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Resumen

Objetivo.  Determinar  la  resistencia  antimicrobiana  y  detectar  beta-

lactamasas  de  espectro  extendido  (BLEE´s)  de  uropatógenos  aislados  en 

pacientes ambulatorios, para inferir las opciones terapéuticas de manejo inicial 

en condiciones de alta resistencia. Métodos. Estudio de corte transversal entre 

julio de 2006 y junio de 2007, en pacientes de una institución privada,  con 

edades  de 3 años. La identificación y susceptibilidad de los microorganismos≥  

se  efectuó  en  un  sistema  automatizado,  excepto  para  la  sensibilidad  a 

fosfomicina trometamina, que se efectuó por el método de difusión en placa. La 

determinación  de  BLEE´s  se  realizó  por  método  automatizado,  difusión  en 

placa y PCR. Resultados. De 1685 especimenes de orina, la muestra final fue 

de  257  (15.3%)  cultivos  positivos,  de  215  (83.7%)  mujeres  y  42  (16.3%) 

hombres.  La  resistencia  global  fue  la  siguiente:  ampicilina,  68.4%; 

amoxicilina/ácido clavulánico, 19.5%; ciprofloxacina, 36.3%; cefalotina, 64.7%; 

ceftriaxona,  12.2%;  cefuroxima,  18.7%;  nitrofurantoína,  19%; 

trimetoprim/sulfametoxazol,  53.4%;  fosfomicina  trometamina,  0.8%;  y 

gentamicina 18.9%. El  germen más frecuente fue  Escherichia  coli,  con 203 

(79%) aislamientos; la resistencia específica de esta especie fue semejante a la 

global.  De  173  cepas  estudiadas  se  confirmó  la  presencia  de  BLEE´s  por 

difusión en placa en 20 (11.6%) cepas de E. coli. La PCR para la determinación 

de  BLEESHV resultó  positiva  en  9  (5.2%)  cepas;  de  éstas,  6  fueron  K. 

pneumoniae y 3 E. coli; seis aislados presentaron el tipo SHV-12 y tres el SHV-

76.  Conclusiones. Los  laboratorios  de  microbiología  deben  realizar  la 



búsqueda de BLEE´s para informar al clínico opciones de manejo terapéutico y 

conocer su prevalencia. La tasa de resistencia a los antibióticos comúnmente 

utilizados es alarmante y se cuenta con pocos antibióticos para el tratamiento 

empírico  de  las  IVU  de  la  comunidad;  para  controlar  el  problema,  las 

autoridades de salud deben regular el uso indiscriminado de antibióticos.  

Palabras clave: resistencia, antibióticos, infección urinaria, beta-lactamasas.



1. Introducción

Las  infecciones  de  vías  urinarias  (IVU)  por  bacterias  son  las  más 

comunes  en  los  pacientes  ambulatorios.  Predominan  en  mujeres  y  en  su 

mayoría son causadas por Escherichia coli (1). Hasta hace algunas décadas, el 

manejo de las IVU en estos pacientes era sencillo, pues se contaba con varias 

opciones terapéuticas eficaces por vía oral. Sin embargo, cuando existen tasas 

altas de resistencia,  se vuelve difícil  la  selección empírica de un antibiótico 

antes de contar con un resultado de cultivo y susceptibilidad a los antibióticos. 

La resistencia a los antibióticos de los microorganismos causales de IVU de 

pacientes ambulatorios es un buen centinela de la resistencia en la comunidad; 

Le y Miller sugieren que un punto crítico de la relación costo-beneficio en IVU 

se  alcanza  cuando el  porcentaje  de  E.  coli resistente  a  trimetoprim-

sulfametoxazol (TMP-SMZ) supera el 20% (2). 

La resistencia a los antimicrobianos en la comunidad muestra un patrón 

relacionado con la geografía política mundial. Los niveles de resistencia son tan 

elevados que la mayoría de los autores lo consideran como un problema de 

salud pública, particularmente en países en vías de desarrollo (3-7).



2. Marco teórico

     2.1 Antecedentes

Se conocen varias causas del incremento en la resistencia, tales como: 

1)  prescripción  y  venta  indiscriminada  de  antibióticos  para  uso  humano  y 

animal; 2) resistencia cruzada entre antibióticos del mismo grupo, e incluso, de 

grupos  diferentes;  3)  hospitalización  reciente;  4)  IVU  recurrentes  y 

multitratadas; y 5) viajes a países con tasas de resistencia elevadas, debido a 

la colonización fecal (8, 9). 

Debemos considerar que las bacterias cuentan con mecanismos para 

generar  resistencia,  tales  como:  1)  la  conjugación  entre  microorganismos 

emparentados o no, con el intercambio de plásmidos promiscuos que permite, 

entre otras cosas, la producción de enzimas, tales como las beta-lactamasas; 

2) la transducción mediada por bacteriófagos; y 3) la transformación, donde la 

simple  lisis  libera el  DNA que será captado por  una bacteria  receptora.  La 

conjugación  es  un  mecanismo  de  alto  impacto  clínico  pues  las  beta-

lactamasas, localizadas principalmente en plásmidos, hidrolizan el anillo beta-

lactámico e inactivan a la penicilina y sus derivados. Si consideramos que los 

betalactámicos son los antibióticos más utilizados, podremos ponderar mejor la 

importancia de estas enzimas. 

La primera beta-lactamasa fue identificada en los 1940´s, pero a partir 

de  1983  se  determinó  un  nuevo  tipo  de  beta-lactamasas  producidas  por 

Klebsiella spp. y E. coli que podían hidrolizar a las oximino-cefalosporinas y se 

les denominó como beta-lactamasas de espectro extendido o ampliado (BLEE

´s) (10); la primera de estas enzimas fue la SHV-2, aislada en Alemania de una 



cepa de K. ozaenae. Se han descrito más de 200 tipos diferentes designados 

por nomenclaturas y difieren sólo por algunos aminoácidos (11).

Las  BLEE´s están  distribuidas  a  nivel  mundial  en  varios 

microorganismos; su prevalencia ha ido en aumento y varían de un país a otro 

e  inclusive  de  una  institución  a  otra.  Las  BLEE´s fueron  inicialmente 

descubiertas en aislados clínicos de hospitales pero ya se ha informado su 

presencia en la comunidad (12). Actualmente, las  BLEE´s más comunes son 

los tipos SHV y TEM; la primera es la más frecuente en los aislados clínicos 

(sangre, orina, secreción de heridas y esputo) (13). 

Existen  diferentes  clasificaciones  para  las  BLEE´s:  a)  la  molecular, 

según Amber; b) la basada en el sustrato y la localización de codificación del 

gen de la beta-lactamasa, según Richmond y Sykes; y c) la más reciente, que 

incluye las propiedades bioquímicas de la enzima, la estructura molecular y la 

secuenciación  nucleotídica  de  sus  genes;  éstas  se  organizan  en  grupos 

funcionales descritos por Bush, Jacoby y Medeiros (14). Las TEM y las SHV 

generalmente se encuentran en especies de  E. coli y  K. pneumoniae; otros 

tipos de BLEE´s son CTX-M y Toho, OXA, PER, CME, SFO, GES y VEB (15).

La resistencia a los nuevos beta-lactámicos por beta-lactamasas surge 

rápidamente; además se incrementa debido a que los genes que codifican para 

las BLEE´s se encuentran en casets con otros genes que codifican para la 

resistencia  de  aminoglucósidos,  tetraciclinas,  cloranfenicol,  TMP/SMZ  y 

fluoroquinolonas.  Por  fortuna,  las  bacterias  productoras  de  beta-lactamasas 

son susceptibles a los inhibidores de las beta-lactamasas tales como el ácido 

clavulánico, sulbactam y tazobactam, que actúan destruyendo la pared celular 



y son clasificados como bactericidas.

Los  riesgos  de  infección  o  colonización  por  microorganismos 

productores de BLEE´s en los hospitales incluyen la estancia en la unidad de 

cuidados intensivos, cirugía reciente, presencia de catéteres intravasculares o 

urinarios,  hemodiálisis,  colonización  intestinal,  estancia  intrahospitalaria 

prolongada,  el  bajo  peso  en  recién  nacidos  y  la  exposición  a  cualquier 

antibiótico, pero especialmente la exposición a antibióticos beta-lactámicos de 

espectro extendido. Para infecciones en la comunidad, existen factores tales 

como la diabetes mellitus, el uso previo de quinolonas, las IVU recurrentes, las 

hospitalizaciones previas y la edad (16).

La  detección  de  BLEE´s en  cepas  aisladas  en  el  laboratorio  de 

microbiología  es  de  gran  utilidad  para  la  terapéutica,  la  epidemiología  y  el 

control de infecciones. Existen métodos bioquímicos, fenotípicos y moleculares 

para su detección. Los métodos fenotípicos son los más utilizados y de éstos el 

de  doble  disco.  Los  métodos  moleculares  son  útiles  para  la  confirmación 

definitiva  y  permiten  caracterizar  los  genes implicados en la  resistencia  del 

microorganismo. En los métodos bioquímicos están el isoelectroenfoque (IEF), 

el análisis de perfil de antibióticos y la cinética enzimática. Entre los métodos 

fenotípicos  están  los  siguientes:  1)  la  aproximación  de  doble  disco;  2)  la 

combinación de disco, en donde se requiere el uso conjunto de cefotaxima y 

ceftazidima, solas y en combinación con ácido clavulánico; un diámetro del halo 

de inhibición ≥ 5mm con cualquiera de los agentes antimicrobianos analizados 

en combinación con el ác. clavulánico vs. el tamaño del halo de inhibición que 



se produce alrededor del disco con un solo antibiótico, confirma la detección de 

BLEE´s;  3)  los  métodos  automatizados,  como  el  sistema  Microscan que 

utiliza un panel de microdiluciones en caldo; y 4) los métodos moleculares, los 

cuales son utilizados cuando ha sido confirmado el fenotipo de BLEE´s; entre 

ellos tenemos: a) la reacción de la polimerasa en cadena (PCR), la cual es fácil 

de  realizar,  está  bien  estandarizada  y  con  la  posterior  secuenciación  del 

producto, este método se considera como el “estándar de oro”; b) sondas de 

DNA;  c)  polimorfismo  conformacional  de  cadena  sencilla-PCR;  d)  PCR 

“multiplex”; e) oligotipificación; f) reacción de la ligasa en cadena; g) “Southern 

blot”;  h)  hibridación  de  colonias  in  situ;  i)  determinación  de  perfiles  de 

plásmidos y conjugación de plásmidos (13, 15, 17).

Las  implicaciones  clínicas  por  no  detectar  BLEE´s son  la  falla  en  el 

tratamiento;  y  en  caso  de  su  detección,  se  debe  informar  que  la  cepa  es 

resistente a penicilinas, cefalosporinas y aztreonam, independientemente del 

resultado de su susceptibilidad, para evitar un mal manejo terapéutico. 

En  el  presente  estudio  nos  propusimos  determinar  la  resistencia  de 

uropatógenos  aislados  en  un  grupo  de  pacientes  ambulatorios  de  una 

institución  médica  privada  de  la  ciudad  de  México.  Con  esta  información, 

tratamos de inferir las opciones terapéuticas de manejo inicial en condiciones 

de  alta  resistencia  y  determinamos  la  prevalencia  de  SHV  en  E.  coli  y 

Klebisella spp. mediante métodos fenotípicos y moleculares las cuales no se 

han estudiado previamente en aislados de la comunidad. El conocimiento de la 

prevalencia de las BLEE´s será útil para guiar el manejo de las infecciones en 



vías urinarias y permitirá abordar racionalmente el problema de la resistencia a 

los antibióticos en la comunidad.



3. Justificación

Existen  informes  de  prevalencia  de  resistencia  a  los  antimicrobianos 

utilizados  en  IVU  de  más  del  20%  y  contamos  con  pocas  opciones  de 

tratamiento. Se desconoce la prevalencia de BLEE´s en E. coli y Klebisella spp.  

obtenidas de infecciones urinarias de la comunidad. El conocimiento de la tasa 

de prevalencia servirá para guiar el manejo de las infecciones de vías urinarias 

y  permitirá  abordar  racionalmente  el  problema  de  la  resistencia  a  los 

antibióticos en la comunidad.

4. Planteamiento del problema

     ¿Cuál  es  la  prevalencia  de  resistencia  a  los  antimicrobianos  más 

comunes y de las beta-lactamasas de espectro extendido en enterobacterias 

de infecciones urinarias de la comunidad? 



5. Objetivos

5.1. Objetivos generales

Conocer  la  prevalencia  de  resistencia  a  los  antimicrobianos  más 

utilizados y de las BLEE´s en enterobacterias aisladas de infecciones urinarias 

de la comunidad. 

       5.2. Objetivos particulares 

5.2.1. Determinar la prevalencia de BLEE´s por: 

m) Determinación  de  la  concentración  mínima  inhibitoria  (CIM)  a 

antibióticos en un sistema automatizado.

n) Confirmación  de  la  presencia  de  BLEE´s por  método  de 

combinación  de  cefalosporinas/ácido  clavulánico  en  placa  de 

agar.

5.2.2. Determinar el tipo de BLEE´s en aislados clínicos de infecciones 

de vías urinarias mediante la amplificación del gene SHV con la 

reacción de la polimerasa en cadena (PCR) y la secuenciación de 

los productos amplificados.

5.2.3. Comparar los métodos fenotípicos y genotípicos para la detección 

de las BLEE´s en aislados clínicos de infecciones urinarias.



6. Método

6.1. Tipo de estudio

Ensayo de corte transversal

6.2. Universo y muestra del estudio

Se tomaron especimenes de orina en pacientes ambulatorios del Centro 

Médico ABC, durante el período de julio de 2006 a enero de 2007, para realizar 

urocultivo y pruebas de susceptibilidad a antibióticos.

6.3. Criterios de inclusión

Se  incluyeron  especimenes  de  orina  de  chorro  medio  de  pacientes 

ambulatorios  con edades iguales  o  mayores  de  3  años y  que no hubieran 

estado hospitalizados durante los 30 días previos. En aquellos pacientes que 

tuvieron  más  de  un  cultivo  positivo,  sólo  se  incluyó  el  primer  aislado.  Al 

reclutamiento de los pacientes se anotaron los datos generales  que incluyen 

edad, género, y número de identificación (Ficha 1).

6.4. Criterios de exclusión

 Se excluyeron las muestras de pacientes con sonda urinaria.



6.5. Metodología

Cultivo  de  especimenes  de  orina de chorro  medio.  Las  muestras 

fueron tomadas en condiciones asépticas por chorro medio. Se inoculó 1 µL de 

cada muestra en medio de agar sangre y agar MacConkey. Los medios fueron 

incubados a 37 °C  durante 24 horas. Se consideraron como cultivos positivos 

aquellos  que tuvieran desarrollo  monomicrobiano igual  o  mayor  de 100,000 

unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. Se excluyeron del análisis: 1) los 

aislados  probables  contaminantes  de  las  especies  de  Difteroides,  

Streptococcus viridans,  y estafilococo coagulasa negativa (con excepción de 

Staphylococcus saprophyticus) (18); y 2) las levaduras. 

6.5.1. Procedimientos para la identificación y susceptibilidad de los 

aislados clínicos 

La  identificación  de  los  microorganismos  se  efectuó  en  el  panel  de 

pruebas bioquímicas del sistema comercializado Microscan® (Dade Behreing, 

Sacramento  CA.,  E.  U.  A.)  (Figura  1);  además,  de  la  adición  de  pruebas 

bioquímicas convencionales en casos particulares, en donde los aislados no 

fueron  identificados  apropiadamente.  Las  pruebas  de  susceptibilidad  se 

realizaron  por  microdilución  con  el  sistema  Microscan  siguiendo  las 

instrucciones del fabricante. Para los bacilos gramnegativos se utilizó el panel 

Combo  6®  (Figura  2),  que  incluye  los  siguientes  antibióticos:  amikacina, 

amoxicilina-ácido  clavulánico,  ampicilina-sulbactam,  ampicilina,  cefazolina, 

ceftazidima,  ceftriaxona,  cefuroxima,  cefalotina,  ciprofloxacina,  gentamicina, 



lomefloxacina,  nitrofurantoína,  norfloxacina,  ofloxacina,  piperacilina,  SMZ, 

tetraciclina, tobramicina, TMP-SMZ y TMP. Para Pseudomonas aeruginosa se 

excluyeron los antibióticos betalactámicos sin actividad para este germen, así 

como tetraciclina y sulfas. Para los enterococos se utilizó el panel Combo 12®, 

que incluye los siguientes antibióticos: ampicilina, ciprofloxacina, estreptomicina 

sinérgica,  gentamicina  sinérgica,  nitrofurantoína,  norfloxacina,  penicilina, 

rifampicina, tetraciclina y vancomicina. 

La susceptibilidad a fosfomicina trometamina se efectuó utilizando discos 

de 200 g (Oxoid®; Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) utilizando el métodoμ  

de difusión en placa de agar (Kirby-Bauer) como se describe a continuación: la 

cepa se resembró en agar sangre y fue incubada a 37 °C;  se inoculó 1 ó 2 

colonias  en  solución  salina  estéril  ajustando  a  una  turbidez  de  0.5  de  Mc 

Farland.  Para  inocular  el  medio de  cultivo  de  Muller-Hinton  se  introdujo  un 

hisopo estéril en la suspensión y se giró varias veces, y antes de sacarlo se 

presionó contra las paredes del tubo para exprimir el excedente. Se inoculó el 

agar  en  forma  uniforme  rotando  el  hisopo  repitiendo  el  proceso  en  tres 

ocasiones. El agar se dejó secar y antes de 15 minutos se colocó el disco con 

una pinza y se incubó a 37 °C;  a las 24 horas se examinó y se midió el halo de 

inhibición  (Figura  3).  La  interpretación  del  halo  de  inhibición  fue:  ≥16  mm, 

sensible;  de 13 a 15 mm, intermedio;  y 12 mm resistente. Estos halos de≤  

inhibición equivalen a la CIM 128 para aislado sensible y 256 g/mL para≤ ≥ μ  

aislado resistente (19, 20).



6.5.2. Procedimientos para la confirmación de BLEE´s

a) Susceptibilidad  antimicrobiana  por  el  método  de 

combinación de cefalosporina/ácido clavulánico en placa de 

agar.  Se  utilizaron  discos  de  ceftazidima  (30  g),  y  deμ  

ceftazidima-ácido clavulánico (30-10 g), cefotaxima (10 g) y deμ μ  

cefotaxima-ácido  clavulánico  (30-10  g)  (BD  BBL®  Sparks,μ  

Maryland, E. U. A), utilizando el método de Kirby-Bauer como se 

muestra  en  la  Figura  4.  Un  aislado  es  productor  de  BLEE´s 

cuando  el  diámetro  del  halo  de  inhibición  es  ≥ 5mm  con 

cualquiera  de  los  agentes  antimicrobianos  analizados  en 

combinación con el ácido clavulánico vs. el tamaño del halo de 

inhibición al ser analizados por sí solos (17).

a) PCR para la determinación de BLEESHV. Las cepas de E. coli y 

K.  pneumoniae se  resembraron  en  agar  MacConkey  y  se 

incubaron  24  horas  a  37  °C.  Se  extrajo  el  DNA  bacteriano 

colocando una asada de colonias en 100 L de la solución bufferμ  

TE (Tris-EDTA 10:1 mM), se mezcló en el vórtex y se colocó en 

baño seco por 10 min a 95 ºC; posteriormente, se centrifugó a 

8000  rpm por  2  minutos.  Del  sobrenadante  se  utilizaron  5  Lμ  

como DNA templado. Se utilizaron los siguientes iniciadores para 

la mezcla: SHV-F (5’-AACGGAACTGAATGAGGCGCT), y SHV-R 

(5’-TCCACCATCCACTGCAGCAGCT)  (Invitrogen  ®  Brasil) 



previamente  probados  (21).  Las  condiciones  de  la  reacción 

fueron: volumen total de la reacción 50 µL, buffer de reacción 1×, 

MgCl2 1.5 mM, deoxinucleótidos trifosfatos (dNTP’s) 200 µM, 10 

pmol/µL  de  cada  uno  de  los  oligonucleótidos  y  1.5  U  de  Taq 

polimerasa. La amplificación se llevó a cabo en un termociclador 

(MJ Researches Inc., Watertown, Mass, E. U. A) (Figura 5), con 

las siguientes condiciones: 1)  desnaturalización inicial a 94 °C,  

por 5 min; 2) en 35 ciclos: desnaturalización a 94 °C,  por 1 min; 

alineamiento de los iniciadores, 62 °C,  por 1 min, y extensión o 

polimerización a 72 °C,  por 1 min; 3) extensión final a 72 °C,  por 

10 min. Se incluyeron: un control positivo, DNA de una cepa de K. 

pneumoniae bien caracterizada que presenta BLEESHV y un control 

negativo  de  reactivos  sin  DNA.  Para  la  observación  de  los 

amplicones, se tomaron 8  µL de cada producto amplificado y se 

corrieron  por  electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  2%  en 

amortiguador TBE 0.5× a 100 Volts durante 60 minutos (Figura 6). 

Posteriormente,  el  gel  fue  teñido  con  bromuro  de  etidio  y  se 

observó en transiluminador con luz ultravioleta. Se tomó fotografía 

en una cámara Polaroid (MP4, Cambridge, Mass, E. U. A) (Figura 

7).

b)  Secuenciación  de  los  productos  amplificados.  Para 

corroborar el tipo de BLEESHV, se realizó la secuencia nucleotídica 



de un  fragmento de 141 pb el cual está contenido en el gen SHV. 

Los productos de PCR fueron probados en un gel de agarosa al 

2% y teñidos con bromuro de etidio (0.5µg/mL) para observar la 

banda de 141 pb. Los productos de PCR fueron purificados para 

eliminar el exceso de nucleótidos y de oligonucleótidos  (Qiaquik 

Gel Extraction, Quiagen, Stanford, CA, E. U. A). La reacción de 

secuenciación de los productos purificados se hizo con el equipo 

de  secuenciación  fluorescente  (Perkin  Elmer,  Foster  City,  CA, 

E.  U.  A)  y  secuenciados  directamente  en  un  secuenciador 

automatizado Applied Biosystems 373 A (Perkin Elmer), según las 

instrucciones del fabricante.

c)  Análisis de secuenciación.  Se realizó alineamiento entre las 

secuencias  de  los  aislados  en  el  programa  VECTOR  NTI 

Advanced  V.  10.3  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA)  y  se  realizó 

búsqueda de las secuencias en la base de datos BLASTx (EMBL, 

SwissProt, and PIR databases) (22). 

 



6.5.3. Procedimientos de control de calidad

El control  de calidad utilizado para las pruebas de susceptibilidad en 

placa de agar se realizó de acuerdo con las recomendaciones del CLSI. En 

cada lote de pruebas se incluyeron las cepas control ATCC  E. coli 25922 y 

Staphylococcus aureus 25923. Para la técnica de biología molecular por PCR 

se realizó la determinación de los controles positivos de cepas conocidas de 

SHV y para los controles negativos se utilizó la mezcla de reactivo usada en la 

reacción sin DNA.

6.6. Variables

6.6.1. Independientes

         Edad, género y especie bacteriana

6.6.2. Dependientes

         Resistencia bacteriana y producción de BLEE´s 

6.7. Análisis estadístico

La resistencia de las cepas se expresó en proporciones porcentuales 

con intervalos de confianza del 95%, de acuerdo con 1.96 errores estándar 

superiores e inferiores a la proporción. La muestra mínima se calculó en 98 

cepas para una proporción de resistencia del 10%, con niveles  de 0.05 y  de 

0.1.  Para el  cálculo de la utilidad de la prueba diagnóstica se utilizaron los 

parámetros de sensibilidad y especificidad.



Para la realización de una tabla comparativa de resistencias en diversos 

países  se  consultaron  las  referencias  publicadas  desde  el  año  2000  a  la 

actualidad,  obtenidas  de  búsquedas  de  artículos  de  IVU  en  la  comunidad 

enlistados en Medline, Index Medicus®, e Imbiomed®.



7. Aspectos éticos

 El presente estudio no viola norma alguna de la investigación clínica. Se 

trabajó sobre muestras de laboratorio que se obtuvieron sin instrumentación y 

sólo por indicación clínica. De acuerdo con la Ley General de Salud puede 

clasificarse  como  estudio  sin  riesgo.  Por  otra  parte,  se  espera  obtener 

información  útil  para  los  clínicos  y  para  conocer  mejor  la  patología  de 

infecciones urinarias de los pacientes. 



8. Resultados

Durante el periodo de estudio se recibieron 1685 especimenes de orina 

de pacientes que cumplieron los criterios de inclusión. De ellos, 384 (22.8%) 

tuvieron cultivos positivos, de los cuales se excluyeron 127 por las siguientes 

causas: 84, desarrollo de más de una morfología; 38, desarrollo no significativo; 

4,  fueron  levaduras;  y  1  fue  desarrollo  de  probable  contaminante.  De  este 

modo, la muestra final se conformó de 257 (15.3%) aislados; la distribución por 

edad y género de los pacientes se muestra en la Tabla  1. En la Tabla 2 se 

muestra la frecuencia de los aislados clínicos, en donde se observa que E. coli  

fue el microorganismo más frecuente, con 203/257 (79%) aislados. 

 La Tabla 3 muestra la proporción de resistencia de los aislados clínicos 

de infecciones urinarias y su eventual utilidad clínica a priori de la identificación 

bacteriana.  Encontramos  sólo  dos  cepas  resistentes  a  fosfomicina 

trometamina: una de E. coli y una de K. pneumoniae.

En  la  Tabla  4  se  observa  la  comparación  entre  la  resistencia  a  los 

antibióticos más utilizados para E. coli en IVU de pacientes de la comunidad en 

estudios  de países industrializados y países en desarrollo;  el  porcentaje  de 

resistencia  se  calculó  con la  suma de las  cepas  intermedias  y  resistentes. 

Como  se  observa  la  tasa  de  resistencia  informada  en  este  estudio  se 

encuentran entre las más altas aún dentro de los países en desarrollo.

De los 257 aislados bacterianos sólo se guardaron 173 cepas, de las 

cuales 167 (96.5%) fueron E. coli y 6 (3.5%) K. pneumoniae. Por los informes 

del  equipo  automatizado  se  detectaron  12  (6.9%)  aislados  de  E.  coli 

productoras presuntivas de BLEE´s y 13 (7.5%) aislados de E. coli productoras 



definitivas; de este modo, el equipo automatizado detectó 25 (14.5%) aislados. 

Por  otra  parte,  por  el  método  de  combinación  de  cefalosporina/ácido 

clavulánico en placa de agar detectó 20 (11.6%) aislados de E. coli. Ninguno de 

los métodos fenotípicos detectó BLEE´s en los aislados de K. pneumoniae.

La  comparación  entre los  resultados  fenotípicos  por  el  método 

automatizado y el método de combinación en placa de agar fue la siguiente: el 

58% (7/12) de las probables BLEE´s y 84.6% (11/13) reportadas como BLEE´s 

por método automatizado fueron confirmadas por el método de combinación en 

placa  de  agar.  Puesto  que  el  método  de  combinación  de  cefalosporina/ác. 

clavulánico en placa de agar  se considera como el  estándar  de oro de las 

pruebas fenotípicas,  la  detección por  método automatizado resultó  con una 

sensibilidad  de  90% (18/20)  y  especificidad  de 95.4% (146/153),  con  valor 

predictivo  positivo  del  72% (18/25)  y  el  valor  predictivo  negativo  de  98.6% 

(146/148).

La PCR para la determinación de BLEESHV resultó positiva en 9 (5.2%) 

cepas; de éstas,  6 fueron  K. pneumoniae y 3  E. coli  (Figura 8).  Las cepas 

detectadas con BLEESHV por método genotípico no fueron detectadas por los 

métodos fenotípicos. 

Los  resultados  del  análisis  de  la  secuenciación  fueron:  seis  aislados 

presentaron el tipo SHV-12 y tres el SHV-76. En la Figura 9 se encuentra el 

dendograma,  donde  se  observa  la  similitud  de  la  betalactamasa  entre  los 

aislados clínicos y las secuencias consenso.



9. Discusión

Nuestros resultados muestran que la resistencia a los antimicrobianos en 

infecciones comunitarias es un problema de salud pública. Como se observa en 

la Tabla 4, el problema de resistencia es particularmente grave en los países 

en vías de desarrollo, e incluso dentro de este subgrupo, México tiene algunas 

de las tasas más altas de resistencia. Respecto de la producción de BLEE´s en 

cepas de la comunidad nuestros resultados también exceden de lo informado 

en la literatura internacional, pues se han informado de 5.6% en Tailandia y de 

1.3% en Israel (12, 16, 40, 41).  

La baja resistencia a la fosfomicina trometamina nos señala cómo un 

antibiótico que ha sido poco utilizado mantiene intacta su actividad  in vitro  y 

puede considerarse como un antibiótico de primera línea; de hecho, ya se ha 

recomendado como alternativa en el tratamiento de IVU en otros estudios (42-

46). Este es un ejemplo de cómo el cuidado de los antimicrobianos conserva su 

actividad; en Japón, donde el TMP-SMZ se usa poco para el manejo de las 

IVU, su resistencia en la comunidad es menor del 5% (47). Por desgracia, en 

varios  países,  el  uso  indiscriminado  de  antibióticos  en  la  comunidad  se 

combina  con  la  pobre  infraestructura  y  calidad  de  los  laboratorios  de 

microbiología, que imposibilita la detección confiable de las resistencias.

Se debe aceptar que existe un problema en la elección de la técnica 

para la determinación de BLEE´s, ya que se cuenta con varios métodos para su 

búsqueda. Existe un  “estándar de oro” que es la secuenciación, sin embargo, a 

pesar  de  ser  un  método sencillo,  se  requiere  de  infraestructura  y  personal 

especializado,  lo  que resulta  costoso para su uso diario  (13).  En el  Centro 



Médico ABC, se informa la detección de  BLEE´s por el equipo automatizado 

Microscan;  si  bien este método no es  el  estándar  se puede inferir  que los 

informes actuales son de buena calidad puesto que alcanzan una sensibilidad y 

especificidad superior  al  90% como lo muestran los resultados del presente 

estudio.  Si  se requiere confirmar la  producción de  BLEE´s por  alguna cepa 

específica, el método de agar combinado es fácil de realizar, el costo no es 

elevado y se puede implementar en cualquier laboratorio de microbiología. Este 

método  es  seguro  para  informar  al  clínico  la  presencia  de  BLEE’s  para  el 

tratamiento  apropiado  del  paciente.  Por  otro  lado,  se  puede  determinar  la 

epidemiología  de  dicha  resistencia,  tanto  en  la  comunidad  como  en  los 

hospitales;  esta  información  sería  muy  valiosa  para  prevenir  y  controlar  el 

problema de la resistencia por la presencia de BLEE’s.

 Interesantemente,  las cepas detectadas por  pruebas moleculares no 

fueron determinadas por los métodos fenotípicos en nuestro estudio. A pesar 

de que la SHV está determinada por plásmidos, es muy probable que no se 

estuviera expresando en los nueve aislados de nuestros pacientes (15).  Sin 

embargo,  no  podemos  descartar  por  completo  la  posibilidad  de  que  la 

expresión  genética  pudiera  eventualmente  tener  importancia  clínica  en 

pacientes que reciban cefalosporinas de amplio espectro (48). Por otro lado, 

encontramos  la  presencia  de  SHV12  y  SHV-76,  las  cuales  han  sido 

encontradas en otros estudios en México (49).

Ya se ha informado la presencia de  BLEE´s en bacterias aisladas de 

pacientes mexicanos;  dichos informes corresponden a cepas de infecciones 

nosocomiales (49-51). Nuestro estudio es el primero en informar la presencia 



de BLEE´s en infecciones urinarias comunitarias en México. Con seguridad el 

fenómeno obedece a la búsqueda intencionada con diferentes métodos y por el 

uso indiscriminado de antibióticos para infecciones comunitarias. Sin duda, los 

resultados del presente estudio no son buenas noticias respecto a la tendencia 

de resistencia a antimicrobianos en el futuro.

Debemos señalar dos limitaciones de nuestro estudio. En primer lugar, la 

muestra estudiada procede de una sola institución; sin embargo, confiamos que 

es representativa de la población mexicana de áreas urbanas pues nuestros 

resultados  concuerdan con estudios recientes de resistencia en México (4). En 

segundo lugar, contamos con información clínica limitada, lo que nos impide 

definir  que  todos  nuestros  pacientes  tuvieran  IVU y  no  sólo  bacteriuria  sin 

impacto  clínico;  sin  embargo,  la  proporción  de  los  aislamientos  sugiere  su 

significancia clínica, toda vez que corresponde también con la informada en la 

literatura.



10. Conclusiones

En conclusión, si los especimenes analizados en este trabajo son, como 

creemos, una muestra representativa del problema en México y en países en 

vías de desarrollo, la tasa de resistencia es alarmante, contamos con pocos 

antimicrobianos para el tratamiento empírico de las IVU no complicadas y ya 

existe la presencia de BLEE´s en cepas de la comunidad. 



11. Recomendaciones

Creemos que con los resultados obtenidos en este estudio es necesario 

hacer algunas recomendaciones para la búsqueda intencionada de resistencia 

a antimicrobianos y para el manejo adecuado de los pacientes:

1. Los  laboratorios  de  microbiología  clínica  deben  realizar  la 

búsqueda  fenotípica  de  BLEE´s al  menos  con  un  sistema 

automatizado o por doble disco, incluso en enterobacterias de 

infecciones comunitarias.

2. Es  recomendable  seguir  un  algoritmo  en  los  laboratorios  de 

microbiología clínica para la búsqueda intencionada de BLEE’s. 

En la figura 9 se muestra un algoritmo posible de seguir para la 

determinación de BLEE´s (52).

3. Los médicos deben conocer la epidemiología de la resistencia 

bacteriana  de  la  población  que  atienden.  De  lo  contrario,  el 

manejo  empírico  de  las  infecciones  comunitarias  tiene  alta 

probabilidad de falla.

4. Para  controlar  el  problema  de  la  creciente  resistencia  a  los 

antibióticos,  las  autoridades  de  salud  deben  dar  pasos 

significativos, tales como vigilar que se exija una receta para la 

venta de los antibióticos. 
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13. Anexos 
 

13.1. Ficha de recolección de la información 
 

 
Ficha 1. Hoja de captura de datos del paciente y de identificación del 

microorganismo y su susceptibilidad reportada por método automatizado. 

 

 

 
 
 

 



 

 

 

 

13.2. Tablas 

 

Tabla 1. Distribución por grupo de edad y género de 257 pacientes 

ambulatorios con urocultivo positivo.  

 

Género           Grupos de edad Total (%) 

 3-14 15-65 >65  

Mujeres 15 138 62 215 (83.7) 

Hombres 0 18 24 42 (16.3) 

Total 15 156 86 257 (100) 

 



 

 

 

 

Tabla 2. Frecuencia de los aislados clínicos en 257 urocultivos de 

pacientes ambulatorios. 

 

Microorganismo n % 

Escherichia coli 203 79 

Proteus mirabilis 13 5 

Pseudomonas aeruginosa 9 3.5 

Klebsiella pneumoniae 7 2.7 

Citrobacter freundii complex 4 1.5 

Citrobacter koseri 3 1.2 

Enterobacter aerogenes 2 0.8 

Enterobacter cloacae 1 0.4 

Morganella morganii 1 0.4 

Enterococcus faecalis 10 3.9 

Enterococcus faecium 2 0.8 

Staphylococcus saprophyticus 2 0.8 

Total 257 100 



 

 

 

 

Tabla 3. Proporción de resistencia de los aislados clínicos de infecciones 

urinarias de pacientes ambulatorios. 

 

Antibiótico     Cepas resistentes 

 

  n /total* %  IC (95%) 

 

Ampicilina 169/247 68.4 62.2 a 73.8 

Tetraciclina 166/249 66.7 60.8 a 72.5 

Sulfametoxazol 152/234 65 58.9 a 71.1 

Cefalotina 152/235 64.7 58.6 a 70.8 

Ampicilina-sulbactam 149/234 63.7 57.5 a 69.8 

Piperacilina 154/244 63.1 57.1 a 69.2 

Trimetoprim 129/234 55.1 48.8 a 61.5 

Trimetoprim-sulfametoxazol 126/236 53.4 47 a 59.8 

Lomefloxacina 94/243 38.7 32.6 a 44.8 

Ofloxacina 90/243 37 31 a 43.1 

Ciprofloxacina 93/256 36.3 30.4 a 42.2 

Norfloxacina 92/256 35.9 30.1 a 41.8 

Tobramicina 60/242 24.8 19.4 a 30.2 

Cefazolina 50/235 21.3 16.1 a 26.5 

Amoxicilina-ácido clavulánico 46/236 19.5 14.4 a 24.5 

Nitrofurantoína 47/248 19 14.1 a 23.8 

Gentamicina 46/244 18.9 13.9 a 23.8 

Cefuroxima 44/235 18.7 13.7 a 23.7 

Ceftriaxona 30/245 12.2 8.1 a 16.3 

Ceftazidima 27/243 11.1 7.2 a 15.1 

Amikacina 8/224 3.6 1.1 a 6 

Fosfomicina trometamina 2/257 0.8 0 a 1.9 

 

*Los denominadores son diferentes porque algunos antibióticos no tienen actividad 

intrínseca frente a especies determinadas. 
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13.3 Figuras 

 

 

                                    

 

 

       Figura 1. Equipo automatizado Microscan® (Dade Behreing) para la 

identificación bacteriana y la prueba de susceptibilidad por microdilución. 



 

 

 

 

 

 

 

                                    

 

 

Figura 2. Panel de inoculación (Combo 6®) y la botella de inoculación 

para la identificación bacteriana y susceptibilidad automatizada por 

microdilución.



 

 

 

 

 

                                               

 

 

 

 

Figura 3. Placa de agar para la determinación de la susceptibilidad 

para fosfomicina trometamina con un halo de 20 mm de diámetro. 

 



 

 

 

 

 

 

 

             

                       (A)                                                          (B) 

 

Figura 4. Método de combinación de cefalosporina/ácido clavulánico 

en placa de agar para la determinación de BLEE´s. En la parte superior de 

las figuras se observan de izquierda a derecha los discos de ceftazidima y 

cefotaxima; y en la parte inferior, los discos de ceftazidima/ácido clavulánico 

y cefotaxima/ácido clavulánico. En la figura A, los halos de inhibición 

superiores fueron de 15 y 6 mm y los inferiores de 27 mm de diámetro. En 

la figura B, los halos de inhibición superiores fueron de 6 mm, y los 

inferiores de 14 y 16 mm de diámetro respectivamente.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Termociclador de DNA (MJ Researches Inc., Watertown, Mass,   

E. U. A). 

 



 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

Figura 6. Cámara de electroforesis con fuente de alimentación 

eléctrica (o fuente de poder) (E-C-452, Apparatus Corporation, St. 

Petersburg, Florida) con geles de agarosa al 2%.  

 

         

              

 

 

 

 

 



 

 

 

 

              

 

                         (A)                                                           (B) 

 

Figura 7.  A la izquierda, gel de agarosa al 2% con corrimiento de la 

amplificación. A la derecha, transiluminador (JENCONS-PLS®) con fuente 

de luz ultravioleta y la cámara Polaroid®.                                                                                          



 

 

 

 

 

 

 

               

              

 

 

Figura 8. Amplificación del gene SHV por PCR. Carril 1, Marcador de 

peso molecular de 123 pares de bases (pb). Carriles 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9 PCR 

de los 9 aislados con amplificación positiva para SHV (amplicón de 141 pb) 

carriles 5 y 10, aislados con amplificación negativa. Carril 13 control 

negativo de reactivos y carril 14 control positivo.  

141 pb 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

1SHV-12 (-0.1268)

238 SHV K.pneumoniae (-0.0034)

280 SHV E.coli (0.0034)

243 SHV E.coli (-0.0019)

76-SHV (-0.0259)

159 SHV K.pneumoniae (direct 2) (0.0596)

86 SHV K. pneumoniae 2 (0.0491)

123 SHV Kpneumoniae (-0.0044)

148 SHV (-0.0033)

120 SHV Ecoli (-0.0024)

248 SHV K.pneumoniae (0.0280)  

 

 
Figura 9. Dendograma de las beta-lactamasas encontradas en 9 

aislados clínicos. Se observan las cepas 159, 86, 123, 148, 120 y 248 

iguales a la secuencia consenso 1SHV-12. Las cepas 238, 280 y 243 son 

iguales a la secuencia consenso 76-SHV (dendograma producido con el 

programa VECTOR NTI Advanced V. 10.3).



 

 

 

 

Figura 10. Algoritmo para la detección de beta-lactamasas de espectro 

extendido 

 
Prueba de escrutinio para BLEE’s (CLSI) 

 
 

           ≤ 
              

 

 

 

 

 

                           Prueba confirmatoria fenotípica para BLEE’s (CLSI) 
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Microdilución  
                                    

CIM > 2 µg/mL de uno o más de los siguientes: 
cefotaxima 
ceftazidima 
ceftriaxona 
cefpodoxima 
aztreonam 

 

Difusión de disco 
 
Uno o más de los siguientes diámetros:  

cefotaxima   ≤ 27 mm 
ceftazidima   ≤ 22 mm 
ceftriaxona    ≤ 25 mm 
cefpodoxima  ≤ 22 mm 
aztreonam      ≤ 27 mm 
 

Microdilución  
 

Ceftazidima (0.25-128 µg/mL) y cefotaxima 
(0.25-64 µg/mL) 
probadas solas y en combinación con 

ácido clavulánico con 4 µg/mL 

Difusión de disco 

  

Ceftazidima (30 µg) y ceftotaxima (30 µg) 
 probados solos y en combinación con 10 µg de 
ácido clavulánico.       

Fuera de parámetros 
Dentro de parámetros 

Prueba de cefepime 
sola y en combinación 
con ácido clavulánico 

Prueba confirmatoria 
por difusión de disco 
(CLSI) 

Por CIM ≥ 3 veces la 
concentración entre cefepime 
y cefepime/ácido clavulánico 

El microorganismo 

contiene una BLEE 

Por CIM < 3 veces la 
concentración entre cefepime 
y cefepime/ácido clavulánico 

El diámetro del halo de 
inhibición <5mm o por CIM 
<3 veces la concentración 
para ceftazidima y/o 
cefotaxima en combinación 
con ácido clavulánico vs.  
su halo o CIM solos 

El diámetro del 
halo de inhibición 

≥5mm o por CIM 
≥3 veces la 
concentración 
para ceftazidima 
y/o cefotaxima en 
combinación con 
ác. clavulánico vs. 
su halo o CIM 
solos 

 

El microorganismo 

contiene una BLEE 

Cefoxitina resistente 
Mecanismo de resistencia más 
probable: 1 o más de los sig: 
Enzima tipo AmpC 
Cambios en porinas 
+/- enzima BLEE 

 

Cefoxitina sensible 
Mecanismo de resistencia más 
probable: hiperproducción de una 

β-lactamasa +/- enzima BLEE 
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