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Identificacion de enterobacterias productoras de Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEE) aisladas en hemocultivos de pacientes pediatricos con
sepsis.

I. INTRODUCCION.-

Los nuevos desafios que plantea la medicina han hecho que enfermedades que
antes tenian mal pronostico o se consideraban fatales sean ahora, merced a los
adelantos médicos, tratables y curables en un alto porcentaje. A la par de estos
desafios y logros médicos, existen nuevos retos y metas en el area de la infectologia
tales como el manejo del paciente neutropénico febril, de infecciones oportunistas en
pacientes con VIH-SIDA, transplantados y otras poblaciones de individuos con algun
tipo de co morbilidad asociada, lo cual implica un adecuado manejo del método
clinico y técnicas diagnosticas para poder llegar a diagndsticos oportunos y

acertados y asi ofrecer tratamientos antimicrobianos que logren reducir la morbilidad.

A su vez, todos estos adelantos han condicionado que bacterias y virus respondan
de manera rapida y agresiva desarrollando nuevos mecanismos de resistencia y
adaptacion al medio, dando origen a investigaciones relacionadas a la produccion de
nuevos antimicrobianos y a caracterizacion de los mecanismos de resistencia

bacteriana.

Es en este entorno que es necesario realizar investigaciones en nuestro medio que
proporcionen informacion del comportamiento de las bacterias frente a los esquemas
terapéuticos usados en el Hospital Infantii de Meéxico ya que las tasas de
susceptibilidad reportadas pueden variar con respecto a otros centros hospitalarios
del pais y extranjero, condicionando esto uso y abuso de antibiéticos, que en muchos
casos originan fracasos terapéuticos. De ahi la importancia de contar con datos
epidemiologicos locales que permitan desarrollar programas adecuados de
prevencion de resistencias bacterianas y uso de antibidticos para mantener
actualizados los esquemas terapéuticos de acuerdo a los resultados obtenidos,
tomando en cuenta el criterio establecido en el cual se recomienda que para elegir de
manera empirica el antibiotico adecuado, el porcentaje maximo de resistencia del

germen a cubrir sea del < 20%"2.



[I. ANTECEDENTES.-

Hoy en dia, las infecciones nosocomiales prevalentes son esencialmente
causadas por Enterobacterias, siendo el uso indiscriminado de antibi6ticos de amplio
espectro, uno de los factores que ha contribuido con tal situacion y que conlleva a la
seleccién de bacterias resistentes incluso a otros farmacos de estructura quimica
diferente. De esta manera es que al comienzo del siglo XXl se han planteado
grandes desafios:

a.- Infecciones en pacientes inmunocomprometidos en los cuales la terapia
antibiotica pierde efectividad ya sea por la patologia de base per se o por los
frecuentes eventos de sepsis y/o choque séptico que incrementan la morbi-

mortalidad de estos pacientes.

b.- La aparicién de nuevos patégenos y la reaparicion de otros ya conocidos con
mayor virulencia representa un serio problema ya que las opciones terapéuticas de
qgue se disponen para el manejo de estas patologias son limitas ya sea por efectos

secundarios, toxicidad, falta de experiencia en pacientes pediatricos, etc.

c.- Mecanismos de resistencia bacteriana que condicionan fracasos terapéuticos,
incremento de mortalidad y necesidad cada vez creciente de nuevos antibiéticos de
menor disponibilidad y mayor costo econdmico que a su vez incrementan estancia

hospitalaria, uso de servicios y recursos.

Estos tres puntos tienen en comun el desarrollo de resistencias bacterianas y dentro
de estas la produccion de RB-lactamasas que constituye el principal mecanismo de
resistencia de las enterobacterias a los antibiéticos betalactamicos que representan
al grupo de antibidticos de uso mas extendido y frecuente en nuestro medio. En los
altimos 20 afios, se han desarrollado nuevos antibidticos betalactamicos, disefiados
especificamente para ser resistentes a la accion hidrolitica de las R-lactamasas. Sin
embargo, con cada nueva clase de antibidtico que se usa para tratar a los pacientes,

emergen nuevas R-lactamasas que causan resistencia.



No es de sorprender que rapidamente se generara resistencia a antibibticos
betalactamicos de amplio espectro debido a R-lactamasas; la primera descripcion de
esas enzimas capaces de hidrolizar los nuevos antibidticos se encontré en una cepa
de Klebsiella ozaenae y, debido a su amplio espectro de actividad, se le denomind [3-

lactamasa de espectro extendido (BLEE) 3.

Las R-lactamasas siguen siendo el principal mecanismo de la resistencia a los
antibiéticos B-lactdmicos entre bacterias gramnegativas. En los Ultimos afios se ha
producido un aumento en la identificacion y caracterizacion de las 3-lactamasas de
espectro extendido (BLEE),; asi como de su incidencia y prevalencia como

causantes de resistencia a las oxyimino-cefalosporinas y aztreonam.

La mayoria de las BLEE derivan de belactamasas de amplio espectro- TEM-1 y

SHV-1. Hay también nuevas familias de BLEE, incluidas la CTX-M y OXA-enzimas”.

Actualmente, se han descrito mas de 150 BLEE en diferentes géneros de
Enterobacteriaceae, lo que genera aparicion de resistencia a cefalosporinas de

amplio espectro > °.

Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli son patdgenos asociados a infecciones
hospitalarias, especialmente en pacientes de la unidad de cuidados intensivos. En
estas bacterias, las BLEE son las responsables de la resistencia a aztreonam y

cefalosporinas de tercera generacién, como cefotaxima, ceftriaxona ceftazidima °.

La prevalencia de la produccion de las BLEE varia geograficamente y asociado a
esto tenemos el incremento importante de la sobrevida en pacientes con patologias
cronicas, neoplasica, inmunocomprometidos, y recién nacidos prematuros, por
mencionar algunos, en éstos, la administracion indiscriminada de antibiéticos,
principalmente cefalosporinas condiciona una presion antibiotica importante sobre la
microbiota que a la larga ocasiona cepas resistentes y el consecuente fracaso

terapéutico.



Existen factores de riesgo especificos para adquirir una cepa productora de BLEE,
como una estadia prolongada en el hospital, la gravedad de la enfermedad, el tiempo
de permanencia en la unidad de cuidados intensivos, la intubacion y la respiracion
mecanica asistida, el uso de catéteres urinarios o arteriales y la exposicion previa a
los antibioticos de amplio espectro. Muchos de los pacientes infectados con cepas
productoras de BLEE se encuentran en la unidad de cuidados intensivos aunque la

infeccion también puede ocurrir en salas de cirugia y otras especialidades *.

Reportes de prevalencias del Hospital Pediatrico Universitario de Seul-Corea
informan que en los casos de nifios con bacteriemia causada por Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, la prevalencia de produccién de BLEE fue de 17,9% en las
cepas de E. coli y 52,9% en K. pneumoniae. La R-lactamasa mas comun fue BLEE
SHV-2ay TEM-52 /.

En el contexto del incremento global de la vigilancia epidemiolégica sobre la
resistencia bacteriana, segun los estudios realizados destacan ®:

El proyecto ALEXANDER dirigido a la vigilancia de la resistencia en patologia

infecciosa de vias respiratorias bajas en la comunidad.

El estudio MYSTIC dirigido a la monitorizacién de las resistencias en las infecciones

moderadas a graves.

El estudio ICARE en el cual se demuestra la importancia de las guias de uso de
antimicrobianos y de la politica de antibiéticos intrahospitalaria y como pueden tener

un efecto reductor en el desarrollo local de resistencias.

El estudio SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, referido a la evolucién de la
resistencia en bacteriemias y los mecanismos genéticos de transmisién y seleccion

de mutantes °.

Desde 1999 hasta el 2001 el programa Mexicano de vigilancia de resistencias

bacterianas ha recolectado datos de 15 laboratorios de microbiologia clinica de



diferentes hospitales del pais, y ha detectado una resistencia de 49% para

aislamientos nosocomiales de Klebsiella pneumoniae.

En éste ultimo estudio, se reporta para México una prevalencia de fenotipo BLEE en
aislamientos de Gram negativos de 37.3% para Escherichia coli y 54.5% para
Klebsiella spp., todos susceptibles a cefepima *°. Recientemente se ha reportado en
México una resistencia asociada a BLEE del 51% para cefotaxima y ceftazidima y

un 6% para cefepima; datos afines a los reportados por el programa SENTRY.?
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. MARCO TEORICO.-
Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae denominada asi por Rahn en 1937, esta formada por
un conjunto de bacilos Gram negativos, heterogéneos en cuanto a su habitat y
capacidad patogena, pero incluidos en ella por la semejanza en sus caracteres

estructurales 'y fisiolégicos y su homologia genética®.

En la actualidad conforman un grupo con mas de 157 especies incluidas en mas de
30 géneros y 11 grupos con las caracteristicas de la familia **. Sélo unas 40 de
las 157 especies descritas son patdgenas para el hombre o se ha aislado de
muestras clinicas como comensales, las otras 117 especies no se han

aislado de muestras humanas **.

En la definicion clasica de una Enterobacteriaceae se usan siete criterios basicos,
adicional a la aparicibn de nuevos métodos taxonOmicos para incluir a ciertos
géneros que no cumplen con todos los siguientes criterios, pero que forman parte de

esta familia:

e Son bacterias gramnegativas, la mayoria bacilos, otros cocobacilos y algunos

pleomorficos.

e No son exigentes, son de facil cultivo.



e« Son oxidasa negativo (excepto Plesiomonas, que es oxidasa positivo), es

decir, carecen de la enzima citocromo oxidasa.
e Son capaces de reducir nitrato en nitrito.
e Son anaerodbicos facultativos.

e Son fermentadores de carbohidratos en condiciones anaerdbicas con o sin la
produccion de gas (en especial glucosa y lactosa), y oxidadores de una amplia

gama de substratos en condiciones aerdbicas.

e« Muchos géneros tienen un flagelo que sirve para desplazarse, aunque

algunos géneros no son moviles.

Adicional a ello, las Enterobacteriaceae no forman esporas, algunas producen
toxinas y pueden ser encapsuladas y son organismos catalasa positivos. Son
quimioheterotrofos, y necesitan para su crecimiento compuestos simples de carbono
y nitrégeno, generalmente soélo con D-glucosa, aunque algunas requieren
aminoacidos y vitaminas. La temperatura optima de crecimiento es de entre 22°C y
37°C.

Las diferencias entre los nombres de los diversos géneros provienen de criterios mas
precisos, como la fermentacion de los diferentes azlcares, la produccion o no de
azufre, la presencia de enzimas metabdlicas (B-galactosidasa, desaminasas,
descarboxilasas), etc. Los serotipos de importancia médica y sanitaria pueden
distinguirse entre si por la presencia o ausencia de antigenos en su constitucion
celular, tales como en el lipopolisacarido (antigeno O), el antigeno flagelar (antigeno
H) o el antigeno capsular (antigeno K) .

Las infecciones oportunistas pueden darse siempre que existan factores
predisponentes locales: todos aquellos que rompen las barreras fisicas
constituidas por la piel y las mucosas como las heridas, quemaduras, catéteres o
las fisiologicas del arbol respiratorio (intubacion) de la via urinaria (sondas) o de la

via genital (dispositivos intrauterinos); asi como factores generales: disminucion
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de las defensas globales inespecificas, principalmente fagocitosis y de la
respuesta inmune del huésped, que puede estar disminuida por una

enfermedad de base.

Escherichia coli es el principal habitante anaerobio facultativo del intestino grueso
y es unico entre los microorganismos que integran la flora normal por cuanto
también es el microorganismo aislado con mayor frecuencia como agente causal
de infecciones de las vias urinarias, de heridas, de neumonia, de meningitis y de
septicemia, tanto en las infecciones comunitarias como en las adquiridas en

el hospital.

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae estd integrada por bacilos Gram
negativos no esporulados, moviles con flagelos peritricos o inmoviles, aerobios-
anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios simples
con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u
otros carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de nitratos a

nitritos, y poseedores de una proporcion G+C de 39 a 59% en su DNA.

Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucién en el suelo, el agua,
vegetales y gran variedad de animales. En conjunto, la importancia de las
enterobacterias en patologia humana puede cuantificarse constatando que
constituyen el 50% aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente
significativos en los laboratorios microbiolégicos, y hasta el 80% de todos los bacilos

Gram negativos identificados.

E. coli es la especie tipo del género Escherichia. Incluye gérmenes generalmente
moviles, que producen acido y gas a partir de la glucosa, la arabinosa, y
habitualmente de la lactosa y otros azucares. Producen reaccidn positiva de rojo de
metilo, y negativa de Vogues-Proskauer. Son inhibidos por KCN e incapaces de
crecer en medio con citrato como Unica fuente de carbono y energia, pero si en caldo
acetato. Son H,S, ureasa y fenilalanina negativos, pero en general son indol

positivos y decarboxilan la lisina. Se clasifican en mas de 170 serogrupos O segun



las caracteristicas antigénicas de su LPS, y en serotipos por la combinacion de
antigenos O y H flagelares. Otros antigenos presentes en distintas cepas
(capsulares, fimbriales y otros) han sido empleados para su clasificacion o

identificacion.

E. coli coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida del nifio, y
establece con el huésped una relacion estable de mutuo beneficio. E. coli puede ser
causa de enfermedad enddgena en pacientes debilitados o en situacion de alteracion

de la pared intestinal (peritonitis, sepsis, etc.)™.

La especie del género Klebsiella que se aisla con mayor frecuencia es K.
pneumoniae. Se encuentra en las heces de los individuos sanos (del 5 al 10%) y es
con frecuencia un invasor secundario del aparato respiratorio de enfermos con
enfermedad pulmonar crénica. Como otras Enterobacteriaceae oportunistas, K.
pneumoniae puede ocasionar infecciones en aproximadamente el 3% de todas las
neumonias bacterianas agudas y es el segundo patégeno mas comun del tracto
urinario. También pueden causar infecciones de heridas. Es la segunda especie
después tras E. coli causante de bacteriemia por Gram negativos. Forman una
capsula y por esta razébn producen colonias grandes y humedas,
frecuentemente muy mucosas. K. oxytoca se parece a K. pneumoniae y desde el

punto de vista clinico pueden considerarse semejantes .

Antibiéticos p-lactdmicos: Clasificacion y estructura quimica

La presencia de un anillo betalactdmico define quimicamente a esta familia de
antibioticos, de la que se han originado diversos grupos: penicilinas, cefalosporinas,

carbapenemas, monobactamas e inhibidores de las R-lactamasas.*®

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos que contienen un anillo betalactdmico y
una cadena lateral, que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo

betalactamico y que es la que define sus propiedades.



Las cefalosporinas son farmacos estructuralmente similares a las penicilinas, cuya
estructura basica esta constituida por el nacleo cefem, que consiste en la fusion de
un anillo dihidrotiacinico (en lugar del anillo tiazolidinico caracteristico de las
penicilinas) y un anillo betalactdmico. La introducciébn de modificaciones en las

cadenas laterales origina las diversas cefalosporinas.

En el momento actual Unicamente se emplean en clinica inhibidores de las [3-
lactamasas de estructura quimica betalactdmica. El acido clavulanico tiene un nucleo
similar al &cido penicilanico de las penicilinas con la sustitucion del atomo de azufre
en posicion 3 por un atomo de oxigeno (que incrementa la reactividad de la molécula
y proporciona una afinidad mayor por las R-lactamasas), y la falta de la cadena
lateral acilamino en posicion 6. El sulbactam es una sulfona semisintética del &cido
penicilanico. El tazobactam se diferencia del sulbactam por la presencia de un grupo

triazol en posicién 3.

La estructura basica de las carbapenemas consiste en un anillo betalactamico
fusionado a uno pirrolidinico compartiendo un nitrégeno. Estas modificaciones y las
cadenas laterales, asi como la posicion espacial de éstas, condicionan la mayor
afinidad por su diana o blanco, las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), un
incremento de la potencia, del espectro antibacteriano y de la resistencia a las 13-
lactamasas, permitiendo que los [-lactamicos posean un mas amplio espectro y

actividad.

Los monobactamicos son derivados del acido 3-aminomonobactamico (3-AMA).
Tienen una estructura betalactamica sencilla con una estructura monociclica en la

que el anillo betalactamico no esta fusionado a otro secundario. *’

Los R-lactamicos son antibidticos de actividad bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica alcanzada, siempre que ésta exceda
la concentracion inhibitoria minima (CIM) del agente causal. La actividad bactericida
y probablemente la eficacia clinica se relacionan mejor con el tiempo durante el cual
dicha concentracion excede la CIM (T > CIM). Para la mayoria de infecciones se

considera adecuado que el tiempo que supera la CIM sea como minimo del 40% del
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intervalo entre dosis; pero en pacientes neutropénicos o con meningitis es probable
gue sea mejor estar todo el tiempo por encima de la CIM. El efecto postantibiético
(EPA) consiste en la accion residual del antibiotico sobre la bacteria después de
descender las concentraciones terapéuticas en la sangre y los tejidos por debajo de
la CIM. En el caso de los antibidticos 3-lactamicos, el EPA es de corta duracion, con
la excepcion de los carbapenémicos, que presentan un EPA apreciable tanto sobre
Gram positivos como sobre Gram negativos. Estos parametros indican que alargar

los intervalos entre dosis puede llevar a fracasos terapéuticos '

Mecanismo de accion.-

Los antibidticos B-lactamicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de la
pared celular bacteriana e inducen ademas un efecto autolitico. La destruccion de la
pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la inhibicion de la Ultima

etapa de la sintesis del péptidoglicano.

En las bacterias Gram positivas, la pared celular es gruesa y su componente
principal es dicha proteina. Las bacterias Gram negativas tienen una pared mas fina
y compleja que consta de una membrana externa formada por lipidos y proteinas y
de una delgada capa interna de péptidoglicano.

El péptidoglicano esta constituido por largas cadenas de glacidos (glucano),
formadas por la repeticibn de moléculas de &cido N-acetiimuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos (péptido-) que se
unen entre si para formar una malla, bien directamente (Gram negativos) o mediante
un pentapéptido de glicina (Gram positivos). Los 3-lactamicos inhiben precisamente
esta unién o transpeptidacion, ultima etapa de la sintesis de la pared celular. De este
modo, la pared queda debilitada y puede romperse por la presion osmotica
intracelular. Para que actuen los R-lactamicos es necesario que la bacteria se halle

en fase de multiplicacion, ya que es cuando se sintetiza la pared celular.

Los componentes del péptidoglicano se sintetizan en el citoplasma y son

transportados a través de la membrana citoplasmatica al espacio que existe entre
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ésta y la pared celular. A este nivel existen unas proteinas con actividad enzimatica
(transpeptidasas y carboxipeptidasas), que son las encargadas de formar los
tetrapéptidos unidos. Estas enzimas fijan a las penicilinas y otros 3-lactamicos, por lo
que se llaman PBP (por sus siglas en inglés, Penicillin-binding proteins). La funcion
de las PBP es alargar, dar forma y dividir la bacteria. Los anillos de los [3-lactamicos
poseen una estructura similar a los dos ultimos aminoacidos del pentapéptido (D-
alanina-D-alanina) y eso permite una unién covalente en el sitio activo de la
transpeptidasa. = También pueden inhibir a las carboxipeptidasas y algunas

endopeptidasas.

Los R-lactamicos también actian activando una autolisina bacteriana endégena que
destruye el péptidoglicano. La lisis se produce con concentraciones que superan
entre 4 y 10 veces la CIM de un determinado microorganismo. Las bacterias que
carecen de autolisina son inhibidas pero no destruidas, por lo que se dice que son
tolerantes. Se define el fendbmeno de tolerancia como la necesidad de una
concentracion al menos 32 veces mayor a la CIM para que un antimicrobiano

destruya una cepa bacteriana.

La inhibicion de las reacciones de biosintesis por antibidticos B-lactdmicos
esta acompafiada por cambios morfoldégicos caracteristicos. Las diferencias
morfologicas observadas, se deben a la PBP que resulta afectada. Cuando las
bacterias se desarrollan en presencia de penicilina se acumulan intermediarios de la
sintesis de la pared celular, nucleétidos de uridina sin uniones cruzadas, y las
nuevas paredes no se pueden formar y la bacteria muere por efecto osmotico o
digerida por enzimas autoliticas, que se activan como consecuencia del bloqueo de

la funcién de una o varias PBP %17,

Mecanismos de resistencia

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los [-lactamicos por varios

mecanismos, que en ocasiones se asocian. El control genético de estos mecanismos
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puede ser cromosomico, plasmidico o por transposones. La resistencia cromosomica
aparece por mutacion, mientras que los plasmidos y los transposones, elementos
genéticos moviles donde se transportan los genes de resistencia, pueden ser
autotransferibles entre bacterias

Los mecanismos implicados en la resistencia bacteriana son los siguientes:

1. Alteraciones de la permeabilidad. La presencia de membrana externa en los
bacilos Gram negativos dificulta la penetracion de sustancias hidrofilicas, como los
3-lactamicos, que necesitan utilizar los poros proteicos (porinas) para tal fin. La

resistencia es secundaria a alteraciones en dichas porinas.

2. Modificacion de las dianas. Los B-lactamicos deben unirse a las PBP para ejercer
su efecto bactericida. Cambios a nivel de las PBP implican una pérdida de afinidad
de los R-lactamicos por ellas, con la consiguiente disminucion de su actividad. Este

mecanismo afecta fundamentalmente a cocos Gram positivos.

3. Produccion de enzimas. Se realiza mediante la produccion de enzimas que
hidrolizan el antibiético. Son ejemplos de esta la produccion de enzima 3-lactamasa,
3-lactamasa de amplio espectro, eritromicina estereasa y enzimas modificadoras de
aminoglucésidos, cloramfenicol, lincosamidas y estreptograminas. Otra via para

inactivacion del antibiético es la “modificacion enziméatica” del mismo.

Las R-lactamasas (penicilinasas y cefalosporinasas) son enzimas producidas por la
célula bacteriana, capaces de romper por hidrolisis el anillo betalactamico,
impidiendo la accién del antibidtico. Las [-lactamasas hidrolizan el anillo
betalactamico antes que el antibidtico llegue al punto de unién con las PBP
(proteinas fijadoras de penicilina). Aunque todas las 3-lactamasas catalizan la misma
reaccion, se han aislado y caracterizado numerosos tipos de enzimas que se
clasifican en forma diversa de acuerdo, por ejemplo, a su secuencia de aminoacidos,
peso molecular o especificidad del substrato. La localizacion del gen que codifica la
3-lactamasa es variable, pudiendo localizarse en el cromosoma o estar codificada

por plasmidos. Las R-lactamasas cromosOmicas son universales en una bacteria
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especifica mientras que la presencia de ellas codificadas por plasmidos (moléculas
de ADN extracromosomico circular o lineal que se replican y transcriben
independientes del ADN cromosémico) es variable y transferible entre las diversas
especies bacterianas °.

Tipos de resistencia

Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes determinados
genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis del antibidtico. Un
ejemplo de esto es la resistencia de la Pseudomonas aeruginosa a las
bencilpenicilinas y al trimetoprin sulfametoxazol; bacilos Gram negativos aerébicos a

clindamicina.

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA (mutacion) o por
la adquisicion de éste (plasmidos, trasposones, integrones).

En el primero se dan casos tales como la transformacion de una R-lactamasa en una
3-lactamasa de espectro extendido o como en el caso de mutaciones de los genes
que codifican las porinas con el consecuente blogqueo del ingreso del antibiético al

interior del microorganismo.
Existen otras denominaciones de resistencia como son:

» Resistencia relativa o intermedia: ocurre un incremento gradual de la MIC
(concentracion inhibitoria minima) a través del tiempo. Para obtener un efecto
terapéutico es necesario alcanzar niveles séricos y tisulares adecuados. La
susceptibilidad o resistencia del germen es en este caso dependiente de

concentracion.

* Resistencia absoluta: sucede un incremento subito en la MIC de un cultivo durante
o después de la terapia. Es inefectivo el incremento de la dosis clinica usual. Ejemplo
de ello es la Pseudomonas spp. resistente a gentamicina y el Streptococcus

pneumoniae altamente resistente a penicilina y uso de levofloxacina.
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» Pseudorresistencia: ocurre una resistencia in vitro pero una gran efectividad in vivo.

Se denomina tolerancia antibiética al fenomeno en el cual la diferencia entre la MBC
(concentracion bactericida minima) y la MIC es muy grande lo cual ocurre con
relaciones MBC/MIC mayores de 8 Ilo que permite la persistencia del

microorganismo.

Multiresistencia: Es la resistencia que presenta una bateria a tres o mas antibiéticos

de distinto género considerados de primera linea en el tratamiento % *°.

R-lactamasas

La resistencia bacteriana es un problema de salud publica que afecta todo tipo de
instituciones y a la comunidad en general. La resistencia bacteriana es un problema
importante en las unidades de cuidado intensivo, afectando también las unidades
pediatricas y las neonatales. Las Enterobacteriaceas son en nuestro medio la
principal causa de infeccion nosocomial, siendo la Klebsiella pneumonie y la
Escherichia coli, las bacterias principales causantes de infecciones nosocomiales. Se
describira el fendbmeno de las R-lactamasas, BLEE (Betalactamasas de espectro
extendido) y se analizan sus factores productores asi como los mecanismos para su

control.

La continua aparicibn de nuevas betalactamasas ha creado problemas en su
clasificacion y nomenclatura. En un principio, su nombre hacia referencia a aspectos
tan diversos como: el sustrato sobre el que actia (CARB, OXA), sus propiedades
bioquimicas (SHV), la bacteria que la produjo por primera vez (PSE descrita por
primera vez en P. aeruginosa), el paciente del que procedia la muestra (TEM, ROB)
o el hospital donde estaba ingresado el paciente (MIR, RHH) y el estado al que
pertenecia (OHIO), no pudiendo faltar las iniciales de los autores que las
describieron por primera vez (HMS). Hoy se conocen mas de 300 enzimas diferentes
lo que impone una nomenclatura mucho mas légica que asigna un nimero a cada

enzima.

14



La clasificacion propuesta por Jack y Richmond en 1970 y posteriormente ampliada
por Richmond y Stykes en 1973, fue la que se utilizd hasta que Bush en el afio 1989
propusiera una clasificacion basada en la actividad enzimatica o afinidad de los
enzimas por diferentes sustratos y su sensibilidad a la accion inhibidora por el &cido
clavulanico. Esta clasificacion fue revisada en 1995 y es la que se utiliza en la
actualidad. Por otro lado Ambler (1980) propuso una clasificacion en funcion de los
mecanismos de interaccion enzima-sustrato y la secuencia de aminoacidos de las
b-lactamasas en la que distinguen cuatro clases de enzimas designados como A, B,
CyD.

A principios de los afios 80, aparecieron las primeras b-lactamasas plasmidicas
sintetizadas por microorganismos Gram negativos con actividad sobre cefalosporinas
de tercera generacion (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima). Aunque en un principio
se encontraron Unicamente en especies muy concretas (Klebsiella pneumoniae y
Serratia marcescens) localizadas en un ambito geografico limitado, muy pronto se
extendieron por toda Europa, EEUU y el resto de paises y cada vez son mas los
microorganismos en las que se han descrito algun tipo de BLEE (Salmonella,

Proteus, Citrobacter, o Serratia entre otros).

Las BLEE se diferencian de las deméas b-lactamasas ya que su espectro incluye las
amino Yy ureidopenicilinas, penicilinas de segunda y tercera generacion vy
monobactamas; las cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) asi como los carbapenemes
(imipenem y meropenem) contindan siendo activos frente a los microorganismos
productores de BLEE. Estas enzimas son inhibidas por el &cido clavulanico y son

resistentes al Aztreonam.

La mayoria de estas betalactamasas se han localizado en plasmidos conjugativos lo
que predice el modo de adquisicion de las mismas a partir de otras bacterias
resistentes. Estudios realizados in vitro han probado como la flora normal del

intestino y mas concretamente E. coli, puede actuar como reservorio de genes de
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resistencia y actuar como un factor de diseminacion de genes entre los distintos

patégenos intestinales .

Esta familia de enzimas, en continuo crecimiento, se reconoce en funcion de sus
caracteristicas funcionales y genotipicas, mediante la clasificaciéon de Bush, Jacoby y
Medeiros (21) y su correlacion con la clasificacion molecular de Ambler. Las distintas
BLEE confieren un grado de resistencia muy variable. La intensidad de hidrdlisis de
un determinado antibiotico difiere segun las cepas consideradas, pudiendo incluso
no tener efecto fenotipicamente detectable en algunos casos en los que Unicamente
tiene lugar un aumento de la concentracion minima inhibitoria (CMI), pero

permaneciendo en el intervalo de sensibilidad.

Las BLEE “clasicas” derivan de las R-lactamasas de amplio espectro, pertenecientes
al grupo 2b (TEM-1, TEM-2 y SHV-1). Estas R-lactamasas 2b poseen actividad
penicilinasa y son, en su mayoria y a priori, inhibidas por el acido clavulanico. Las
mutaciones en el centro activo de estas enzimas 2b, han determinado la aparicion de
estas otras R-lactamasas BLEE, capaces de hidrolizar también a las cefalosporinas
de tercera generacion y a los monobactamicos. Las BLEE, por tanto, se clasifican
dentro de ese gran grupo 2b, constituyendo el subgrupo 2be (clase molecular A), si
bien algunas de ellas se clasifican en grupos distintos al 2be (ej. ciertas oxacilinasas
del grupo 2d, clase molecular D). Hasta la fecha se han descrito mas de cien
variantes distintas de BLEE, derivadas de las R-lactamasas TEM-1 o TEM-2 y mas
de cincuenta de las derivadas de SHV-1.

Existen otros tipos de [(-lactamasas BLEE. En 1989 se describieron las
cefotaximasas o CTX-M-asas. Estas BLEE, que derivan originalmente de las B3-
lactamasas cromosOmicas de distintas especies del género Kluyvera, pertenecientes
a la clase molecular A, se caracterizan por conferir resistencia de alto nivel a
cefuroxima, cefotaxima y cefepima, incrementando en mucha menor medida las CMI

de la ceftazidima. Se encuentran fundamentalmente en cepas de Salmonella
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enterica serovar thyphimurium y E. coli, en otras enterobacterias como K.
pneumoniae y Proteus mirabilis, y en otros Gram negativos como A. baumanii, A.

hydrophila y Vibrio cholerae. Su diseminacién creciente es un hecho preocupante.

Las BLEE de tipo OXA pertenecen a la clase molecular D y al grupo funcional 2d,
confieren resistencia a ampicilina, cefalotina y sobre todo a cloxacilina y son

pobremente inhibidas por el 4cido clavulanico %2.

Existen otras BLEE, de momento poco frecuentes, que no se relacionan claramente
con las familias de R-lactamasas establecidas hasta ahora. Por ejemplo, las de tipo
PER, la VEB-1, la CME-1, la SFO-1, la TLA-1, las de tipo GES/IBC (GES-1, GES-2,
IBC-1), caracterizadas por hidrolizar a la ceftazidima de forma mas eficiente que a

otros R-lactamicos.

El problema epidemiolégico de las BLEE es de extraordinaria magnitud. A diferencia
de las B-lactamasas cromosémicas, la resistencia de las B-lactamasas plasmidicas

es transferible.

El que se encuentren codificadas en plasmidos conjugativos, posibilita la
diseminacién de este mecanismo de resistencia no sélo entre distintas cepas de la

misma especie sino también entre diferentes especies bacterianas.

Ademas, las BLEE frecuentemente se incluyen en transposones o integrones, lo cual
determina su asociacion con otros determinantes genéticos de resistencia
transferibles, como los que conllevan resistencia a los aminoglucosidos o al

cotrimoxazol.
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Tabla 1

Distribucion, clasificacidon y expresion de beta lactamasas Bush, Jacoby y
Medeiros (1995)

GRUPO Sustrato preferido Inhibidas por Enzimas CLASE
ac.clavulanico representativas Ambler
1 Cefalosporinas No AmpC, MOX-1 C
2a Penicilinas Si (A.B,C,D) S.aureus A
2. Fenicilinas, cefalosparinas 12 Si TEM-1, TEM-2, SHVY-1
generacion
Z2be Penicilinas, cefalosporinas 13y 32 Si TEM-3-28 43-44 SHV 1-10,
generacion, monobactaamas K-1
2br Penicilinas, inhibidores de Si/No TEM 30-41
betalactamasas
2.c Penicilinas, carbenicilina Si FSE-1, PSE-3, PSE4
2.d Penicilinas, cloxacilina SifNo OXA-1-10 D
OXA 11-19
2de. Penicilinas, cloxacilina, SifNo

cefalosparinas 12-32 generacion

2e Cefalosporinas 12-32 generacion Si Cefuroximasa A
Si NMC-A, Sme-1
2f Cefalosporinas 19-32 gracidn,
penicilinas, carbapenames

3 Cefalosporinas 12-32 generacion, No L1,Cerd IMP-1 B
penicilinas, carbapenemes

4 Penicilinas No SAR-2 Mo
Definida

Bush K., Jacoby G., Medeiros A. A funtional classification scheme for R-lactamases and its

correlation with molecular structure. Antimicrob Agents Chemother 1995; 39: 1211-1233.
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Métodos de deteccidon de BLEE

En el afio 1998, el Comité Nacional para la Normatizacion de Laboratorios Clinicos
(NCCLS) recomendaba el método de difusiéon y su aplicacion al estudio de sinergia
entre cefalosporinas de tercera generacion y Amoxicilina clavulanico que consiste en
efectuar una prueba de susceptibilidad a cefalosporinas de tercera generacion
colocando discos conteniendo estos antimicrobianos y un disco con amoxicilina-
clavulanico (AC) conteniendo 10 ug de inhibidor, a una distancia de 20 mm. Si la
cepa ensayada resulta ser productora de una BLEE, se produce incremento del halo

de inhibicién en la zona de interconexion entre la cefalosporina y el AC.

En ocasiones puede ser un tanto dificil visualizar este efecto sinérgico. En aquellos
casos en los que se observa resistencia a una cefalosporina de tercera generacion y
la prueba de sinergia resulta ser negativa, puede encontrarse presente una f3-
lactamasa del tipo IRT (inhibitor-resistant enzimes) o, en su defecto, la cepa
bacteriana ensayada puede poseer otro mecanismo de resistencia, por ejemplo,

impermeabilidad.

Esta prueba requiere del uso de ampicilina (10 ug), cefradina (30 pg) o cefazolina
(30 ng), cefotaxima (30 ng), ceftazidima (30 pg), Amoxicilina- clavulanico (10 ug).
El disco de amoxicilina clavulanico debe colocarse en tal forma que mantenga una
distancia de 20 mm con los otros discos con el objeto de visualizar zonas de sinergia
antibidtica entre ellos. Posteriormente, en el afio 2000, NCCLS ha recomendado el

método del doble disco, como técnica estandarizada y méas reproducible.

Sin embargo, este método ha sido estandarizado solo para E. coli, K. pneumoniae y
K.oxytoca. Se realiza como el método convencional de difusion en agar, en placas de
agar Mueller-Hinton, con un in6culo Mac Farland 0,5 y ensayando 4 discos:
ceftazidima (CAZ), ceftazidima més acido clavulanico, cefotaxima (CTX) y cefotaxima
mas acido clavulanico. Se incuba normalmente en atmosfera normal durante 16 a 18

hrs a 37°C. Se miden los halos de inhibicidon en forma convencional.
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El aumento del halo en mas de 5 mm con los discos conteniendo la mezcla de
cefalosporina y AC en relacion al disco de cefalosporina sola, para las dos o al
menos uno de las dos cefalosporinas (CAZ o CTX), se considera confirmatorio para
la presencia de BLEE.
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El aumento del halo en mas de 5 mm con los discos conteniendo la mezcla de
cefalosporina y AC en relacion al disco de cefalosporina sola, para las dos o al
menos uno de las dos cefalosporinas (CAZ o CTX), se considera confirmatorio para
la presencia de BLEE.

V. JUSTIFICACION.-

Desde la aparicion de microorganismos resistentes a antibiéticos, se han
promovido programas y acciones encaminadas a mejorar el uso y la prescripcion de
antimicrobianos con el fin de frenar el aumento de la prevalencia de resistencia

bacteriana.

En el manejo de patologias pediatricas crénicas asociadas a inmunocompromiso, se
debe tomar en cuenta que las infecciones nosocomiales incrementan la morbi-
mortalidad de este grupo de pacientes. De los principales agentes aislados en éstas
infecciones destacan las Enterobacterias, entre ellas las mas comunes son
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, bacterias que aunado a su importancia
clinica destaca su gran variedad de mecanismos de resistencia, de éstos el mas

facilmente adquirido es la produccién de BLEE.

La terapéutica antibiotica para este tipo de padecimientos se establece de acuerdo a
las guias recomendadas nacional e internacionalmente de acuerdo a los patrones de
sensibilidad y mecanismos de resistencia identificados para cada microorganismo

periédicamente asociado a los reportes emitidos por cada centro hospitalario.

Existe una relacién directa entre el aumento de resistencias y el consumo de
antibioticos ya que el uso excesivo e inadecuado favorece la seleccién y propagacion
de cepas resistentes que se traduce en un aumento de fracasos terapéuticos. Una
de las acciones recomendadas en atencion primaria es la difusion periddica de los
datos locales de resistencia de los gérmenes aislados con mas frecuencia en el

medio extrahospitalario.
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En el Hospital Infantil de México, en estudios previos se han realizado esfuerzos
parciales para establecer la frecuencia de cepas de Enterobacterias productoras de
BLEE en pacientes oncoldgicos con neutropenia y fiebre; sin embargo se carece de
informacion global que permita establecer la proporcion de cepas de K. pneumoniae
y E. coli que muestren este mecanismo de resistencia aisladas en otros grupos de
pacientes y que con ello permitan la revision, actualizacidon y optimizacién de uso de

antimicrobianos de primera linea en nuestro medio.
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En el Hospital Infantil de México, en estudios previos se han realizado esfuerzos
parciales para establecer la frecuencia de cepas de Enterobacterias productoras de
BLEE en pacientes oncoldgicos con neutropenia y fiebre; sin embargo se carece de
informacion global que permita establecer la proporcion de cepas de K. pneumoniae
y E. coli que muestren este mecanismo de resistencia aisladas en otros grupos de
pacientes y que con ello permitan la revision, actualizacidon y optimizacién de uso de

antimicrobianos de primera linea en nuestro medio.
IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION.-

Cudl es la proporcion de cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE
aisladas en hemocultivos de pacientes cpn sepsis en el Hospital Infantil de

México?
V. HIPOTESIS.-

Siendo Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, los principales patdgenos aislados
en infecciones sistémicas. Podemos suponer que uno de los principales mecanismos
de resistencia que presentan es debido a la produccion de R-Lactamasas de

Espectro Extendido.
VI. OBJETIVOS.-
General

Identificar cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de BLEE en pacientes
pediatricos con sepsis internados en el Hospital Infantil de México Federico Gomez
durante el periodo del 2006 al 2008.

Especificos.

Conocer la frecuencia de produccién de 3-lactamasas de espectro extendido
por Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli.
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2.

Identificar la frecuencia de cepas multiresistentes de Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli.

Describir el perfil de sensibilidad a piperacilina/tazobactam, cefotaxima,
cefepima, amikacina, imipenem y ciprofloxacino de Klebsiella pneumoniae y

Escherichia coli.
ViIl.  METODOLOGIA DE INVESTIGACION.-
Tipo de Estudio
Estudio descriptivo, observacional, retrospectivo, transversal
Poblacion de estudio

Cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli aisladas en hemocultivos de

pacientes pediatricos con infecciones sistémicas, durante el periodo 2006 al 2008.
Unidad de analisis

Cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de BLEE aisladas
en hemocultivos de pacientes pediatricos con sepsis en el Hospital Infantil de
México Federico Gémez durante el periodo 2006 al 2008.

VIIl. CRITERIOS DE SELECCION.-
Criterios de inclusion

1. Aislamientos en hemocultivos de cepas de K. pneumoniae o E. coli
provenientes de pacientes hospitalizados con diagnostico de sepsis durante el

periodo comprendido de enero del 2006 a diciembre del 2008.

2. Aislamientos provenientes de pacientes hospitalizados con diagnostico de
base asociado a cuadro febril durante el periodo comprendido de 2006 a
2008.
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3. Expedientes clinicos completos.
4. Se incluy6 un solo aislamiento por paciente.
Criterios de exclusion
1. Aislamiento en hemocultivo de Enterobacterias distintas a las mencionadas
2. Cepas no viables.
IX. Variables.-

Variable dependiente: Resistencia de cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia

coli, aisladas en pacientes pediatricos con infecciones sistémicas.

Variable independiente: Produccién de R-lactamasas de espectro extendido de

Klebsiella pneumoniae, y Escherichia coli, aisladas en pacientes pediatricos sepsis.
Definicién operacional de las variables:

¢ Resistencia: capacidad de un microorganismo para resistir los efectos de un

antibiotico.

e Multirresistencia: Es la resistencia que presenta una bateria a tres o0 mas
antibiéticos de distinto género considerados de primera linea en el

tratamiento.

e [-lactamasas de espectro extendido: Son enzimas que fenotipicamente se
caracterizan por conferir resistencia a penicilinas, cefalosporinas de tercera

generacion, aztreonam y ser inhibidas por el &cido clavulinico.
Analisis Estadistico
Se realizara analisis descriptivo de frecuencia, medidas de tendencia central y

dispersion.
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XI. MATERIAL Y METODOS.-

1.- Aislamientos de hemocultivos por sistema de BACT ALERT de cepas de
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli de pacientes pediatricos con diagnéstico de

base asociado a cuadro febril durante el periodo comprendido de 2006 a 2008.

2.- Recuperacion de cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae de
laboratorio de bacteriologia intestinal para su resiembra en agar sangre y Mac

Conkey e re identificacion por método bioquimico.

3.- Andlisis de perfil de sensibilidad antibidtica de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae por método automatizado existente en el hospital, VITEK ® e

identificacion de cepas multiresistentes.

4.- Pruebas de tamizaje para BLEE por método de Método de difusion en agar
Kirby-Bauer vy realizacion de prueba de doble disco para identificacion de cepas

productoras de BLEE.

5.- ldentificacion de cepas multiresistentes productoras de BLEE y cepas de BLEE

resistentes.

6.- Relacion del perfil de resistencia de los aislamientos a piperacilina-tazobactam,
cefotaxima, cefepima, amikacina y ciprofloxacino con la presencia de BLEE.

Consideraciones Eticas.-

Se trata de un estudio que se realizara sobre microorganismos conservados del
cepario del Laboratorio de Bacteriologia Intestinal, dependiente del Departamento de
Infectologia, con la infraestructura necesaria y catalogada como nivel Il de
bioseguridad. Donde se manejan agentes de peligro moderado hacia el personal y el
ambiente. Basado en la busqueda en expedientes clinicos, no interfiere con la
declaracion de la Adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial Helsinki. No se

necesita de consentimiento informado.
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Tabla 1

ASILAMIENTOS DE ENTEROBACTERIAS EN HEMOCULTIVOS EN EL
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DURANTE EL PERIODO 2006 AL 2008

2006 2007 2008
N° % N° % N° %

Escherichia coli 75 36 78 38.1 108 48
Klebsiella pneumoniae 72 34.7 69 33.6 63 28
Enterobacter cloacae 48 23.1 42 20.5 32 14.2
Otras 13 6.2 16 7.8 22 9.8
Total 208 100 205 100 225 100

Tabla 2

CEPAS DE Escherichia coli CON MULTIRRESISTENCIA Y PRODUCCION DE
BLEE AISLADAS DE HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ DURANTE EL PERIODO 2006 AL 2008

I T T T
10 22 7 16 16 24
18 39 11 26 22 32
46 100 43 100 68 100

Se observa como para el 2006 de 18 cepas productoras de BLEE sdlo el 50%(9)
corresponde a cepas relacionadas con multiresistencia, para el 2007 de 11 cepas
productoras de BLEE el 45.4%(5) esta relacionada con multiresistencia y para el
2008 de 22 cepas productoras de BLEE el 59.1% esta relacionada con

multiresistencia. (Tabla 1, 2).
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Tomando en cuenta la multiresistencia asociada con el mecanismo de produccién
de enzimas tipo BLEE, se percibié que durante el afio 2006, de un total de 10
cepas multiresistentes 9 (90%) son productoras de BLEE y el resto 1 (10%) se
puede atribuir a otro mecanismo; durante el 2007 de 7 cepas con fenbmeno de
multiresistencia, 5(71%) producen la enzima y 2 (29%) otro mecanismo; mientras
que para el 2008 de 16 cepas multiresistentes el 81%(13) corresponde a cepas
productoras de BLEE y el 19% (3) a otro mecanismo que permite la multiresistencia.
(Tabla 3)

Tabla 3

ASOCIACION ENTRE CEPAS DE Escherichia coli MULTIRESISTENTES CON
LA PRODUCCION DE BLEE.

BLEE 9 90 5 71 13 81
Otro 1 10 2 29 3 19
Mecanismo
Total
Cepas 10 100 7 100 16 100

multiresistentes

Resistencia antibiotica.-

Para Piperacilina tazobactam, (tabla 4 y 5) la resistencia para el 2006, de 46 cepas
evaluadas, es de 10.9 % (5) siendo 60%(3) relacionada con BLEE y el 40%(2)
relacionado con otro mecanismo de resistencia, el 2007, de 43 cepas evaluadas, el
7%(3) son resistentes y de estas de estas cepas el 66.7%(2) relacionada a BLEE y
el 33.3%(1) relacionada a otro mecanismo y para el 2008, de 68 cepas evaluadas, el
8.8% (6) son resistentes con el 83.3%(5) relacionada a BLEE y el 16.7%(1)

relacionada a otro mecanismo.
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Para cefotaxima (tabla 5 y 6) se tiene en el 2006 ,de 46 cepas evaluadas, un
28.3%(13) de resistencia, 84.6%(11) relacionada a BLEE el 15.4%(2) relacionada
con otro mecanismo, el 2007,de 43 cepas evaluadas, 16.3% (7) de resistencia con
un 57% (4)relacionada a BLEE y 43%(3) relacionado a otro mecanismo y para el
2008, de 68 cepas evaluadas, 32.4%(22)de resistencia con 72.8%(16) relacionada a

BLEE y un 27.2%(6) relacionado a otro mecanismo.

Para Cefepima, de 46 cepas evaluadas, el 2006 se tiene un 21.7% (10) de
resistencia, 90%(9) relacionada a BLEE y 10%(1) relacionada a otro a otro
mecanismo, el 2007, de 43 cepas, se tiene 18.6%(8) de resistencia, 50%
(4)relacionada con BLEE y 50%(4) relacionada a otro mecanismo, el 2008 ,de 68
cepas evaluadas, se tiene un 22% (15)de resistencia, el 80% (12)relacionada a
BLEE y 20%(3) relacionada a otro.

Ninguna de las cepas fue resistente a Imipenem.

Para amikacina se tiene un 6.5%,(3), 4.7%(2) y 19.1 % (13) de resistencia para los

periodos 2006,2007 y 2008 respectivamente.

Para Ciprofloxacino se tiene un 28.3%(13), 34.9%(15) y 33.8%(23) de resistencia
para los periodos 2006,2007 y 2008 respectivamente.
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Tabla 4

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A 6 ANTIBIOTICOS CEPAS DE E. coli
AISLADAS EN HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ DURANTE LOS PERIODOS 2006 A 2008.

n =46 n =43 n =68
Resistencia Resistencia Resistencia
- No % No % No %
13 28.3 7 16.3 22 324
10 21.7 8 18.6 15 22.0
3 6.5 2 47 13 19.1
13 28.3 15 34.9 23 33.8
Tabla 5

TIPOS DE RESISTENCIA A 6 ANTIBIOTICOS CEPAS DE E. coli AISLADAS EN
HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DURANTE LOS PERIODOS 2006 A 2008.

2006 2007 2008

®BLEE oo ®BLEE ®otro ®BLEE 2ot
mecanismo mecanismo mecanismo
Ne 9%  NO % N° %  N° % N° %  NO %
Piperacilina 3 600 2 400 2 667 1 333 5 833 1 167

Tazobactam

Cefotaxima 11 846 2 15.4 4 570 3 430 16 728 6 27.2

Cefepima 9 9.0 1 10.0 4 500 4 500 12 80.0 3 20.0
Imipenem 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amikacina 2 667 1 33.3 1 500 1 50.0 8 615 5 38.5

Ciprofloxacino [l 3 23.0 6 400 9 60.0 16 696 7 30.4

® = resistencia
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Klebsiella pneumonie.-

Se observa como para el 2006 de 20 cepas productoras de BLEE el 40%(8)
corresponde a cepas relacionadas con multiresistencia, el 2007 de 17 cepas
productoras de BLEE el 17.6%(3) son multiresistentes y el 2008 de 10 cepas
productoras de BLEE el 40%(4) son multiresistentes.

Tabla 6
MULTIRRESISTENCIA Y PRODUCCION DE BLEE EN CEPAS DE K.
pneumoniae AISLADAS EN HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE
MEXICO FEDERICO GOMEZ DURANTE LOS PERIODOS 2006 AL 2008

Ne % Ne % Ne %

Multiresitentes 8 22 3 7 5 20

BLEE 20 56 17 40 10 40

Cepas 36 100 42 100 25 100

Tabla 7
MECANISMOS DE MULTIRESISTENCIA ANTIBIOTICA DE K. pneumoniae
AISLADA EN HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ DURANTE LOS PERIODOS 2006 AL 2008

_ 2006 2007 2008
(o] (o)

N° % N % N %

BLEE 8 100 3 100 4 80

Otro 0 0 0 0 1 20
Mecanismo

Total 8 100 3 100 5 100
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En relacion a la multiresistencia (tabla 7) vemos para el periodo 2006 de 8 cepas
que presentaron este fenomeno el 100% (8) corresponden a BLEE, el 2007 de 3
cepas el 100% (3) corresponden a productoras de BLEE y para el 2008 de 5 cepas
multiresistentes el 80% (4) corresponden a productoras de BLEE y el 20% (1) a otro

mecanismo de multiresistencia.

Resistencia antibiotica.-

Para Piperacilina tazobactam, (tabla 8 y 9) la resistencia para el 2006 de 36 cepas
evaluadas es de 38.9 % (14) siendo el 92.9% (13) relacionada con BLEE y el 17.1%
(1) relacionado con otro mecanismo de resistencia, el 2007 de 42 cepas evaluadas el
26.2% (11) son resistentes y de estas de estas cepas el 81.8% (9) relacionada a
BLEE y el 18.2% (2) relacionada a otro mecanismo y para el 2008 de 25 cepas
evaluadas el 24% (6) son resistentes, con el 66.7% (4) relacionada a BLEE y el
33.3% (2) relacionada a otro mecanismo.

Para cefotaxima se tiene en el 2006 de 36 cepas evaluadas un 25%(9) de
resistencia, el 100%(9) relacionada a BLEE, el 2007 de 42 cepas evaluadas, 9.5%
(4) de resistencia con un 75% (3) relacionada a BLEE y 25%(1) relacionado a otro
mecanismo y para el 2008 de 25 cepas evaluadas, 40%(10) de resistencia con 50%

(5) relacionada a BLEE y un 50%(5) a otro mecanismo.

Para Cefepima de 36 cepas evaluadas el 2006 se tiene un 19.4% (7) de resistencia,
100%(7) relacionada a BLEE, el 2007 de 42 cepas se tiene 9.5%(4) de resistencia,
50% (2) relacionada con BLEE y 50%(2) relacionada a otro mecanismo, el 2008 de
25 cepas evaluadas se tiene un 16% (4) de resistencia, el 75% (3) relacionada a
BLEE y 25%(1) relacionada a otro. Ninguna de las cepas fue resistente a Imipenem.

Para amikacina se tiene un 44.4%,(16), 28.6%(12)% y 28%(7) de resistencia para los

periodos 2006, 2007 y 2008 respectivamente. Para Ciprofloxacino se tiene un 0%,
7.1%(3) y 0% de resistencia para los periodos 2006,2007 y 2008 respectivamente.
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Tabla 8
PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A 6 ANTIBIOTICOS CEPAS DE K. pneumoniae
AISLADAS EN HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ DURANTE LOS PERIODOS 2006 A 2008.

2006 2007 2008
(€19 (42) (25)
Resistencia Resistencia Resistencia
Ne % Ne % Ne %
Piperacilina Tazobactam 14 38.9 11 26.2 6 24.0
Ciprofloxacino 0 0 3 7.1 0 0
Tabla 9

TIPOS DE RESISTENCIA A 6 ANTIBIOTICOS CEPAS DE K. pneumoniae
AISLADAS EN HEMOCULTIVOS EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ DURANTE LOS PERIODOS 2006 A 2008.

2006 2007 2008

® BLEE ® otro ® BLEE ® otro ® BLEE ® otro
mecanismo mecanismo mecanismo

=z
)
X

N° % N° % N° % Ne % N° %

Piperacilina
Tazobactam 13 929 1 7.1 9 818 2 18.2 4 667 2 33.3

Cefotaxima 100 0 0O 3 750 1 250 5 5 5 50

~

Cefepima 100 0 0 2 500 2 50.0 3 750 1 25.0

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o

Imipenem

Amikacina 15 938 1 6.2 8 66.7 4 333 4 571 3 42.9

Ciprofloxacino 0 0 0 0 1 333 2 66.7 0 0 0 0

©

® = resistencia
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Discusién de resultados.-

Como se observa E. coli constituye la enterobacteria mas frecuentemente aislada
durante los tres afios seguida por K. pneumoniae y en tercer lugar encontramos a E.
cloacae, nuestros resultados no difieren de los porcentajes reportados en el estudio
SENTRY que desde 1997 realiza un programa de vigilancia de resistencias
bacterianas en diferentes paises con actualizaciones periddicas y que en el area

pediatrica reporta a E. coli como la enterobacteria con mayor nimero de aislamientos

Los resultados nos muestran que la participacion de BLEE en el fendmeno de
resistencia bacteriana debe ser tomada en cuenta en dos aspectos diferentes,
primero, la presencia de BLEE como causa de resistencia/multiresistencia y
segundo, la ausencia de resistencia a pesar de la expresion de estas R-lactamasas.

Las cepas productoras de BLEE pueden o no ser resistentes a betalactamicos del
tipo cefalosporinas y la produccién y/o deteccion de estas enzimas no puede
considerarse como dato aislado, sino tomarse con cautela, puesto que debe
relacionarse con los perfiles de resistencia del microorganismo y evolucion clinica del

paciente tal como lo mencionan diferentes publicaciones (21.)

La asociacion entre cepas productoras de BLEE con multiresistencia es un resultado
significativo que debe tomarse en cuenta en el paciente con presencia de factores de
riesgo para desarrollo de resistencia bacterianas (estancia hospitalaria prolongada,
uso previo de antibiéticos de amplio espectro, aislamientos previos de bacterias
resistentes etc.) y la eleccion del esquema terapéutico empirico que debera
considerar estos porcentajes para evitar fracasos terapéuticos relacionados a

presencia de resistencias bacterianas.

En el andlisis de multiresistencia tanto para E. coli como para K. pneumoniae se
observa que cepas multiresistentes no necesariamente son debidas a la expresion

de BLEE sino que pueden deberse a un mecanismo de multiresistencia diferente y
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que como sugieren diferentes publicaciones se debe tratar de identificar estos

mecanismos para evitar asi fracasos terapéuticos. (22)

E. coli fue la enterobacteria con mayor numero de aislamientos en los tres afos
40.7% vs. 32.1% para K. pneumoniae y esta ultima fue la enterobacteria con mayor
porcentaje de produccion de BLEE con un promedio de los tres afios estudiados de
45.3% vs. 32.3% para E. coli. Asi mismo fue E. coli quien mostro mayor porcentaje
de multiresistencia con un promedio para los tres aflos de 20.7% frente a un 16.3%
para K. pneumoniae. Esta relacion de datos es la que se describe en reportes de
estudios de diferentes autores tanto en grupos de estudio de poblacion adulta y en

poblacién pediatrica (23)

Considerando piperacilina - tazobactam no forma parte de manera general de
esquemas antibioticos de primera linea, con algunas excepciones, por los bajos
porcentajes de resistencia en lo que se refiere a E. coli aun constituye una buena

alternativa como esquema de segunda linea.

En el caso de K. pneumoniae ve un incremento en la frecuencia de resistencia
piperacilina tazobactam por arriba del 20% considerando que por su espectro
antimicrobiano y caracteristicas farmacoldgicas, se deberad tomar en cuenta estas
resistencias a la hora de evaluar un cambio de esquema antibiético considerando
que K. pneumoniae es una enterobacteria frecuente en infecciones abdominales y

bacteriemias.

Considerando la accion de cefalosporinas sobre E. coli se observa que la frecuencia
de cepas resistentes se encuentra por arriba del 20% en el 2006 y 2008 para
cefotaxima y cefepima, en el caso de la cefotaxima se ve como inclusive el 2008 su
resistencia alcanza un 32.4% frente a un 22% de la cefepima, no todas estas cepas
resistentes estan relacionadas a BLEE sino un 72.8% y 80% para cefotaxima y
cefepima respectivamente, entonces a la hora de considerar iniciar un esquema

antibiotico empirico habra que tomar en cuenta las probabilidades y/o factores de
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riesgo que tiene el paciente para presentar en primer lugar resistencia antibiética y
en segundo lugar que esta resistencia esté relacionada con BLEE para asi prevenir
fracasos terapéuticos que obligan a rotaciones antibidticas incrementando la
morbilidad y mortalidad de estos pacientes casi siempre criticos y en unidades de

terapia intensiva o patologia cronica.

En el caso de K. pneumoniae es importante hacer una diferencia en cuanto a las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion en lo referente a su relacion con BLEE
ya gque siendo que ambas comparten la estructura quimica basica de la familia de las
cefalosporinas no expresan el mismo perfil de resistencia antibiética, para cefotaxima
25% y 40% en los periodos 2006 y 2008 respectivamente y 19.4% y 16% para
cefepima en los mismos periodos esto a pesar de la presencia de BLEE en
porcentajes similares para el 2006 en ambos antibioticos del 100% y para el 2008
inclusive superior para cefepima con un 75% frente a un 50% de cefotaxima. Este
fendmeno también se observa en Escherichia coli con relaciones semejantes en

cuanto a resistencias y presencia de BLEE.

De acuerdo a la descripcién y caracterizacion de las betalactamasas hecha por
Bush Jacoby y Medeiros en 1995 las BLEE se diferencian de las demas
B-lactamasas en que su espectro incluye las amino y ureidopenicilinas, penicilinas
de segunda y tercera generacion y monobactamas. La cefepima fue introducida al
mercado el mismo afio de la clasificacion de Bush por lo que no se hace referencia a
este antibiotico en las descripciones originales del tema y considerando que la
cefepima tiene una estructura quimica diferente a las cefalasporinas de tercera
generacion, ademas de sus caracteristicas antimicrobianas, el andlisis de este
antibiético debe realizarse por separado a al hora de considerar resistencias
bacterianas y produccion de BLEE por enterobacterias como E. coli y K.
pneumoniae ya que estas diferencias quimicas hacen que cefepima tenga un perfil
de sensibilidad y/o resistencia antibiética diferente al de las cefalosporinas de tercera
generacion con lo que respecta a enterobacterias productoras de BLEE.
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Considerando que la recomendacion para el uso de un antibiético en la practica
clinica indica que no debe hacerse uso de este si las resistencias reportadas a este
superan el 20% (2) el uso de cefalosporinas de tercera generacién en pacientes con
factores de riesgo para adquirir una cepa productora de BLEE, debera evitarse para
disminuir la morbilidad y mortalidad de la patologia de base por la demora en un

tratamiento oportuno.

Con respecto a ciprofloxacino y amikacina en los cuales la produccion de BLEE no
constituye su mecanismo de resistencia bacteriana, sin embargo se describe un
incremento a la resistencia bacteriana asociada a produccién de BLEE. Este hecho
ya descrito en otros trabajos (22) esta relacionado al tipo de resistencia y

transferencia mediada por pladsmidos con informacion asociada.

Sera necesario continuar las diferentes lineas de investigacion que hasta aqui se
han ido abriendo como la correlacion clinica de de presencia de BLEE y respuesta
terapéutica, evaluacion de esquemas antibiéticos de manejo empirico con base en la
sospecha diagnostica y su respuesta clinica para poder contar con un analisis
completo de la presencia de bacterias resistentes en un medio hospitalario y en
particular del Hospital Infantil de México que tiene caracteristicas particulares en

cuanto al tipo de pacientes que atiende asi como al tipo de esquemas empleados.
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Considerando que la recomendacion para el uso de un antibiético en la practica
clinica indica que no debe hacerse uso de este si las resistencias reportadas a este
superan el 20% (2) el uso de cefalosporinas de tercera generacién en pacientes con
factores de riesgo para adquirir una cepa productora de BLEE, debera evitarse para
disminuir la morbilidad y mortalidad de la patologia de base por la demora en un

tratamiento oportuno.

Con respecto a ciprofloxacino y amikacina en los cuales la produccion de BLEE no
constituye su mecanismo de resistencia bacteriana, sin embargo se describe un
incremento a la resistencia bacteriana asociada a produccién de BLEE. Este hecho
ya descrito en otros trabajos (22) esta relacionado al tipo de resistencia y

transferencia mediada por pladsmidos con informacion asociada.

Sera necesario continuar las diferentes lineas de investigacion que hasta aqui se
han ido abriendo como la correlacion clinica de de presencia de BLEE y respuesta
terapéutica, evaluacion de esquemas antibiéticos de manejo empirico con base en la
sospecha diagnostica y su respuesta clinica para poder contar con un analisis
completo de la presencia de bacterias resistentes en un medio hospitalario y en
particular del Hospital Infantil de México que tiene caracteristicas particulares en

cuanto al tipo de pacientes que atiende asi como al tipo de esquemas empleados.

XIll. Conclusiones.-

E. coli fue la enterobacteria con mayor nimero de aislamientos y mayor porcentaje
de multiresistencia en los tres afios. En tanto que K. pneumoniae ocupa el segundo
lugar de frecuencia de aislamiento y fue la enterobacteria con mayor porcentaje de
produccion de BLEE tanto en el total de cepas, siendo el mecanismo mas asociado a

resistencia.

La frecuencia observada no difiere de otros estudios nacionales e internacionales en

poblacién pediatrica.
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La capacidad de producciéon de BLEE como mecanismo de resistencia en estas
enterobacterias depende de la especie, 45.3% K. pneumoniae y 32.3% E. coli, sin

embargo no se encuentra directamente relacionado a la resistencia antibiética.

La mayor resistencia presentada por E. coli en los tres afios fue a cefotaxima
(26.8%) y cefepima (21%) siendo 100% sensible a Imipenem. Efecto similar
presentado para Klebsiella pnemoniae cefotaxima (22.3%) cefepima (11.46%) e
Imipenem (0%). Aunado de la resistencia a piperacilina tazobactam en un 30.1%.

El empleo de cefalosporinas de tercera generacion puede aun ser de empleo clinico
en pacientes seleccionados, tomando en cuenta las resistencias locales repostadas,
produccion de BLEE por enterobacterias y factores de riesgo individuales por lo que
la decisiéon de iniciar un esquema antibiotico empirico con estos antibidticos debe ser

evalla en este contexto por el médico que maneje este tipo de pacientes.

Siendo que el Hospital Infantil de México atiende en un gran porcentaje a pacientes
con factores de riesgo para adquirir cepas productoras de BLEE se debe tomar
especial atencion en identificar caracteristicas como diagnostico clinico, esquema
antibiotico inicial, diagnostico microbiolégico y pruebas de susceptibilidad, para
respaldar la modificacion de ciertos esquemas de tratamiento antibiético empirico
como por ejemplo el cambio de esquema antibidtico de primera linea en el paciente

oncologico neutropenico febril de ceftazidima-amikacina a cefepima-amikacina.

Si bien los resultados de las intervenciones terapéuticas que llevamos a cabo en
pacientes hospitalizados, que no solo se resumen al manejo antibiético, se ven
reflejados en la respuesta clinica de los mismos se debe hacer un continuo control
de la epidemiologia de las infecciones nosocomiales ya que resultados de estas se

pueden orientar y guiar en esas intervenciones.

Deberan desarrollarse estrategias dirigidas a enfocar el problema de las resistencias

bacterianas de manera activa y con acciones conjuntas entre los diferentes
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departamentos o0 servicios involucrados en el manejo de las infecciones
nosocomiales y no suplantar con el uso indiscriminado de antibiéticos la aplicacion

de medidas de control de infecciones nosocomiales.
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