el empleo de diferentes substratos:

Grupo 1: cefalosporinasas, que no son inhibidas parcialmente por el 4cido clavulanico
(11).

Grupo 2: penicilinasas, cefalosporinasas, y B-lactamasas de amplio espectro (BLEAs) que
generalmente son inhibidas por inhibidores que operan en sitios activos directos de las B-
lactamasa.

Grupo 3: meta- B-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y carbapenems, que
son pobremente inhibidas por la mayoria de moléculas B-lactamicas Las caracteristicas
funcionales para este grupo, han sido correlacionadas con estructuras moleculares de
secuencias de aminoacidos de -lactamasas conocidas mediante electroforesis (11).

Estas [-lactamasas han sido designadas por el comité internacional de bioquimica
para nomenclatura como enzimas que hidrolizan amidas, aminas y otros tipos de enlaces
entre carbono y nitrégeno, separadas en base al substrato (amidas ciclicas). Estas enzimas
son la causa mayoritaria de la resistencia bacteriana contra los antibioticos B-lactdmicos, y

han sido tema de extensas investigaciones en microbiologia, bioquimica y genética (11).

Hasta el momento, se han investigado y descrito, mas de 190 proteinas bacterianas

con la habilidad de interactuar con la variedad de moléculas B-lactamicas que pueden servir
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como sustrato o como inhibidor. Debido a la diversidad de caracteristicas enzimaticas de

las B-lactamasas, se han realizado innumerables fundamentos con el fin de categorizar estas

enzimas segun sus atributos bioquimicos (11).

4. Esquema de clasificacion para enzimas B-lactamasas:

Las B-lactamasas fueron clasificadas cuando las cafalosporinasas (B-lactamasas con

altos rangos de hidrolisis de cefalosporinas), fueron diferenciadas de las penicilinasas

(enzimas con buena actividad hidrolitica de penicilinas) (11).

El esquema de clasificacion funcional, que gran cantidad de investigaciones utilizan

para nombrar a las B-lactamasas, sigue teniendo buena aceptacion hoy en dia. Este se basa

en algunas clasificaciones anteriores tales como:

a.

Clasificacion segiin Sawai (1968): se basoé en la respuesta que las penicilinasas y
cefalosporinasas producian al ponerse en contacto con antisueros que emplean un
discriminador adicional (11).

Esquema segun Richmond-Sykes (1973): incluyé a todas las P-lactamasas
provenientes de bacterias Gram negativo, de esa época, clasificando a las enzimas en
5 grupos mayoritarios basados en sus perfiles de sustrato (11).

Extension del esquema de Richmond y Sykes por Sykes y Matthew (1976): hizo
énfasis en el plasmido-mediador de las [-lactamasas que podia diferenciarlas
mediante el empleo de un campo isoeléctrico (11).

Esquema de Mitsuhashi e Inove (1981): se afiadié la categoria de [-lactamasa
hidrolizante de cefuroxime a la clasificacion de penicilinasas y cefalosporinasas que
se venia manejando (11).

Esquema segun Bush (1989): incluyd enzimas de bacterias provenientes de todas las
fuentes de aislamiento, siendo éste el primer esquema que correlaciond sustratos y

propiedades inhibitorias con la estructura molecular del enzima (11, 23).

Existid una clasificacion basada en los rasgos genotipicos con los que cuenta la

bacteria, pero enfrentd el problema de que no consider6 los puntos de mutaciones en los

que se puede alterar grandemente la especificidad del substrato e inhibir la susceptibilidad,
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cambiando el grupo al que una enzima fue asignada. Por consiguiente, las [-lactamasas

fueron clasificadas por la secuencia de aminodcidos. Esta clasificacion fue propuesta por

Ambler (11, 23).

Esta clasificacion es estable, como se refleja en las relaciones fundamentales y no
puede distorsionarse por las mutaciones. Dicho esquema (secuencia-base) tiene la
simplicidad, de reconocer solo cuatro clases, designadas de la A ala D. Las clases A,Cy D
comprenden los grupos distintos evolutivamente de las B-lactamasas serina, y la clase B

contiene el tipo Zinc (11, 23).

En la actualidad existe una buena relacion entre las clases reconocidas
fenotipicamente por Bush y las que emplean el esquema molecular. La clasificacion de un
modelo de B-lactamasa ideal, debe de incluir todos los pardmetros discutidos anteriormente.
Sin embargo, esto no siempre puede ser posible y no es necesario que lo sea. Entre los
requerimientos minimos deben incluirse los perfiles de los sustratos para
penicilinabensatidica y cefalotidime o cefalotin, como referencia en sustratos. Las
opciones de sustratos adicionales podrian variar acorde a las caracteristicas de cada enzima.
A menudo, los perfiles del sustrato de un enzima modelo, sugieren que la resistencia
fenotipica de la produccion de estos organismos indica que solo un enzima esta presente
(24).

Si un miembro de la familia Enterobacteriaceae es resistente a las cefalosporinas de
espectro extendido pero susceptible a inhibidores B-lactdmicos combinados; en presencia
de B-lactamasa de espectro extendido, el perfil del sustrato debe incluir cefotaxime,
ceftazidime, y aztreonam como sustrato discriminante obteniendo la secuencia enzimatica,
es posible que la clase molecular de una enzima pueda saberse antes de que se realice una
caracterizacion completa. Si la clase D de las penicilinasas es identificada, dentro de los
sustratos se debe incluir oxacilina, y cloxacilina. Los perfiles inhibitorios deben incluir
acido clavulanico como requerimiento minimo. Se deben agregar otros inhibidores, para
describir las caracteristicas completas del enzima. Las enzimas que hidrolizan a los

Carbapenemes, se pueden inhibir por la accion de EDTA y pCMB (12).



19

Estudios anteriores han determinado la presencia de P-lactamasas plasmidicas de
amplio espectro, siendo dos tipos los mayoritarios. Las de la familia SHV y TEM, de las

cuales se derivan nuevas 3-lactamasas (24).

5. B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA).

Este tipo de enzimas se derivan de las B-lactamasas clasicas (TEM-1, TEM-2 y SHV-
1), con la diferencia de que ademas de que confieren resistencia a amino y
ureidopenicilinas, amplian el espectro hidrolitico a cefalosporinas de segunda generacion y
monobactames. Las BLEAs hidrolizan amino y ureidopenicilinas, cefalosporinas (excepto

cefamicinas) y monobactamicos; no hidrolizan carbapenemes (24).

La accion hidrolitica de estas enzimas se ve contrarrestada por los inhibidores de las
B-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam). En la clasificacion de Bush et al
de 1995, se las engloba en el grupo 2be, debido a sus caracteristicas de hidrdlisis (oxiimino-
B-lactamasas) y a su origen en las P-lactamasas plasmidicas clasicas (TEM y SHV

pertenecientes al grupo 2b) (24-25).

Otro tipo de BLEAs, son las derivadas de TEM o SHV que confieren resistencia a
inhibidores de las B-lactamasas. Se diferencian de las B-lactamasas clasicas TEM o SHV en
que su accion hidrolitica sobre penicilinas no se ve inhibida por el 4cido clavulanico. Su
fenotipo es de resistencia a penicilinas y a combinaciones de penicilinas con inhibidores de

las B-lactamasas. Pertenecen al grupo 2br de la clasificacion de Bush et al de 1995 (24).

Recientemente se han descrito nuevas B-lactamasas que no derivan de TEM ni de
SHV. Entre ellas se encuentran las cefalosporinasas derivadas de la integracion del gen
cromosomico de ampC en plasmidos, que confieren resistencia a todas las cefalosporinas,
incluyendo cefamicinas; estas enzimas se han descrito en K. pneumoniae y E. coli. Otras
nuevas [-lactamasas, también de espectro ampliado, son las carbapenemasas descritas
recientemente en Enterobacter cloacae y Serratia marcescens. Al contrario de las BLEAs,

las B-lactamasas ampC no se inhiben por acido clavuldnico (24-25).
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Las pB-lactamasas de tipo TEM, incluidas en los grupos 2b, 2be y 2br de la
clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros, constituyen la clase molecular A. Se encuentran
ampliamente difundidas entre las bacterias Gram negativo, probablemente, por su
codificacion plasmidica y la inclusion del determinante genético, en el seno de un
transposon. En algunas especies, como Escherichia coli, se observa que del 30 al 50 por
ciento de los aislamientos clinicos poseen una -lactamasa de tipo TEM. Actualmente, hay
descritos mas de 40 tipos diferentes de TEM, que representa el 20 por ciento de todas las -

lactamasas conocidas (24-26).

Anteriormente, la concentracidon minima inhibitoria (CMI) de los cefalosporinas
aminotiazolicas, caia en valores de 8 o 16 pg/ml. Las bacterias productoras de BLEA, eran
identificados como sensible, segun las normas de la NCCLS, sin embargo cepas
productoras de BLEA que dan este nivel tan bajo de resistencia se asociaban con fallo

terapéutico en animales y pacientes (25, 27).

6. Epidemiologia de enterobacterias productoras de BLEAs.

El sitio con mayor frecuencia de aislamiento de BLEAs, han sido muestras
procedentes de pacientes hospitalizados, aunque también se da el caso en muestras de
origen comunitario. La resistencia que se observa en dichos aislamientos, se debe a la
transferencia por conjugacion entre diferentes especies bacterianas. En algunos casos, los

plasmidos transferidos llevan asociada resistencia (24).

Al unirse a otros grupos de plasmidos que contienen también algun tipo de
resistencia, se da lugar a microorganismos multirresistentes. Podemos detectar brotes con
diseminacion de un plasmido de diferentes especies de enterobacterias productoras de
BLEA con un plasmido comun, o por diseminacién de una cepa multirresistente (epidemia
clonal). El sitio anatomico de mayor frecuencia en cuanto a ser un reservorio adecuado para
estos microorganismos multirresistentes es el tubo digestivo, promoviendo la transferencia

de resistencia entre las especies bacterianas (24).
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En 1963 se identifica por vez primera una B-lactamasa de tipo TEM, la TEM-1, en
una cepa clinica aislada en Grecia. En 1969 se identifica la TEM-2 y durante los 15 afios

siguientes no se encuentran nuevas TEM (25-26).

Uno de los paises en detectar los primeros aislamientos clinicos de BLEAs, fue
Alemania (1983), encontrandose Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y sensibles a cefoxitina. Posteriores analisis
demostraron que la resistencia de dichas cepas, era debida a la produccion de una B-
lactamasa plasmidica transferible derivada de SHV-1 que se denomin6 SHV-2. Desde
entonces, se han descrito por todo el mundo numerosas enzimas tipo TEM y SHV con este
fenotipo de resistencia. En Espafia, la especie con mayor frecuencia aislada en brotes
nosocomiales ha sido K. pneumoniae, seguida de E. coli. También se han encontrado otras
especies como Salmonella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, etc. El brote nosocomial
mas importante descrito hasta el momento, tuvo lugar ente los afios 1993-1995 en el

Hospital de Bellvitge, Espana (24).

Esta epidemia fue debida a la diseminacion clonal de una cepa de K. pneumoniae
productora de BLEA. Este brote afecto a 150 pacientes, de los que el 69,6 por ciento
estaban ingresados en la unidad de cuidado intensivo (UCI). La cepa epidémica era
resistente a cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam, gentamicina y ciprofloxacina

y producian dos tipos de b-lactamasas tipo SHV transferibles por conjugacion (24).

En Francia, a finales de los 80, se detectaron las primeras epidemias de infeccion
hospitalaria por K. pneumoniae productora de BLEA. Un estudio multicéntrico realizado en
la UCI de 10 paises europeos, demostro que el 22,8 por ciento de aislamientos de Klebsiella

spp eran productoras de BLEA, siendo K. pneumoniae la especie mas importante (24).

Las p-lactamasas generalmente predominantes son de Klebsiella pero se esta
extendiendo a otras bacterias. Estas enzimas aparecieron en 1994 en 20 a 25 por ciento de
los aislamientos de Klebsiella de algunas UCI del Sur y Oeste de Europa y posiblemente

alcancen una amplia distribucion como las enzimas TEM-1 (25).
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De 1994 a 1997 se observd un aumento en la proporcion de bacterias productoras de
BLEAs resistente a piperacilina/tazobactan (desde 31 al 63 por ciento; la mayoria con CMI
= 128 £ 4 pg/ml). También se observé aumento en la proporcion de aislamientos de K.

oxytoca hiperproductora de -lactamasa de 8 al 21 por ciento (25).

De 1978 a 1986, fueron desarrollados nuevos B-lactdmicos, como las cefalosporinas
de tercera generacion, los monobactames y los inhibidores suicidas. Las enzimas TEM-1 y
TEM-2 eran incapaces de hidrolizar estos nuevos sustratos. En 1984 se describe la TEM-3,
una variante de TEM-2 que contiene 3 cambios en su secuencia de aminoacidos y que es
capaz de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion. Estas nuevas enzimas constituyen
una nueva clase (cuya primera representante es la SHV-2, aislada un afio antes) que se
conoce con el nombre de B-lactamasas plasmidicas de espectro ampliado (grupo 2be de
Bush, Jacoby y Medeiros). Durante los siguientes 6 6 7 afos, se produjo una diversidad de

B-lactamasas de tipo TEM (24-26).

Se aislan y caracterizan mas de 30 variantes de TEM-1 y TEM-2 que presentan el

espectro de sustrato ampliado o una menor sensibilidad a los inhibidores suicidas (24-26).

La evolucion de las B-lactamasas de tipo TEM ha seguido, aparentemente, varios
caminos: a) cuantitativo, que implica el aumento de la presencia de la enzima tanto en la
poblacion (diseminacion de los genes mediante plasmidos y transposones) como en los
individuos (aumento en la produccidon por mutaciones en el promotor o por aumento en el
nimero de copias del plasmido portador); y b) cualitativo, que implica una especializacion
de la enzima en la hidrélisis de nuevos sustratos mediante la adquisicion de mutaciones

(26).

En 1990, comienzan a aislarse variantes de TEM con menor sensibilidad a los
inhibidores suicidas de B-lactamasas (acido clavuldnico, sulbactam y tazobactam). Con
estas nuevas variantes se inaugura un nuevo grupo en la clasificacion de Bush, Jacoby y
Medeiros: el 2br. Tras el uso tentativo de varias denominaciones, en la actualidad parece
ampliamente aceptado el nombre de IRT (Inhibitor Resistant TEM) para estas nuevas
enzimas. De forma similar a lo acontecido con las TEM de espectro ampliado, las IRT

muestran un rapido proceso de diversificacion. En unos pocos afios se han descrito 13
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variantes moleculares, todas ellas resultado de un cambio, o de la combinacidon de varios
cambios, en alguno de los aminodcidos siguientes: Metg, Trpies, Metiso, Argras, Argars y

ASIl276 (24-26, 28)

Durante los ultimos 6 afios las IRT y las TEM de espectro ampliado han coexistido
sin mezclar sus mutaciones. De hecho, la inclusion en la misma molécula de enzima de los
dos tipos de mutaciones conferia solamente el fenotipo de ampliacion del espectro,

perdiéndose la resistencia a los inhibidores (26).

7. B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las B-lactamasas de amplio espectro (BLEAs), tienen su dominio sobre penicilinas y
cefalosporinas de primera y segunda generacion. Las B-lactamasas de espectro extendido

(BLEEs), tienen lugar cuando hay mutaciones cercanas al sitio activo (29).

Las BLEEs tienen un espectro de resistencia mas amplio, en el cual esta contenido al
dominio de las BLEAs y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion asi como

monobactames (29).

El mecanismo bacterial comin de resistencia para antibidticos B-lactadmicos, es la
produccion de enzimas P-lactamasas que destruyen la estructura del anillo B-lactdmico de

las penicilinas como drogas (30).

El control genético de la produccioén de B-lactamasas es inducido por un plasmido o
cromosoma. Una gran cantidad de plasmidos provienen de las enzimas TEM-1, TEM-2, y
SHV1 (grupo 2b segiin Bush), estas enzimas le confieren resistencia a penicilinas pero no
para las nuevas cefalosporinas. Estas enzimas hidrolizan drogas como ceftazidim,
cefotaxin, y aztreonam, pero tienen pequefios efectos en cefamicina-cefoxitin y cefotetan

(30).

Las BLEESs (grupo 2be) han mutado de los genes de las TEM-1 y SHV-1, acarreados
en los plasmidos que fueron transmitidos de otros organismos. Cambios minoritarios
relativos en la secuencia de los genes originales han causado alteraciones significativas en

la afinidad del enzima hacia el sustrato (24-26, 30).
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La hidrolisis de ceftazidime, cefotaxime y aztreonam ha ocurrido en rangos mayores
de 10 por ciento de las benzilpenicilina. Estas enzimas pueden ser bloqueadas por

inhibidores de las f-lactamasas como el acido clavulanico (24-26, 30).

8. Epidemiologia de enterobacterias productoras de BLEEs.

Un estudio realizado en un hospital de Barcelona Espafia (Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau) entre 1997 y 1999, demostré la presencia de enterobacterias productoras de
BLEAs y cefamicinasas (por el método de disco difusion), con los siguientes resultados: 35
cepas de Escherichia coli (0.45 por ciento de las cepas aisladas de esta especie bacteriana);
9 de Klebsiella pneumoniae (1.83 por ciento); 2 cepas de Salmonella enterica (0.11 por
ciento); y una de Proteus mirabilis (0.11 por ciento), portadoras de las enzimas

investigadas (n = 13800 cepas de enterobacterias) (14, 31).

Las E .coli productoras de BLEEs, fueron CTX-M-9 (27 cepas); SHV-2 (6 cepas);
TEM-10 (1 cepa) y TEM-12 (1 cepa). CTX-M-9, actualmente predominante, ha aumentado
su incidencia cinco veces (0.45 por ciento) respecto al trienio anterior (0.08 por ciento en
1994-1996. Como dato nuevo, se ha observado la presencia de cefamicinasas plasmidicas
tipo CMY-2 en una cepa de cada una de las siguientes especies Klebsiella pneumoniae,

Salmonella enterica y Proteus mirabilis (31).

Un estudio sobre cepas de E. coli productoras de BLEE, realizado en la comarca de
Bierzo Espaiia, entre el 2001 y 2002, sefialo que la frecuencia de produccion de BLEE en
E .coli encontrada en dicha area de salud, fue baja (0,6 por ciento) y similar a la media (0,5
por ciento) obtenida en un estudio multicéntrico espafiol. Varios estudios realizados en
Espatfia, indican que la incidencia ha oscilado entre un 0 y un 2,4 por ciento. La mayor parte
de cepas (85 por ciento) han sido de procedencia extrahospitalaria, porcentaje mayor al
obtenido en otros estudios. En este sentido, en los ultimos afios se viene observando un
incremento importante en la frecuencia de aislamientos extrahospitalarios, hecho destacable

ya que inicialmente el hallazgo de estas cepas se limitaba al &mbito hospitalario (32).
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Un estudio realizado en Peru durante los meses de octubre y noviembre del afio 2000,
se determind la diversidad genética de 10 aislamientos bacterianos provenientes de
pacientes hospitalizados y muestras ambientales procedentes de una unidad de cuidados
intensivos de neonatos de un hospital de Lima, utilizando el patron de banda de ADN
ribosomal y plasmidico. Posteriormente, se caracterizo la resistencia antimicrobiana y sus
principales factores utilizando electroforesis de punto isoeléctrico, Southern Blotting y
PCR. Finalmente se evalu6 la capacidad de transferencia de la resistencia mediante ensayos

de conjugacion bacteriana (33).

En todos los aislamientos de K. pneumoniae y E. cloacae, se observé el mismo perfil
plasmidico. Los aislamientos de E. cloacae mostraron un mismo patréon genético, ademas
se encontraron cuatro genotipos distintos de K. pneumoniae altamente relacionados. Todos
los aislamientos produjeron B-lactamasa de especto extendido Tipo SHV-5 transferible a
otras especies. La presencia de enzimas BLEEs o BLEAs, es la causa més importante de
resistencia a los agentes antimicrobianos B-lactamicos, las cuales actuan hidrolizando el
anillo oxiimino-aminotiazolil, inactivando asi las penicilinas, = monobactames y

cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion (33).

Las SHV son B-lactamasas plasmidicas, aunque en algunas especies son codificadas
por genes cromosomales. Un ejemplo de ello es la enzima SHV-1 que es codificada por un
gen cromosomal en K. pneumoniae (propia de la especie), pero su espectro de accion es
menor, considerada por ello una B-lactamasa de amplio espectro. La SHV-5, es una enzima
plasmidica mutante, que presenta sustituciones en las posiciones Serzss, Glyzss, Lysao y
Glug. Tales cambios, asi como otros en otras variantes de esta enzima, son responsables del
incremento en su espectro de accidon, por lo que se consideran a estas enzimas como
BLEEs. La capacidad de transferir la resistencia estd asociada a la presencia de plasmidos u
otros genes denominados transposones y puede ocurrir entre diversas especies bacterianas

(33).
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En un estudio que se realizo en Colombia, durante el periodo de abril del 2001 a abril
del 2002 en el Hospital Universitario Clinica San Rafael de Bogotd, se caracterizaron
microbioldgica y molecularmente aislamientos de Klebsiella pneumoniae productores de
BLEE. Se tipificaron 15 aislamientos por electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y
por amplificacion de secuencias de ADN repetidas (REP-PCR). La susceptibilidad
antimicrobiana y la produccién de BLEE se determinaron de acuerdo con las normas de
NCCLS. Las B-lactamasas se evaluaron por isoelectroenfoque y PCR. El 80 por ciento de
estos aislamientos se asociaron con infeccion nosocomial y de éstos, el 91,7 por ciento
provenia de unidades de cuidado intensivo (27, 34).

La susceptibilidad antibiotica mostré 13 patrones de resistencia; 87 por ciento de los
aislamientos presentaron corresistencia a amikacina, 53 por ciento a gentamicina, 33,3 por
ciento a ciprofloxacina, 40 por ciento a cefepime, 66,7 por ciento a piperacilina/tazobactam,
60 por ciento trimetoprim/sulfametoxazol y 46,7 por ciento a cloranfenicol. Todos fueron

sensibles a imipenem (27, 34).

En la mayoria de los aislamientos se detectd produccion simultinea de B-lactamasas
del tipo TEM y SHV y el 93,3 por ciento produjo ceftazidimasa de punto isoeléctrico (PI)
8.2 del tipo SHV-5. Los 15 aislamientos fueron agrupados por PFGE y REP-PCR en 11 y
12 patrones electroforéticos, respectivamente. Esta variabilidad genética esta relacionada
con infecciones nosocomiales de origen endégeno mas que por infecciones cruzadas. Estos
resultados permiten sugerir que el empleo simultaneo del gel de isoelectroenfoque y la
prueba biologica, mejora el nivel de deteccion y la especificidad de accidon de alguna de las
enzimas separadas electroforéticamente. Una B-lactamasa con actividad hidrolitica sobre
cefalosporinas de tercera generacion (especialmente sobre ceftazidima) y con un punto
isoeléctrico de 8,2 fue descrita inicialmente en aislamientos de Chile y catalogada como

BLEE-SHV-5 (34).

En este estudio, en 14 de 15 aislamientos de K. pneumoniae se encontr6 BLEE tipo
SHV-5 que también se ha informado con relativa frecuencia en México y Argentina, lo cual
sugiere que este tipo de BLEE codificada en plasmidos se ha diseminado en paises de

Latinoamérica (34).
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Las principales enterobacterias asociadas a infecciones en neonatos, pacientes con
cancer neutropénico, y otros pacientes con enfermedades subyacentes son E .coli y K.
pneumoniae. Estas bacterias han sido uniformemente susceptibles al antimicrobiano
oximino- B-lactam. Sin embargo, desde la descripciéon inicial de BLEEs producidas por
cepas de K. pneumonie en 1983, y E. coli en 1987, han sido resistentes a cefalosporinas de

amplio espectro, esta resistencia, se ha ido incrementando (26-25).

Se han observado muchos informes de brotes causados por estos organismos en los
centros de cancer, pediatrico, geriatrico, y pacientes atendidos en sus casas por enfermeras.
Sin embargo, las descripciones epidemioldgicas de infecciones del torrente sanguineo
causadas por BLEEs producidas por K. pneumoniae, y E. coli, estan limitadas, tanto como
los datos clinicos con respecto al tratamiento. En la actualidad, los carbapenemes se
recomiendan para el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos productores
de BLEEs. Sin embargo, esta recomendacion es principalmente basada en los efectos in
vitro, los resultados de experimentos con animales, y datos clinicos muy limitados (24-26,

35).

Un estudio realizado en Rio de Janeiro Brazil, entre 1996 a 1997, puso de manifiesto
el descubrimiento de una nueva enzima. La Serratia marcescens Rio-5, una de las 18
BLEEs producidas por cepas aisladas en varios hospitales de Rio de Janeiro, exhibieron un
alto nivel de resistencia a aztreonam (CMI de 512 pg/ml) un grado menos elevado a
cefotaxime (CMI de 64 pg/ml), y menos atn para ceftazidime (CMI de 8 pg/ml). Las cepas
productoras de plasmidos de BLEEs con un punto isoeléctrico de 7.5 para el gen bla, no
fueron clasificadas con aquellos otros plasmidos mediados por la clasificacion de BLEEs

citada por Ambler (24, 36).

La secuencia y clonacion del gen bla, reveld un nuevo codigo para la clase A de B-
lactamasas en funcion del grupo 2be, designando BES-1 (B-lactamasa de espectro
extendido de Brasil). Esta enzima tiene 51 por ciento de igualdad con el cromosoma de la
clase A de penicilinasas de Yersinia enterocolitica Y56, con la cual estaba mas

cercanamente clasificada (24, 36).
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Presenta 47 a 48 por ciento de similitud con la B-lactamasa CTX-M con la cual estaba
clasificada como BLEE, ademas de tener en comun con dicha enzima, una alta actividad de
hidro6lisis con la cefotaxime. La enzima BES-1, tiene una significativa actividad de
hidrolisis frente a ceftazidime, alta afinidad por aztreonam y baja susceptibilidad a

tazobactam asi como al acido clavuldnico (24, 36).

Un estudio realizado en Chile muestra que el problema de las BLEEs, es de magnitud
mundial. Fue primero descrito en Europa, luego en América y Asia. La prevalencia es muy
variable de pais a pais y también en diferentes centros. En Estados Unidos, las
enterobacterias varian de 0-25 por ciento, con un promedio nacional del 3 por ciento, segin
informacion del CDC; entre aislamientos de K pneumoniae varia de 5 a 10 por ciento en
pacientes hospitalizados, en unidades no criticas y criticas respectivamente. En Europa
varia de 1 a 40 por ciento. En Asia varia de 0.1 a 12 por ciento. Con lo que respecta a Chile,
se han realizado pocos estudios, detectandose alrededor de 1.4-6,1 por ciento en E. coli, 30-
36.4 por ciento en K. pneumoniae y 0-25 por ciento en K. oxytoca. Es sabido que los
pacientes que cursan con infecciones causadas por organismos productores de BLEE
presentan mayor riesgo de falla al tratamiento antimicrobiano usualmente utilizado,
concentrandose los mayores aislamientos de éstos, en las unidades de pacientes criticos, y
servicios quirdrgicos. Asociado a esto esta el uso indiscriminado de antibidticos de amplio
espectro, en pacientes que presentan aislamientos con bacterias resistentes. Factores
asociados a la presencia de estas enzimas son: hospitalizacion prolongada, permanencia en
unidades criticas, intubacion endotraqueal, ventilacion mecanica, catéter urinario, catéter

venoso, uso previo de antibioticos (35).

En un principio los brotes fueron asociados a cepas productoras de un solo tipo de -
lactamasa, actualmente los brotes se asocian a cepas productoras de multiples B-lactamasas.
Aun no ha sido incorporada a la préctica de rutina en el laboratorio de microbiologia, un
diagnostico efectivo de BLEEs y BLEAs que pueda ser utilizado en la mayoria de los
centros asistenciales. En Guatemala solo algunos hospitales de la capital realizan el
diagnostico de bacterias productoras de BLEEs y BLEAs, basados en las normas de la

NCCLS, careciendo la mayoria de hospitales departamentales de dichas practicas (12, 27).



29

Existen alternativas comerciales de sensidiscos con la combinacién de cefalosporina
de tercera generacion mas acido clavuldnico; asi como métodos comerciales automatizados,

que permiten la deteccion de dichas enzimas (12, 27).

Actualmente, se han descrito alrededor de 190 tipos de BLEEs, y se les ha encontrado
en una variedad de géneros bacterianos de enterobacterias (E. coli y K. pneumoniae
principalmente, pero también descritas en Enterobacter spp, Salmonella spp, Proteus spp,
Citrobacter spp, Morganella morganii, P.aeruginosa, Burkholderia cepacia y
Capnocitophaga ochracea) (35).

9. Vigilancia de la resistencia a los antibidticos.

Las infecciones nosocomiales en todo el mundo representan un alto costo econdémico,
ademds de la mortalidad y morbilidad que pueden causar. Numerosas instituciones
encargadas en el control de las infecciones nosocomiales han sido creadas en todo el mundo
a raiz del problema. Instituciones como la National Nosocomial Infection Surveillance
(NNIS), que reportd mas del 5 por ciento de infecciones agudas en pacientes hospitalizados
en los EEUU, con un promedio de 2 millones de infecciones al afio que representa 2
millardos de dolares anuales ademas de las 20,000 muertes relacionadas por afio con
infecciones nosocomiales. En Espana se crearon los Servicios de Medicina Preventiva y
Salud Publica en los hospitales de la red de la Seguridad Social, con la mision de

desarrollar la epidemiologia hospitalaria (37).

La red de vigilancia PRONARES se implemento6 en Chile en noviembre de 1997, con
el fin de promover la vigilancia de resistencia antimicrobiana en patdgenos prevalentes. Se
ha contado con la participaciéon de 11 centros de diferentes regiones del pais: Iquique,
Valparaiso, Vifia del Mar, Concepcion, Osorno y seis hospitales de la Region metropolitana
(Ezequiel Gonzalez Cortés, Félix Bulnes, San Juan de Dios, San José, Sétero Del Rio y
Barros Luco Trudeau). La forma de procesar las muestras, ha sido mediante las
recomendaciones de la NCCLS, y los resultados se han analizado por medio del programa
de computacion WHONET (disenado para vigilancia), el cual nos permitiera detectar y

monitorear el problema de la resistencia bacteriana (38, 27).
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Las cepas estudiadas son clasificadas como susceptibles, de susceptibilidad
intermedia o resistente segun normas del NCCLS 2000, cuyos parametros estan incluidos

en el programa WHONET (38, 27).

Los resultados del primer semestre de este afio reportan 5.251 cepas de diferentes
sindromes clinicos. En infecciones del tracto urinario (ITU), Escherichia coli (1.088 cepas)
demostr6 alta susceptibilidad a todos los antimicrobianos, Klebsiella (1.000 cepas)
demostré un perfil de resistencia mas elevado, al comparar cepas nosocomiales y de la
comunidad, las primeras mostraron un perfil de mayor resistencia. Mantener una red
nacional de vigilancia de resistencia se hace cada vez mas necesario para orientar el uso

adecuado de antibacterianos y evitar asi que el fendmeno aumente (38).

Otro de los programas puestos en practica para combatir el desarrollo de la
resistencia a los antimicrobianos, es la red de monitoreo/vigilancia de la resistencia a los
antibidticos, que tuvo sus inicios en Argentina a comienzos de 1997. Este programa lo
conforman 20 paises que informan anualmente los porcentajes de resistencia de bacterias
entéricas como Salmonella, Shigella y Vibrio cholerae. En el 2000, la vigilancia se

expandio a otras especies que se encuentran en la comunidad y en hospitales (39).

La evaluacion del desempeio de las instituciones participantes, se lleva a cabo
anualmente por un centro de referencia, el Laboratorio Nacional de Patogenos Entéricos en
Canada, mediante un envio anual de 15 muestras de Salmonella, Shigella y Vibrio cholerae
(cinco de cada una). Ademas, el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas de la
ANLIS "Dr. C.G. Malbran", Argentina, envia un panel de 10 cepas desconocidas, entéricas
y no entéricas, dos veces al ano a Bolivia, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Paraguay,
Pertt y Nicaragua entre otros. A nivel nacional, Guatemala cuenta con numerosos
programas de vigilancia epidemioldgica dirigidos por el Laboratorio Nacional De Salud, los
cuales recopilan informacion anualmente de diferentes instituciones hospitalarias en todo el

pais (37, 39).
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IV. JUSTIFICACION.

La resistencia antimicrobiana que han adquirido las enterobacterias a nivel mundial,
es alarmante, y es la causa de un alto indice de mortalidad que puede avanzar a mayores
consecuencias, de seguir en la misma linea respecto del abuso de los antibitticos, ademas

del dafio econémico que representa para la poblacion.

Las infecciones causadas por bacterias multirresistentes, son observadas
generalmente en pacientes con hospitalizaciones prolongadas por factores que van desde
permanencia en unidades criticas, intubacion endotraqueal, ventilaciéon mecdanica, catéter
urinario, catéter venoso o uso previo de antibidticos, entre otros. En pacientes que se
encuentran exentos de un ambiente hospitalario no es comun esperar que se produzcan
infecciones por bacterias multirresistentes, por lo que es de suma importancia establecer el
nivel de resistencia bacteriana que pueda existir en la poblacién ambulatoria de Guatemala,
asi como investigar los perfiles de resistencia que presentan dichas bacterias, frente a los

antibidticos que generalmente se utilizan para combatir este tipo de infecciones.

El aporte que esta investigacion brinda, se basa en establecer el porcentaje de
resistencia bacteriana mediada por enterobacterias productoras de B-lactamasas de amplio
espectro y de espectro extendido, en pacientes que acuden a la consulta externa de la unidad
periférica del instituto Guatemalteco de seguridad social de la zona 11. Asi como establecer
el comportamiento que dichas bacterias presentan frente a los diferentes antibidticos

empleados.

Actualmente, la ciudad capital, son muy pocas las instituciones que incluyen
metodologias, para deteccion de bacterias multirresistentes dentro de sus procedimientos.
En el area rural, la situacion es atin mas precaria, ya que en los hospitales nacionales no se
cuenta con la metodologia y ademds se desconoce del tema. Es necesario sentar un
precedente que ponga de manifiesto la presencia de enterobacterias multirresistentes en
pacientes ambulatorios, para que se puedan tomar estrategias preventivas y correctivas con

el fin de poder hacer frente a esta situacion.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general.
Establecer la prevalencia de las bacterias productoras de BLEEs y BLEAs, en los
aislamientos de la unidad periférica del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social de

la zona 11.

Objetivos especificos.
Determinar el porcentaje de BLEEs en enterobacterias aisladas de muestras (no
coproldgicas) provenientes de pacientes que asisten a la periférica del Instituto

Guatemalteco de Seguridad Social de la zona 11.
Determinar el porcentaje de BLEAs en enterobacterias aisladas de muestras (no
coproldgicas) provenientes de pacientes que asisten a la periférica del Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social de la zona 11.

Determinar el porcentaje de BLEEs y BLEAs por tipo de muestra.

Determinar la relacion de resistencia antimicrobiana en los aislamientos de las BLEAs y

BLEEs, frente a antibidticos no B-lactdmicos.



V1. HIPOTESIS

Esta investigacion es de tipo descriptivo, por lo que no se plantea hipotesis.

33
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VIlI. MATERIALESY METODOS
A. Universo:
Pacientes con infecciones debidas a enterobacterias, procedentes de la policlinica del IGSS

de la zona 11.

B. Muestra:
Se analizaron 382 cultivos de enterobacterias aislados de pacientes ambulatorios, que
fueron enviados al Laboratorio de Microbiologia de la Policlinica del Instituto

Guatemalteco de Seguridad Social de la zona 11.

C. Recursos:
1. Humanos:
Br. Manuel Antonio N4jera Ceron (Tesista).
Lic. Jorge Matheu (Asesor).

Licda. Patricia de Arroyo (Asesora).

2. Fisicos.
Materiales.

e Botellas de dilucion bacteriologica.
e Bandeja para dilucion bacterioldgica.
e Tubos de ensayo de 13 x 10 mm. con rosca.
e Tubos Ependorf.
e Hisopos estériles.
e Asa bacterioldgica.
e Pinzas de laboratorio.
e Guantes de latex estériles.
e Papel mayordomo.

e Bata blanca.
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Reactivos.

Placas NUC 33 (Uropatogenos), NC 31 (para Gram. negativo), PC21 (para Gram.
positivo)

Cepas ATCC. (E. coli 25922, E. coli 35218, y K. pneumonie 700603).

Placas de agar Muller-Hinton (4mm de espesor) almacenadas de 2 a 8 °C.

Tubos con caldo tripticasa soya (4 a 5 ml.) almacenados de 2 a 8 °C.

Estandar 0.5 de Mcfarland.

Discos de antibioticos comerciales (amoxicilina / acido clavulanico, ceftazidima y
cefotaxima.

Solucion salina estéril al 0.85 %

Equipo.

Incubadora a 35 °C.
Refrigeradora.
Mechero de Bunsen.

Sistema automatizado MicroScan (Date Behring).

MicroScan RENOK (aplacador de liquido de dilucion).

D. Metodologia.

1.

Toma de muestra (procesamiento preliminar. IGSS).

Recepcion de muestra e inoculacion en medios de cultivo indicados (orocultivo:
agar sangre de carnero (ASC), secreciones varias: ASC, agar chocolate (ACho),
agar MacConkey (AMK), urocultivos: agar cromocult).

Incubacion: 37°C/24-48 Hrs. Ambiente microaerofilico para cepas sembradas en
ASC, Cromocult y Acho, ambiente aerobio para cepas sembradas en AMK.
Identificacién de enterobacterias: los aislamientos en los que hubo crecimiento
bacteriano, se procesaron en el MicroScan, tomando las colonias sospechosas de
acuerdo a la morfologia de las mismas y la tincion Gram que presentaron.

(enterobacterias: bacilos Gram negativo, oxidasa negativa).
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Identificaciéon por MicroScan: este aparato realizO numerosas pruebas
bioquimicas que permitieron identificar certeramente a la bacteria estudiada.
Ademas realiz6 un antibiograma con 25 antibioticos en los que se incluyeron
los B-lactdmicos.

Deteccion de BLEEs y BLEAs: el aparato expuso la bacteria contra los
diferentes antibioticos, B-lactamicos y no [B-lactamicos, clasificindola como
resistente, intermedio o susceptible de acuerdo a la concentracion minima
inhibitoria (MIC) que present6. A la vez que indico la sospecha de BLEE. La
confirmacion se realizd utilizando la metodologia propuesta por la NCCLS.
Posteriormente se ingresaron los resultados obtenidos (positivos o negativos)
para que el aparato emitiera un reporte final. La identificacion de BLEAs se
realiz6 mediante la interpretacion del reporte final.

Metodologia propuesta por la NCCLS (Anexo 3).

2. Confirmacion final (LNS):

Transporte de muestras: se trasladaron al LNS, todas las cepas positivas para

BLEA y BLEE, en caldo tripticasa soya.

Almacenamiento de cepas: todas la muestras se resembraron en ASC incubadas

en ambiente microaerofilico durante 24 horas a 37 °C. Las cajas que presentaron

crecimiento, fueron resembradas en caldo tripticasa soya y glicerina, para luego
almacenarlas a -70 °C.

Identificacion de las cepas: a las muestras positivas para BLEEs obtenidas en el

IGSS, se les realizé una identificacion confirmatoria manual tomando en cuenta

los parametros establecidos en el anexo 1.

Realizacién de antibiograma (metodologia):

1. Se realizé una suspension de la colonia en solucion salina, tomando como
base el estandar de Mcfarland 0.5.

2. Con un hisopo estéril, se esparcid la solucion uniformemente por toda la caja
con agar Muller-Hinton, se dejo reposar por aproximadamente tres minutos
antes de colocar los discos de antibidticos.

3. Se coloco a una distancia de 3 cm., los discos de antibiodticos especificos

para bacterias Gram negativo.
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4. Se Incub6 a 37°C/24Hrs. en ambiente microaerofilico.

5. Se midieron los halos de inhibicién observados alrededor de los discos de
antibidticos y se compararon con los resultados tabulados para dicho grupo
de bacterias en las tablas de la NCCLS, y se clasificaron en resistente,
intermedio y susceptible (27).

Confirmacién para BLEEs (esta metodologia propuesta por la NCCLS se

muestra en el anexo 3).

Andlisis de resultados: los resultados obtenidos se ingresaron al programa

WHONET de acuerdo a los siguientes parametros: tipo de muestra,

microorganismo aislado, resultado de antibiograma, y enterobacterias

productoras de BLEE positivas. El andlisis de los resultados se hizo por medio
del programa, el cual realiz6 diferentes frecuencias con las cuales fue posible
graficar los resultados tomando en cuenta los objetivos trazados para la

investigacion.

E. Disefio de la investigacion.

Poblacidn: pacientes con diferentes patologias con muestras de enterobacteria.

Dato poblacional: El # poblacional era desconocido por lo que se asumi6 que es

infinito para el calculo de “n”.

No. de muestra: prevalencia = P (+ a B-lactamasa) = P1: BLEE, y P2: BLEA

Se asumira la maxima variacion posible 62 =0.25
Limite de error de A = 0.05 (5%).

Nivel de confianza: 95%

Programa utilizado: EPI Info V 6.0

n = 382 casos de enterobacterias.

Disefio de muestreo: No probabilistico por cuota.

Andlisis: prevalencia estimada para BLEEs y BLEAs con intervalo de confianza del

95 por ciento en poblacion. Estadistica descriptiva para variables: tipo de muestra,

microorganismo aislado, resultado de antibiograma, y enterobacterias productoras

de BLEE positivas, a través de tablas y graficas.
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IX. RESULTADOS

En el presente estudio se evalud el porcentaje de enterobacterias productoras de
BLEA y BLEE, aisladas a partir de muestras provenientes de pacientes ambulatorios de la
unidad periférica del IGGS de la zona 11. Entre los tipos de muestras que se tomaron en
cuenta se encuentran: orina, exudado de orofaringe, secrecion de oido, secrecion vaginal,
secrecion uretral, secreciones varias y secrecion de ulcera. Se recuperd un total de 382
cepas, aislandose 18 especies de enterobacterias, encontradas de abril a junio del 2004.
Estas enterobacterias son: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Morganella morganii, Klebsiella oxytoca, Citrobacter koseri,
Citrobacter freundii, Citrobacter freundii, Klebsiella ornithinolytica, Serratia marcescens,
Serratia plymuthica, Enterobacter aerogenes, Shigella sonnei, Klebsiella ozaenae,
Escherichia vulneris, Escherichia fergusonii, Proteus penneri, Salmonella paratyphi A. En

la Tabla 1. Se presenta un resumen de los resultados obtenidos en esta investigacion.

Tabla 1. Porcentaje de enterobacterias productoras de BLEA y BLEE por tipo de
muestra.

Enterobacteria # Aislamientos BLEA BLEE Tipo de muestra (cultivo)

A B C D E F G

E. coli 279 159 52265 2 0 10 0 1 1

K. pneumoniae 40 38 2 34 0 0 1 0 5 0
E. cloacae 17 9 0 132 0 1 0 1 0
P. mirabilis 12 4 0 9 0 1 1T 0 1 O
M. morganii 9 8 0 8 0 0 0 1 0 O
K. oxytoca 7 6 1 7 0 0 0 O O O
Otros 18 11 0 13 1.1 1 0 2 0
Total 382 235 5 349 5 2 14 1 10 1

A: orina, B: oido, C: secreciones varias, D: vagina, E: uretra, F: garganta, G: ulcera.
Fuente: datos experimentales.
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En la Tabla 2. Se presenta el porcentaje de BLEA y BLEE por tipo de muestra. Se
observa que el cultivo de orina fue el mas frecuente en presentar aislamientos positivos para
BLEA y BLEE.

Tabla 2. Porcentaje de BLEA y BLEE aisladas por tipo de muestra.

Tipo de cultivo No. de aislamientos BLEA % BLEA BLEE % BLEE
Orina 349 216 57 49 13
Faringe 10 8 2 1 0
Oido 5 2 1 1 0
Vaginal 14 7 2 3 1
Uretral 1 1 0 0 0
Secreciones varias 2 1 0 0 0
Ulcera 1 0 0 1 0
Total 382 235 55

Fuente: datos experimentales.

En la Grafica 1 se observa que las especies aisladas con mayor frecuencia fueron E.
coli (73 %) y K. pneumoniae, (10 %) de un total de 382 aislamientos.

Grafica 1. Aislamientos por enterobacterias.
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Fuente: datos experimentales.
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En la Grafica 2 se presenta el porcentaje general de BLEA y BLEE encontrado en el
total de aislamientos.

Grafica 2. Porcentaje total de BLEA y BLEE en todos los aislamientos.
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Fuente: datos experimentales.

En la Grafica 3 se muestra el porcentaje de BLEA y BLEE observado en base a las
especies de enterobacterias aisladas con mas frecuencia. De los 279 aislamientos de E. coli,

159 de ellos fueron positivos para BLEA (42 % del total de aislamientos) y 52 lo fueron
para BLEE (14 % del total de aislamientos).

Grafica 3. Porcentaje de BLEA y BLEE por enterobacteria.
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Fuente: datos experimentales.
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En la Grafica 4 se presentan los porcentajes de resistencia de BLEA y BLEE,
encontrado en E. coli para antibidticos B-lactamicos. Se observa que los aislamientos
BLEA positivos fueron resistentes a penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda
generacion, mientras que los BLEE positivos lo fueron hasta cefalosporinas de cuarta
generacion y monobactames.

Grafica 4. Porcentaje de resistencia para BLEA y BLEE en antibidticos B-lactamicos.
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BLEE: 52 aislamientos, BLEA: 159 aislamientos.
Fuente: datos experimentales.

En la Grafica 5 se presentan los porcentajes de resistencia de BLEA y BLEE,
encontrado en E. coli para antibidticos no B-lactamicos. Se observa que Amikacina fue el

antibidtico no B-lactamicos con mejor efectividad.

Grafica 5. Porcentaje de resistencia de BLEA y BLEE en antibidticos no B-lactamicos.
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

En los ultimos afios, el problema de la resistencia a los antimicrobianos se ha
analizado con mayor interés en muchos paises. Es un problema grave, de alcance mundial
que va en aumento. Los mecanismos de resistencia bacteriana son cada vez mas complejos
y variados, dando como resultado el surgimiento de nueva resistencia antibiotica.
Concentrando la problematica mundial con respecto al aparecimiento de cepas
multirresistentes a antibidticos, el objetivo de este estudio es evaluar la presencia de BLEAs

y BLEEs en cepas de enterobacterias aisladas en una clinica de consulta externa.

En la tabla 1, se presenta un esquema general del porcentaje de BLEA y BLEE por
tipo de muestra segun las enterobacterias mas frecuentes y en la tabla 2, se presentan dichos
porcentajes pero orientados al tipo de muestra. Se determino, que el cultivo de orina,
ademds de ser el mas frecuente, fue en donde se encontré mas presencia de BLEA y
BLEE. Este resultado concuerda con lo esperado, ya que en la periférica del IGSS de la
zona 11, solo se atienden a pacientes de consulta externa. En dichos pacientes
(ambulatorios), las infecciones de vias urinarias, son frecuentes y se atienden normalmente
en cualquier época del afio. Aunque no es parte de la investigacion determinar de donde se
adquiri6 la resistencia antimicrobiana, se propone que en algunos casos, existe una mala
relacion al momento de tratar infecciones en suero de la misma forma en la que trata
infecciones en liquidos corporales o tejidos donde las concentraciones alcanzadas por el
antibidtico no son las mismas. Se recomienda que en estudios posteriores se establezca la
procedencia de resistencia antimicrobiana relacionada con pacientes ambulatorios, donde se
haga uso de parametros establecidos previamente como ficha médica o acceso al historial
médico del paciente. Se considerd importante detallar esta informacion, para que de esta
manera, se pueda prevenir brotes de enterobacterias resistentes por medio de acciones como
la implementacion de protocolos en instituciones medicas, que busquen erradicar la

resistencia antimicrobiana.
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En la grafica 1, se observa el porcentaje de enterobacterias aisladas durante esta
investigacion. Como se puede observar en la grafica, las enterobacterias halladas con mayor
frecuencia fueron: E .coli con 279 aislamientos que corresponden al 73 % y K. pneumoniae
con 40 aislamientos que corresponden al 10 %. Se propone que las enterobacterias que
predominaron mayoritariamente y que ademads aportaron la mayoria de aislamientos con
resistencia antimicrobiana BLEA y BLEE, son de facil distribucion e incluso son parte de
la microbiota normal del ser humano. En el caso de Klebsiella pneumoniae y Klebsiella
oxytoca, la produccion de BLEAs, se produjo mediante un mecanismo natural presente en
estas especies. E. coli, en cambio, adquiere su resistencia naturalmente, por medio del

mecanismo llamado Amp-C de tipo basal (43).

En la gréfica 2, se observan los porcentajes generales de BLEA y BLEE en los 382
aislamientos. Se establecio que el porcentaje de BLEAs (62%) fue de mas de cuatro veces
el porcentaje de BLEEs (14%). Esto se debe a que el tipo de pacientes que se muestreo fue
ambulatorio. Se asumid6 que en la poblacion se encontraria poca resistencia,
preferentemente del tipo BLEA ya que en condiciones intra hospitalarias, la resistencia por
BLEEs, es mas comun encontrarla (14-35). De cualquier manera si se determiné un
porcentaje significativo de BLEEs. Debido a que no se cuenta con estudios similares
realizados anteriormente que revelen la existencia de BLEAs y BLEEs en la poblacion
ambulatoria, no es posible asociar si el porcentaje de resistencia encontrado en este estudio,

se presenta elevado.

En la gréafica 3, se muestra el porcentaje de BLEA y BLEE hallados por especie de
enterobacteria. E. coli fue el microorganismo que se aislé con mayor frecuencia y el que
presento los mayores porcentajes de resistencia debidos a BLEEs. Tal como se establece en
la literatura, E. coli puede obtener una resistencia mas compleja, por medio de plasmidos
provenientes de otras especies, o por mutacion. De esta manera es capaz de producir
BLEEs; ademas de tener una mayor diseminacion en el hombre que cualquiera de las otras
enterobacterias. Las especies de Klebsiella fueron en segundo lugar, las mas frecuentes en
presentar resistencia por BLEA. Las demds enterobacterias no incidieron de forma

significativa en los resultados (24-26, 29-30).
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En la grafica 4, se presentan los porcentajes de resistencia de BLEA y BLEE,
encontrado en E. coli para antibidticos B-lactamicos. Se puede observar, que el grupo de
penicilinas (Ampicilina, Piperaciclina y Ticarcilna) fue el mdas afectado, mostrando
resistencias absolutas tanto para BLEA como para BLEE. Es de esperarse que debido a la
amplia distribucion que se le ha dado a este grupo de antibidticos con el transcurrir del
tiempo, haya inferido en que su espectro antimicrobiano esté en descenso, por lo que de
seguir con esta postura, podrian caer en desuso (11-15). Los inhibidores de B-lactamasas
empleados en esta investigacion fueron: Acido Clavulanico, Sulbactam y Tazobactam. Se
pudo determinar que el mas efectivo de ellos fue el Acido Clavulanico siendo este, el que
menor porcentaje de resistencia presento tanto para BLEA como para BLEE. La
combinacion de Ampicilina y Sulbactam fue la menos efectiva, mientras que en las demas
combinaciones mostradas se pudo observar una disminucion significativa del porcentaje de
resistencia de las cepas productoras de BLEA y BLEE. Este comportamiento nos lleva a
concluir que la resistencia hacia el grupo de penicilinas fue sin lugar a dudas producida por
B-lactamasas, ya que se observd una disminucion del porcentaje de resistencia con la

combinacion de inhibidores de estas enzimas.

Las cepas de E. coli productoras de BLEA que se expusieron a el grupo de
cefalosporinas presentaron un comportamiento tipico de BLEA, en donde Cefalotin
(cefalosporina de 1lra generacion), fue la mas afectada del grupo completo de
cefalosporinas, presentando una diferencia de porcentaje relativamente alta con relacion a
su homénimo Cefazolin (cefalosporina de 1ra generacion). Cefuroxima (cefalosporinas de
2da generacion), presentd un porcentaje de resistencia menor en mas de 4 veces al
porcentaje de resistencia observado en Cefazolin. Para las cefalosporinas de 3ra
(Ceftazidima y Cefotaxima) y 4ta generacion (Cefepime), el porcentaje de resistencia fue
bastante bajo, por lo que se podria concluir que no se vieron afectadas significativamente.
Aztreonam (monobactam) presento un porcentaje de efectividad de 56 por ciento por lo
que se recomienda como opcion terapéutica contra aquellas cepas que presentan resistencia
baja, antes de recurrir a antibioticos de mayor espectro. Imipenem fue el antibiotico -

lactamico mas efectivo, presentando un porcentaje de efectividad absoluto.
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Las cepas de E. coli productoras de BLEE, presentaron un comportamiento
marcadamente mas resistente que las productoras de BLEA. Con respecto al grupo de
penicilinas, la resistencia fue total. Se observd ademas, que ninguna de las diferentes
generaciones de cefalosporinas, fue capaz de inhibir a dichas cepas, dando como resultado
de la misma forma que con las penicilinas, una resistencia absoluta, que muestra el
comportamiento caracteristico de BLEE en dichas cepas. La familia de monobactames
(Aztreonam), corrid con la misma suerte que las familias mencionadas anteriormente,
denotando resistencia total. De la familia de carbapenemes, el Imipenem fue el antibidtico
mas efectivo de todos los B-lactamicos y ademas de los no PB-lactamicos, probando su
efectividad tanto para cepas productoras de BLEA como de BLEE, por lo que se sigue

tomando como la opcion terapéutica mas contundente.

En la grafica 5, se presentan los porcentajes de resistencia de E. coli productoras
de BLEEs y BLEAs, contra antibioticos no B-lactamicos. La Tetraciclina fue el antibiotico
no [-lactdmico menos efectivo tanto para BLEEs como para BLEAs, seguido de
Trimetroprim Sulfametoxazol en donde también se observd un porcentaje de resistencia
elevado. Puede deberse a que ambos antibioticos al igual que las penicilinas, cuentan con
una amplia distribucion dentro de la comunidad. En el caso de BLEAs, del grupo de
antibidticos aminoglucosidos, Amikacina fue el mas efectivo, mientras que Gentamicina y
Tobramicina presentaron un porcentaje de resistencia tres veces mayor al de Amikacina. En
general, del grupo de los aminoglucésidos se obtuvo una resistencia antimicrobiana baja,
concluyendo que ésta familia tiene mayor efectividad que los antibioticos B-lactdmicos a
excepcion de Imipenem. Levofloxacin (quinolona), y Gatifloxacin presentaron ambos un
porcentaje bajo de resistencia. La Nitrofurantoina presentd una resistencia antibidtica
aceptable similar a los antibidticos mencionados anteriormente. En el caso de las BLEEs, el
comportamiento antimicrobiano fue similar entre las diferentes familias de antibioticos no
B-lactdmicos, con una variacion de casi el doble en cuanto a la resistencia general que

presentaron con relacion a las BLEAs.
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XI. CONCLUSIONES

El porcentaje de BLEAs encontrado (62 %), fue mas de cuatro veces mayor al porcentaje

de BLEEs (14 %) obtenido en el total de aislamientos.

E. coli, fue la enterobacteria con mayor porcentaje de aislamientos positivos para BLEA

(42 %) y BLEE (14%) de un total de 382 aislamientos.

El cultivo de orina fue el tipo de muestra, donde se aislé el mayor porcentaje de cepas de

enterobacterias productoras de BLEAs y BLEE:s.

De los inhibidores B-lactamico evaluados en este estudio, el Acido Clavulanico fue el mas

efectivo de los inhibidores utilizados.

Ampicilina fue el antibidtico B-lactimico menos efectivo, siendo 100 % resistente para

BLEAs y BLEEs.

Imipenem fue el antibidtico mas efectivo, tanto de los B-lactamicos como los no [3-

lactamicos, con 100 % de susceptibilidad antimicrobiana

Tetraciclina con 100 % de resistencia, fue el antimicrobiano menos efectivo de los

antibioticos no B-lactamicos.

Amikacina fue el antibidtico mas efectivo tanto para BLEA como para BLEE de los

antibidticos B-lactamicos como los no B-lactdmicos, a excepcion de Imipenem.



47

XIl. RECOMENDACIONES

Proveer informacién que se pueda utilizar en la formulacion de protocolos de vigilancia
epidemioldgica para resistencia antimicrobiana dentro de la institucion, con el fin de
concientizar al personal hospitalario para que colaboren a disminuir la resistencia

antimicrobiana dentro de la comunidad.

Promover la utilizacion de controles de calidad internos mediante el uso constante de cepas

ATCC con patrones de susceptibilidad conocidos.

Establecer un nexo estrecho con los demas laboratorios de la instituciéon o con cualquier
otra institucion que funja como laboratorio de referencia, en donde se evaltien con otras
metodologias, cepas que presenten comportamientos anormales frente a antibidticos claves

como Imipenem, para su confirmacion.
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Anexo 1.
Tabla 1. Patrones de reaccion bioquimica en pruebas primarias para enterobacteriaceas comunes de importancia médica. (5, 10).

Citrobacter Enterobacter Escherichia Klebsiella Morganella Proteus Providencia Salmonella Serratia Shigella

Arginina + + - - - - - T :
Citrato 2+ + ; + ] + + + + )
DNAsa 5 - ; ; ; - ] ] + )
Gas + + + + + + + + + -
Glucosa + + + + + + + + + +
H2S + - - - - + - + - -
Indol + - + + + - + - . +
Lisina - + + + - + - + + -
Motilidad + + + - + + + + + }
Ornitina + - * - + + - + + +
Fenilalanina - + - - + + + ) ) ]
Sacarosa * - + + - + + - + 3
Ureasa - + - + + + + . } )
VP - A - + - - - - + -
!TSIplano  °Alk (A) AG *A(AIK) A Alk Alk Alk Alk Alk (A) Alk
Inclinado A°G AG AG AG AG AG A;G A A
Fondo

+ = Variable; 2+ = la mayoria (en general = 90%) positivas; *- = unas cuantas cepas (en general >10%) positivas; *A = acido (amarillo); °G = gas;
®Alk = alcalino, "VP = Reacci6n de Voges-Proskauer, °TSI = Triple agar hierro az(car.




Anexo 2.

Tabla 2. Clasificacion de los antibiodticos de acuerdo al mecanismo antimicrobiano (11-12).

Mecanismo de accién Antibiéticos Relacionados

Inhibicién de la sintesis de la pared celular.  Penicilinas, cefalosporinas, monobactames,

Carbapenemes y peptidicos.

Alteracion de la permeabilidad celular. Polienos, polimixinas e imidazoles.
Inhibicidn de la sintesis proteica. Tetraciclinas, aminoglucésidos, anfenicoles,
macroélidos.
Inhibicién de la sintesis de ADN y ARN. Quinolonas, ansamicinas, sulfonamidas y
diaminopirimidinas.
Anexo 3.

Tabla 3. Prueba de confirmacion para -lactamasas de espectro extendido K. pneumoniae,
K. oxytoca y E. coli (27).

Medio de cultivo Agar Mueller Hinton
Concentracion de los Ceftazidime, 30 pg.
discos Ceftazidime/acido clavulanico 30 pg.

Cefotaxima pg.
Cefotaxima/acido clavulanico pg.
Recomendaciones del método estandar de difusion de discos de agar (0.5

Condiciones de Macfarland)
inoculacién 35 °C, durante 16-18 horas.
. Un incremento =2 5 mm. En el didmetro de la zona de cualquiera de los
Incubaciéon e . L, , . , .
agentes antimicrobianos probados, en combinacién con acido clavulanico
Resultados

versus la zona del antimicrobiano, cuando esta solo = BLEE. E;.
Ceftazidime: 16mm, Ceftazidime/ac. Clavulanico: 21 mm.
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