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1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio que se realiz6 tuvo como finalidad determinar la prevalencia de
bacilos Gram negativos productores de BLEEs durante un periodo que
comprendio del 01 agosto 2015 al 31 agosto 2016, se hizo la tabulacion de las
frecuencias en base a la revision de los resultados clinicos de pacientes
pediatricos que presentaron una infeccion por diversos microorganismos en el
gue se encontraban enterobacterias productoras de BLEEs, la muestra de
sangre de cada paciente fue procesada a partir de hemocultivos que fueron

analizados en el laboratorio de bacteriologia del INP.

Se empled estadistica basica descriptiva para obtener la frecuencia absoluta y
relativa con la finalidad de realizar un andlisis de las variables en estudio que
fueron las siguientes: nimero de hemocultivos analizados durante el periodo
establecido, edad de los pacientes, tipo de muestra, el nimero total de
microorganismos aislados, el analisis especifico de las cepas de bacilos Gram
negativos productores de BLEEs incluyendo la frecuencia de resistencia a
diferentes antibioticos y finalmente realizar un analisis comparativo para
establecer cuél fue la enterobacteria que present6 una mayor produccion de
BLEEs.

Con los resultados obtenidos en este estudio se pretende mostrar que las
bacterias productoras de BLEEs siguen siendo un problema a nivel

hospitalario.
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2. INTRODUCCION

En 1928 ocurrié uno de los acontecimientos mas importantes para el desarrollo
de los antibioticos, fue gracias al bacteridlogo Alexander Fleming que permitid
cambiar el curso de las enfermedades infecciosas al observar el efecto
inhibidor de un hongo filamentoso Penicillium chrysogenum sobre el
crecimiento de Staphylococcus en una placa de cultivo. Sin embargo el
consumo inadecuado de antibidticos se ha extendido a nivel global, este hecho
ha traido como consecuencia resistencia a los antimicrobianos, en la actualidad

se enfrentan nuevos retos para combatir las enfermedades infecciosas.

Los primeros registros de las B-lactamasas fueron reportados en Alemania en
1983, a través de los afios surgieron nuevos reportes de mutaciones puntuales
de las B-lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 que inicialmente actuaban en
penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido pero no en penicilinas de
amplio espectro ni en cefalosporinas de generaciones mas nuevas, este hecho
dio como resultado el reemplazo de diferentes aminoacidos, cambiando asi el
sitio activo de las B-lactamasas. Afios mas tarde cuando se comenzaron a
utilizar agentes betalactdmicos de amplio como lo son oximino-cefalosporinas
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactamicos
(aztreonam) empezaron a surgir nuevas clases de B-lactamasas como TEM-3,
TEM-4, SHV-2 y SHV-3, confiriendo una resistencia a los betalactamicos y

cefalosporinas de amplio espectro®.

El uso terapéutico del antimicrobiano debe cumplir con una doble funcion la
primera que sea una molécula con alta accién toxica para la bacteria y la otra
ser una molécula menos toxica para el organismo hospedador, aunque se
conocen blancos especificos para accion de los antimicrobianos, las bacterias
tienen la capacidad de generar diferentes mecanismos de resistencia, como
por ejemplo mutaciones en el sitio blanco o la produccion enzimas que
inactivan al agente antimicrobiano. A pesar de que actualmente se encuentran
disponibles diferentes grupos de antibidticos la resistencia bacteriana sigue
siendo uno de los principales problemas de salud publica en todo el mundo por
diversos factores clinicos y econdémicos. Diferentes reportes aseguran que la

resistencia bacteriana en los Ultimos afos ha estado incrementando en los
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paises en desarrollo, a pesar de que la seleccién natural de las bacterias hace
que exista una cierta resistencia inevitable debido a la presion selectiva. El
problema puede empeorar si el tratamiento es inadecuado a causa de un
resultado de laboratorio impreciso, esto puede prolongar la hospitalizacion de

los pacientes y en casos mas graves puede ser fatal 2.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La alta incidencia de infecciones nosocomiales producidas por bacilos Gram
negativos productores de BLEEs representa un peligro latente para el sector
salud debido a que en los ultimos afios se han descrito elevadas tasas de
resistencia a los antibidticos, esto se debe a que existen diferentes factores
genéticos que facilitan los mecanismos de resistencia bacteriana, las cepas
bacterianas que producen BLEEs dificultan el tratamiento del paciente

prolongando su estancia hospitalaria.

A nivel nacional, en particular en el INP se desconoce el impacto
epidemiolégico y econdmico que generan infecciones causadas por
enterobacterias que producen BLEEs, asi como su diseminacion hospitalaria.
Por esta razon es conveniente determinar la frecuencia bacterias productoras
de BLEEs, adicionalmente es importante generar el uso racional de
antibiéticos para evitar complicaciones como la multirresistencia en infecciones
bacterianas, en base a lo anterior se pretende disminuir la morbilidad de

pacientes en el ambiente hospitalario.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

e Determinar la frecuencia en (%) de cepas que producen [-lactamasas
de espectro extendido que fueron aisladas de hemocultivos en el
laboratorio de bacteriologia de pacientes del INP reportados en el

periodo que comprende 01 de agosto del 2015 al 31 de agosto del 2016.

4.2 Objetivos particulares

e Conocer el bacilo Gram negativo que prevalece en la produccion de -

lactamasas de espectro extendido.

e Analizar las cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido

en funcion de la edad del paciente del INP.

e Relacionar la presencia de cepas productoras de B-lactamasas de
espectro extendido de acuerdo al tipo de sala de donde proviene la

muestra clinica del INP.

e Determinar el mes con mayor prevalencia de aislamientos de bacilos
Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido en

el periodo estudiado.

e Presentar la resistencia que tienen las enterobacterias productoras de f3-
lactamasas de espectro extendido a los diferentes antibiéticos que se
utilizan en las pruebas del laboratorio de bacteriologia del INP.
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5. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

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

sus caracteristicas estructurales, fisiolégicas y su por homologia genética®.

En la actualidad conforman un grupo de mas 40 géneros, cientos de especies y
subespecies, estos géneros se han clasificado en funcion de sus propiedades
bioquimicas, estructura antigénica, hibridacion ADN-ADN y secuenciacion del
ARNr 16S 2,

Las enterobacterias son microorganismos con forma de bacilo sin agrupacion
por lo general miden 0.6 a 0.8 um de ancho por 2 a 4 um de largo, se
caracterizan porque pueden ser moéviles (con flagelos peritricos) o inmoviles
(Klebsiella sp y Shigella sp), no forman esporas, algunos miembros de esta

familia como lo son Klebsiella spy Enterobacter sp generan capsulas.

La mayoria de las especies son capaces de ocupar indistintamente habitats
muy variados en el medio ambiente, en las plantas o en el tubo digestivo de los
animales; otras ocupan entornos mas restringidos, como los sistemas
acuaticos, vegetales o el tubo digestivo de ciertos animales. Es importante
mencionar gue algunas de estas especies se hallan adaptadas estrictamente al
hombre, por tal motivo la familia Enterobacteriaceae incluye especies
comensales y patdgenas, estas Ultimas pueden producir infecciones
oportunistas. Las enterobacterias han sido siempre los agentes mas comunes
de las infecciones del tracto urinario, pero ahora son también los agentes
patogénicos predominantes en diversas infecciones sistémicas del origen

end6geno y de infecciones nosocomiales que se observan en la actualidad®.

En los laboratorios de tercer nivel las enterobacterias con frecuencia son
aisladas de urocultivos, una gran proporcion de hemocultivos, cavidad

peritoneal, y tracto respiratorio?.
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5.1 Epidemiologia de las enterobacterias

Los pacientes hospitalizados durante un largo periodo de tiempo o que se
encuentran inmunodeprimidos, en especial los pacientes que reciben
tratamiento con diversos antibibticos, se encuentran expuestos a contraer una
infeccién por alguno de los miembros de la familia Enterobacteriaceae esto
sucede, cuando existe una colonizacion por bacterias patégenas en el aparato

digestivo, aparato genitourinario, respiratorio, orofaringe y piel'.

Se han reportado diferentes factores que contribuyen al incremento de las
infecciones nosocomiales causadas por enterobacterias, entre estos factores
se encuentran los siguientes: el uso de procedimientos invasivos terapéuticos
(catéteres intravenosos, endoscopias, intervenciones quirdrgicas), ademas del

empleo de potentes inmunosupresores y estancias hospitalarias prolongadas *.
5.2 Infecciones causadas por enterobacterias

La habilidad de causar enfermedad de los diferentes bacilos Gram negativos y
particularmente de la familia Enterobacteriaceae, es muy variable, abarca la
flora comensal raramente nociva, patdgenos oportunistas y los principales
patdbgenos que producen enfermedad en individuos en perfecto estado de

salud.

Las enterobacterias producen una gran variedad de enfermedades en el ser
humano, aproximadamente el 30% provocan bacteriemias y mas del 70% son
infecciones del aparato urinario (ITU) e infecciones intestinales ademas estan
asociadas a producir abscesos, neumonias, meningitis, bacteriemias,
septicemias. Este grupo de enterobacterias normalmente son microorganismos
comensales, pero se pueden convertir en patégenas cuando adquieren genes
que codifican factores de virulencia por medio de algin mecanismo de

transferencia génica, por ejemplo la conjugacién bacteriana °.
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5.3 Factores de virulencia de las enterobacterias

Se considera factor de virulencia a todas las caracteristicas que son
codificadas por genes que aumentan la capacidad de las bacterias para
producir enfermedad o que causan dafio al huésped, por ejemplo: adhesinas,

capsulas, fimbrias y toxinas ©.
Los principales factores de virulencia de las bacterias Gram negativas son:

a) Pili o fimbrias estan constituidos por una secuencia ordenada de
subunidades proteicas de pilina que forman una estructura cilindrica y se
encuentran ancladas en la membrana externa de los bacilos Gram
negativos, tienen la caracteristica de ser largos y flexibles. La funcion
principal de las fimbrias es servir como soporte de las adhesinas,

encargadas de reconocer a su receptor en la célula hospedera®.

b) Adhesinas son lectinas (proteinas que tienen afinidad por los azlcares)
y su funcion es la adherencia de la bacteria a receptores que se
encuentran en la célula del hospedero estos receptores pueden ser de
(fibronectina o manosa). La mayoria de las bacterias expresan mas de
un tipo de adhesinas. En algunos casos, la fimbria posee dos o méas
adhesinas distintas para dos o mas receptores diferentes y se les llama
adhesinas fimbriales®.

c) Endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS) es un factor de virulencia que
se encuentra en las bacterias Gram negativas. La porcion lipidica (lipido
A) esta embebido en la membrana externa con el core, las porciones del
antigeno "O" se extienden hacia afuera de la superficie de la bacteria, la
actividad de esta endotoxina depende del componente lipido A del
lipopolisacarido que se libera durante la lisis bacteriana, algunas de las
manifestaciones sistémicas de las infecciones por bacterias Gram
negativas se inician por la endotoxina y son las siguientes: activacién del
complemento, liberacion de citocinas, leucocitosis, trombocitopenia,
coagulacion intravascular diseminada, fiebre, disminucion de Ila

circulacion periférica, shock y puede causar la muerte®.
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Exotoxinas son toxinas que se liberan al medio extracelular, estas
toxinas pueden viajar desde un foco infectivo a zonas alejadas del
cuerpo y producir dafio en zonas muy distantes del lugar del crecimiento
microbiano. Las exotoxinas se encuentran en Gram negativos se

clasifican por su estructura y funcion en:

Toxinas citoliticas actian como enzimas para atacar a los

componentes celulares y causar la lisis.

Toxinas A-B son dos polipéptidos unidos covalentemente, el
componente B de la toxina se une a su receptor en la célula hospedera y
se separa del componente A, que esta encargado de la actividad
enzimatica responsable de la toxicidad. La mayoria de las toxinas
bacterianas bien caracterizadas caen dentro de la categoria A-B, por

ejemplo, toxina colérica, tetanica, diftérica y toxina Shiga®.

Cépsulas estdn compuestas por unidades de polisacéaridos y proteinas,
sirve para protegerse de la fagocitosis mediante los antigenos
capsulares hidrofilicos, los cuales repelen la superficie hidrofébica de la
célula fagocitica. Estos antigenos interfieren en la union de los
anticuerpos a las bacterias al ser poco imundgenos es decir, con esto

logran inhibir la activaciéon del complemento®.

Sider6foros son moléculas de bajo peso molecular que tienen la
capacidad de quelar el hierro y se consideran parte del secuestro de
factores de crecimiento, ademas son caracteristicos de la familia
Enterobacteriaceae, dentro de esta familia se encuentran dos principales
sideroforos que son la enterobactina y aerobactina, esta Ultima es propia
de las cepas de E. coli en infecciones extraintestinales (codificada por
plasmidos). Estos sistemas de recaptacion de hierro son necesarios
para la gran mayoria de bacterias debido a que lo utilizan como cofactor
para varias enzimas indispensables, y también para el transporte de

nutrientes tales como vitamina B12 > 6,

Pagina 17




i

Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido aislados de
hemocultivos de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)

El sistema de secrecion de tipo lll es una via Sec-independiente, se encuentra
presente en varias bacterias Gram negativas, por ejemplo: Escherichia sp,
Shigella sp, Salmonella sp, Bordetella sp, Yersinia sp. En general es un
sistema especializado de gran importancia debido a que exporta factores de
virulencia directamente dentro de las células eucariotas, a través de un
complejo mecanismo macromolecular, compuesto por mas de 20 diferentes
proteinas. El sistema de inyeccion molecular, ocurre desde el citosol bacteriano
hasta el citosol de la célula eucariota, participan diversas proteinas
supramoleculares que ayudan a crear un estrecho canal en el que viajan los
sustratos dependientes de energia (ATP), para que sean liberadas las
proteinas efectoras. Una vez que la formacion del canal ha terminado, la
exportacion de sustratos es mediada por proteinas chaperonas que ademas
desempefian un papel importante en la estabilizacion del citoplasma. Los
factores de virulencia que se propagan a través del mecanismo anterior
provoca alteraciones en el funcionamiento de las células hospederas, con esto

las bacterias facilitan su crecimiento y supervivencia’.

5.4 Enterobacterias de importancia clinica

Las enterobacterias de mayor importancia en el area clinica son: Escherichia
coli, E. albertii, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, K.
granulomatis, K. rhinoscleromatis, K. ozaenae, Salmonella enteritidis, S.
choleraesuis, S. typhi, Shigella dysenterriae, S. flexneri, S. sonnei, S. boydii,
Morganella morganii, Enterobacter aerogenes, E. agglomerans, E. cloacae,
Proteus mirabilis, P. vulgaris, Serratia marcescens, Providencia rettgeri, P.
stuartii, Yersina pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, Citrobacter

freundii, C. koseri, C. amalonaticus, Plesiomonas shigelloides © 7.

5.5 Aislamiento de enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae tiene unos requerimientos nutricionales sencillos:
fermentan la glucosa, reducen los nitratos y son catalasa-positiva, oxidasa-
negativa. La ausencia de actividad de citocromo oxidasa es una caracteristica
importante, debido a que se puede realizar rapidamente mediante una prueba
sencilla y se utliza para diferenciar a las bacterias Gram negativas

fermentadoras de las no fermentadoras, tan solo existen algunas excepciones

Pagina 18




i

Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido aislados de
hemocultivos de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)

a esta regla. De manera general todos los miembros pueden proliferar
rapidamente de forma aerobia o anaerobia porque tiene la capacidad de ser
anaerobios facultativos. Las enterobacterias en su mayoria crecen en medios
generales como gelosa nutritiva, agar tripticasa-soya, gelosa sangre y
chocolate entre otros. Son cultivadas en medios selectivos para inhibir el
crecimiento de Gram positivos y en cultivos diferenciales para distinguir esta
familia entre bacterias lactosa positiva o lactosa negativa?®.

Las caracteristicas de las colonias de estos microorganismos en los diferentes
medios se han utilizado para distinguir a los miembros més frecuentes de la
familia Enterobacteriaceae. La capacidad que tienen las bacterias de fermentar
lactosa se detecta a través de cambios de color en los medios de cultivos
diferenciales que contienen lactosa, como el agar MacConkey que se ha
utilizado para diferenciar a las cepas fermentadoras de lactosa, por ejemplo:
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca , Enterobacter aerogenes y Citrobacter
freundii (tienen la caracteristica de ser colonias de color rosado-pUrpura en
agar MacConkey) y se diferencian de las cepas que no fermentan lactosa o lo
hacen lentamente, por ejemplo: Proteus mirabilis, Salmonella typhi, Serratia
marcescens, Shigella dysenteriae y Yersinia pestis (sus colonias son incoloras

en agar MacConkey)®8,

6. ENTEROBACTERIAS QUE PRODUCEN BLEEs

Las BLEEs son enzimas producidas habitualmente por varios miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Es frecuente que se reporte a Escherichia coli junto
con Klebsiella pneumoniae como las principales bacilos Gram negativos que
generan BLEESs en el area clinica en los ultimos afios, con menos frecuencia se
ha informado a Klebsiella oxytoca y Proteus mirabilis productores de BLEES.
Sin embargo se han informado casos esporadicos poco comunes en
Enterobacter aerogenes, P. aeruginosa, Citrobacter freundii, Morganella
morganii y Serratia marcescens productores de BLEEs 6.

Diversos reportes confirman que los bacilos Gram negativos que producen
BLEEs son resistentes a varios antibiéticos betalactamicos pero también a
otras clases de antimicrobianos, tales como aminoglucésidos, fluoroquinolonas,

quinolonas, tetraciclinas, trimetoprim/sulfametoxazol .
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6.1 Escherichia coli

Es la bacteria mas aislada del laboratorio de microbiologia clinica, forma parte
de la flora gastrointestinal normal de los humanos y de los animales. Sin
embargo las especies patdgenas tienen diversos factores de virulencia que
estan involucrados en el proceso de diferentes afecciones gastrointestinales

(diarrea del viajero) y extraintestinales tales ITU, meningitis y sepsis & °.

Se caracteriza por ser bacilo Gram negativo anaerobio facultativo, oxidasa-
negativo es movil, fermenta rapidamente diversos azlucares como la lactosa,
produciendo acido y gas. El principal acido que se produce es el acido lactico,
asi como &cido férmico, acético en cantidades menores junto con alcohol etilico

y son capaces de producir indol a partir de triptéfano®.

Esta bacteria crece abundantemente en medios nutritivos ordinarios y pueden
cultivarse en medios mas sencillos, es decir, los que tienen una fuente de
nitrdgeno inorganico y glucosa, el crecimiento de E. coli se produce a una

temperatura que oscila entre 10 °C y 46° C siendo el nivel 6ptimo de 37°C ° 19,

Los medios utilizados para el aislamiento de E. coli son los medios
diferenciales y selectivos. El medio EMB contiene un inhibidor que es el azul de
metileno que tiene como funcién inhibir el crecimiento de otro tipo bacterias
como lo son las Gram positivas y un colorante que sirven como indicador que
es eosina, por esta razén las colonias de E. coli que crecen en este medio EMB
tienen la caracteristica generar colonias verdosas con brillo metalico y centro
negro azulado, debido a que tienen la capacidad de fermentar rapidamente la
lactosa. Otro medio en el que se desarrolla E. coli es MacConkey, que
contiene como inhibidor cristal violeta y como indicador el rojo neutro por esta
razon las colonias presentan una coloracion rojo con un halo turbio, ademas
tiene la sales biliares que inhiben selectivamente el crecimiento de los Gram

positivos?O,
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6.1.1 Clasificacion de patotipos de Escherichia coli

E. coli fue descubierta por Theodor Escherich en 1885, mientras realizaba su
investigacibn sobre bacterias que se encontraban en deposiciones de
pacientes pediatricos, pero en ese tiempo la llamo6 Bacterium coli commune,
que significa “bacteria comun del colon”, tiempo mas tarde fue estudiada por
diversos investigadores y hasta 1954 fue nombrada E. coli en honor a su

descubridor 11.

E. coli es una de las primeras bacterias que coloniza el intestino humano pocas
horas después del nacimiento. Los neonatos tienen su primer contacto con
estas bacterias en el canal de parto que se encuentra con frecuencia
contaminado por cepas de la flora fecal materna o0 que se encuentran

esparcidas por el personal de enfermeria y obstetricia'.

Es considerada una bacteria de la biota normal del intestino del hombre que
establece una relacion simbiotica, esta relacion le confiere dos principales
ventajas al hospedero, la primera es sintetizar compuestos Utiles para el ser
humano y la segunda es protegerlo de la colonizacion por otros
microorganismos que pudieran resultar perjudiciales para la salud, sin
embargo, existen diferentes patotipos que pueden ser patdégenos debido a la
adquisicion y trasferencia de genes que les permite convertirse en un
patébgeno altamente diverso y adaptado. Los patotipos de E. coli patdégena
pueden causar una amplia gama de enfermedades humanas que abarcan
desde el tracto gastrointestinal hasta sitios extraintestinales como el tracto

urinario, el torrente sanguineo y el sistema nervioso central 11 12,

De acuerdo con lo anterior E. coli actualmente se separa en 3 grupos que son
cepas comensales, patotipos intestinales y patdgenos extraintestinales, esta
clasificacion se realiza en base a un andlisis de isoenzimas MLEE (Multilocus
enzyme Electrophoresis) en el que se identifica el fragmento génico TspE4.C2
y los genes chuA, yjaA que sirven como marcadores de patogenicidad 13 14,
Por esta razon las cepas de E. coli son designadas en 4 grupos filogénicos
principales: A, B1, B2 y D. Las cepas comensales se ubican principalmente en

los grupos en los filogrupos A y B1l, mientras que las patégenas
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extraintestinales se agrupan en el B2 y el D, y los patotipos intestinales, en
cualquiera de los filogrupos*® 6.

Una caracteristica que distingue a la E. coli patdgena de la no patdgena es que
las cepas patégenas tienen la capacidad de colonizar sitios en el cuerpo donde
la E. coli no patbgena normalmente no tiene “invasividad". El primer paso en la
colonizacion por E. coli implica la unién de las bacterias a células especificas
del huésped por medio de componentes superficiales conocidos como factores
de virulencia que pueden ser fimbrias o pilis que determinan el sitio de infeccion
que puede ser, por ejemplo epitelio del intestino delgado, epitelio del intestino
grueso o uroepitelio'. Cada grupo patégeno principal de E. coli consiste en
una serie de patotipos o subpatotipos que estan estrechamente relacionados
en virtud de su capacidad para adquirir los genes que codifiquen los factores de

virulencia que esta relacionados con su modo de patogénesis .

Los miembros mas importantes de cada grupo son relativamente faciles de
identificar y clasificar de acuerdo con el patotipo o mediante analisis de genes
especificos. Sin embargo, debido a la multiplicidad de factores de virulencia y la
capacidad de las cepas de E. coli para intercambiar informacion genética, a
menudo es complicado clasificarlos por técnicas habituales de laboratorio,
debido a esto actualmente se utilizan métodos genotipicos para su

identificacion?s.

De manera general las cepas de E. coli asociadas a infecciones se clasifican
en patotipos, los cuales se asignan de acuerdo a sus factores de virulencia
asociados a la enfermedad que causan, no obstante los filogrupos tambien
incluyen a las E. coli que no son patdgenas.

En base a lo anterior E. coli se dividen en 3 grandes grupos :

Grupo 1. E.coli comensal tiene la caracteristica de realizar una simbiosis con
el huésped, este grupo de bacterias habitan en el ser humano y en mamiferos

homeotermos 14 15,
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Grupo 2. EXPEC (E. coli Patogeno extraintestinal) son aquellas cepas que
estan asociadas a infecciones en diferentes aparatos y sistemas que se

encuentran fuera del tracto gastrointestinal Tabla 1 14 1516,

Tabla 1. Clasificacibn de ExPEC

Grupo 2 Patotipo (E.coli)
A E.coli uropatogena (UPEC)
B E.coli asociada a meningitis (NMEC)
C E.coli patogeno avian (APEC)
D E.coli asociada a septicemia (SEPEC)

Grupo 3. E. coli asociada a infecciones del tracto gastrointestinal, son las
principales causantes de la diarrea en adultos y nifios. El grupo de E. coli
gastrointestinal se clasifica en base a sus factores de virulencia que expresa
cada uno de los patotipos y en los diferentes mecanismos de patogenicidad

gue causan la enfermedad, este grupo se divide en 6 patotipos ver Tabla 2 18,

Tabla 2. Clasificacion de E. coli de tracto gastrointestinal 18 20,2122,

Grupo 3 | Patotipos Gastrointestinales de E.coli Lugar de accion
A E.coli enterohemorragica (EHEC) Intestino grueso
B E.coli enteropatogena (EPEC) Intestino delgado
C E.coli enterotoxigenica (ETEC) Intestino delgado
D E.coli enteroagregativa (EAEC) Intestino delgado
E E.coli enteroinvasiva (EIEC) Intestino grueso
F E.coli de aderencia difusa (DAEC) Intestino delgado

Al rededor del mundo la gastroenteritis infecciosa es una causa importante de
mortalidad, principalmente en pacientes pediatricos, se ha reportado a nivel
mundial que es la quinta causa de muerte en nifios menores de 5 afios con
aproximadamente 801 000 defunciones por afo, estas cifras consideran a la

gastroenteritis un problema de salud publica?®.
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A continuacidn se describe cada uno de los 6 patotiopos de E. coli

gastrointestinal. Ver (Figura 1) 18 20,2122,

A. E.coli enteropatogena (EPEC): Estas cepas fueron las primeras en
asociarse a la enfermedad diarreica y contindan siendo la principal
causa de diarrea infantil en nifios menores de 1 afio en los paises
pobres, tienen la caracteristica de expresar la isla de patogenicidad LEE
que codifica la proteina intimina, esta es una proteina de membrana
externa que media la adherencia de estas cepas a las células epiteliales,
incluyendo el sistema de secrecion tipo Il y el receptor de intimina,
adicionalmente cuenta con el plasmido EAF (Factor de Aderencia de
EPEC). El dafio hispotaldgico de la lesion en el enterocito inicia con la
union de la bacteria a las microvellosidades por medio de un pili
formador de haces (Bfp A), seguido del borramiento de la
microvellosidad y la formacion de una estructura en forma de pedestal,
por medio la via de secrecion tipo Il es liberado Tir (translocated intimin
receptor) y porteriormente la intimina que se une al Tir, esta union
tiene como consecuencia la polimerizacion de la actina generando la
acumulacion de elementos de actina en el citoesqueleto por debajo de
las bacterias ancladas. El resultado es la pérdida de la integridad de los
enterocitos generando la muerte de las células epiteliales, esto trae
como consecuencia una mala absorcion, vémitos y diarrea acuosa de

tipo osmético!s 20, 21,

B. E.coli enterohemorragica (EHEC): Estas cepas producen toxinas tipo
shiga (Stx-1 y Stx-2), ambas citotoxinas cuentan con seis subunidades B
gue son responsables de la unién a la superficie celular, junto con una
subunidad A que corta RNA ribosomal que causa la interrupcién de la
sintesis de proteinas, esto produce la destruccion de la microvellosidad
intestinal e inducen la muerte de las células huésped, esto da lugar a
disminucién de la absorcién, por esta razon la enfermedad inicia desde
una diarrea leve no complicada a una colitis hemorragica con dolor
abdominal intenso y diarrea sanguinolenta con moco que puede ser sin

fiebre o con febricula, esta infeccion es mas frecuente durante los
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meses templados y la incidencia maxima se describe en nifios menores
de 5 afos. La mayor parte de las infecciones se producen por el
consumo de alimentos contaminados como carne, frutas y verduras.
Estas cepas contienen la isla de patogenicidad (PAI) llamada Locus of
Enterocyte Effacement (LEE), una complicacién importante de E. coli
0157:H7 es el sindrome hemolitico urémico (SHU) 202122,

C. E.coli enterotoxigenica (ETEC): Las cepas de ETEC se adhieren a la
superficie de las células epiteliales y posteriormente colonizan la mucosa
del intestino delgado por medio de pili o fimbrias que tienen diversas
formas denominadas CFAs (factores de colonizacién antigénicos),
siendo su principal mecanismo de patogenicidad la secrecién de una o
ambas enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT-1) y toxina
termoestable (STa). Los genes que codifican para las enterotoxinas
residen en un pladsmido que también puede contener informacion
genética para los CFA’s, aunque algunos genes de STa se han
encontrado en transposones. Las toxinas LT-1 y STa aumentan el nivel
intracelular de cAMP y cGMP, respectivamente, que se encuentran en la
membrana de las células intestinales, provocando la hipersecrecion de
liquidos y electrdlitos. Es importante mencionar que ETEC es una de las
causas mas frecuentes de deshidratacion por diarrea en nifios menores
de 2 afios y es la principal causa de diarrea, conocida como diarrea del
viajero, que en general se desarrolla en un individuo sano proveniente
de un pais industrializado que visita regiones tropicales caracterizadas
por deficientes condiciones de higiene 202122,

D. E. coli enteroagregativa (EAEC): se define como una E. coli que se
adhiere a los enterocitos por medio de un patr6n conocido como
autoagregativo, en el que las bacterias se adhieren entre si en una
configuracion de "ladrillo apilado”. La estrategia basica de la infeccién
por EAEC comprende la colonizacion de la mucosa intestinal del colon,
seguida de la secrecion de enterotoxinas y citotoxinas. Las cepas EAEC
se adhieren a las de la mucosa intestinal por medio de estructuras
fimbriales conocidas como Fimbrias de Adherencia Agregativa (AAF/I,
AAF/Il, AAF/II). Existen diversos factores de virulencia de EAEC que
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estan regulados por genes que codifican para factores de virulencia,
estos genes son aggR, aatA y aaiC. Por esta razén las cepas pueden
expresar diferentes factores de virulencia como son las Fimbrias de
Adherencia Agregativa, toxinas termoestables enteroagregantes (EAST)
y las toxinas codificadas por plasmidos (Pet). Las cepas de ECEA
causan diarrea acuosa persistente con vémitos, deshidratacion,
febricula, hemorragia y la disminucion de la absorcién de liquidos. Es
importante mencionar que afecta tanto en nifios menores de 6 meses de
edad y adultos, es una de las pocas bacterias asociadas a la diarrea
cronica que tiene como consecuencia el retraso del crecimiento en
niﬁOSIB, 20, 22_

E. E.coli enteroinvasiva (EIEC): En la actualidad se tiene conocimiento
de que las cepas de EIEC estan bioquimicamente, genéticamente y
patogénicamente relacionadas con Shigella sp. Por esta razon
numerosos estudios han demostrado que Shigella sp y Escherichia sp
son taxondmicamente indistinguibles a nivel de especie. La fase inicial
de la patogénesis de EIEC comprende la penetracion de las células
epiteliales, seguida de la lisis de la vacuola endocitica y posteriormente
la multiplicacion intracelular, estas bacterias pueden moverse
lateralmente a través del epitelio, este movimiento direccional se da a
través del citoplasma por medio de la nucleacién de los microfilamentos
de actina, con esto la bacteria logra su extensién para colonizar las
células epiteliales adyacentes, ademas de la invasion y diseminacién
dentro de las células epiteliales EIEC también induce apoptosis en
macrofagos infectados y la destruccion de las células que recubren el
colon. Es importante mencionar que todos los factores de virulencia que
expresa EIEC se encuentran codificados en la secuencia pWR100 que
se transfiere de una bacteria a otra por medio de los plasmidos. Las
cepas de ECEI son poco frecuentes en los paises en vias de desarrollo,
clinicamente se manifiestan como un cuadro similar a la disenteria
bacteriana con una incidencia elevada de fiebre y diarrea sanguinolenta,
espasmos, diarrea acuosa que puede progresar a disenteria con

escasas heces sanguinolentas. Se presenta en naciones occidentales
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afecta a personas adultas y principalmente a nifios menos de 6 afios 2%
21, 22_

F. E.coli de aderencia difusa (DAEC): Las cepas de DAEC se
caracterizan porque se adhieren a las células de los enterocitos por
medio adhesinas fimbriales llamadas F1845 y por otro factor de
virulencia llamado DAF (factor de aceleracion de la descomposicion).
Las cepas DAEC pueden inducir proyecciones similares a dedos que se
extienden desde la superficie de los enterocitos infectados hasta rodear
a la bacteria, es decir la "incrustan"™ pero sin una internalizacion
completa, proporcionando proteccién contra diversos antibioticos. DAEC
tiene la particularidad de no formar microcolonias de tipo EPEC, por
este motivo los investigadores diferenciaron este patotipo de E. coli, sin
embargo, actualmente se encuentra en investigacion su mecanismo de
patogenicidad. Estas cepas son potencialmente diarrogénicas que

afectan a nifios menores de 1 afio de edad. 18 20.22,
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Figura 1. Esquema de patotipos de E. coli del tracto gastrointestinal 8.
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6.2 Klebsiella pneumoniae

Es una de las especies de mayor importancia clinica, en el ser humano se
encuentra en el aparato digestivo como una bacteria comensal. No obstante
cuando adquiere factores de virulencia tiene la capacidad de colonizar el
aparato gastrointestinal y sobre todo la nasofaringe, esta enterobacteria se
caracteriza por ser oportunista, dentro de las enfermedades mas frecuentes
que produce son neumonia, infecciones en vias urinarias, heridas quirargicas,

tejidos blandos, enteritis, meningitis (en lactantes) y septicemia®.

Es un bacilo Gram negativo, no movil, fermentador de lactosa, no descarboxila
la ornitina, hidroliza la urea, posee metabolismo anaerobio facultativo, produce
colonias mucoides en placas debido a la produccion de una capsula de
polisacarido abundante. Por otra parte K. pneumoniae se puede encontrar en
muestras clinicas extraintestinales (respiratorias, heridas y otros lugares donde
potencialmente podria ser responsable de un proceso infeccioso), suele crecer
en muchos medios de cultivo como agar (nutritivo, sangre, chocolate, infusién
cerebro corazén (BHI) y MacConkey), el crecimiento 6éptimo de K. pneumoniae
es de 37 + 2°C8.

El aislamiento de K. pneumoniae se realiza a partir de medios diferenciales y
selectivos, como el agar MacConkey que contiene sales biliares y cristal violeta
gue inhibe el crecimiento de microorganismo Gram positivos, ademas el medio
contiene como indicador el rojo neutro que permite diferenciar a K. pneumoniae
como lactosa positiva. Las colonias que crecen en el agar MacConkey tienen la
caracteristica de ser grandes y muicoides de un color rosado, una de las
pruebas bioquimicas que se utiliza para identificar a K. pneumoniae de K.
oxytoca, es la produccién de indol a partir de triptéfano, en esta prueba K.

oxytoca es positiva® 19,
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6.2.1 Mecanismo de patogenicidad de Klebsiella pneumoniae

La primera etapa en el proceso infeccioso es la adherencia de Klebsiella sp a
las células del hospedero por medio de las proyecciones filamentosas
conocidas como pilis que se encuentran en la superficie bacteriana, existen dos
tipos de pilis predominantes en Klebsiella sp de tipo 1 y tipo 3. El tipo 1 esta
asociado en la patogénesis de las infecciones del tracto urinario, adhiriéndose

a las células del tabulo proximal.

Por otra parte los pilis tipo 3 se adhieren a las células del tracto respiratorio
logrando la colonizacion, esto genera la proliferacion de patdégenos potenciales
que pueden conducir a una neumonia, principalmente en pacientes con
ventilacion mecanica que se encuentran hospitalizados durante un largo
periodo de tiempo. El mecanismo exacto de la resistencia a la inmunidad de los
llamados factores séricos, es desconocido; una posible explicacion es el
enmascaramiento del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria por parte de la

capsula, de tal forma que exhibe una estructura que no activa el complemento
23,24

6.3 Proteus mirabilis

P. mirabilis se diferencia de otras Enterobacteriaceae por su capacidad para
desaminar fenilalanina. Esta enterobacteria se encuentra en multiples habitats
del medio ambiente como suelos, agua contaminada con materia fecal,
inclusive puede estar presente en las instalaciones de los hospitales. La
infeccion del aparato urinario es la enfermedad mas frecuente causada por este
género Proteus, esto se debe a que produce grandes cantidades de ureasa,
también se atribuye como un agente causal de la neumonia, septicemia e

infecciones de heridas’®.

Existen varias especies de Proteus, pero P. mirabilis junto con P. vulgaris
representan la mayoria de los aislados clinicos, se diferencian de otros bacilos
entéricos debido a que presentan flagelos peritricos que producen una pelicula
translicida de crecimiento en un agar no selectivo este fenomeno de
movimiento se denomina swarming. La diferenciacion entre P. mirabilis y P.

vulgaris puede hacerse sobre la base de produccion de indol dado que este
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altimo es indol positivo. Estas especies producen ureasa, H2S (&cido
sulfhidrico), son lactosa negativos, presentan alta movilidad, ademas producen
fenilalanina desaminasa. Estas enterobacterias no producen toxinas solubles,
pero generan enzimas conocidas como hemolisinas que producen lisis en los

eritrocitos, mediante la produccién de poros en la membrana citoplasmaética 2 °.

P. mirabilis causa ITU (Infecciones en el Tracto Urinario) de modo ocasional
en huéspedes sanos y con mucha frecuencia en aquellos que estan expuestos
a catéteres, anomalias anatomicas o funcionales del tracto urinario, esta
enterobacteria puede ser la segunda causa de bacteriemia sélo después de E.
coli a partir de origen urinario, ademas puede provocar otras infecciones sobre

todo en enfermos hospitalizados®.

6.3.1 Mecanismo de patogenicidad de Proteus mirabilis

El primer paso en el proceso infeccioso es la adherencia del microorganismo,
debido a que es vital para supervivencia por medio de los pilis, estas bacterias

pueden adherirse al endotelio del tracto urinario.

La unién de Proteus sp a las células uroepiteliales inicia varios eventos en
principio la secrecion de interleucinas y posteriormente la produccion de
ureasa, es importante mencionar que la presencia de la motilidad bacteriana y
fimbrias favorecen la invisibilidad del tracto urinario. La infeccién por Proteus
sp en las vias urinarias, se da la hidrolisis de urea en amoniaco y dioxido de
carbono que disminuye el pH de la orina para disminuir la solubilidad, el par
tampén de amoniaco/amonio tiene un pKa de 9.0, lo que resulta en la
combinacion de orina altamente alcalino rico en amoniaco, dando como
resultado la precipitacion de sales de calcio y magnesio, finalmente se genera
la formacion de calculos que son producidos por Proteus sp, los calculos se
encuentran compuestos de cristales de estruvita, carbonato de calcio y apatita,
es por esto que la alcalinizacién de la orina por la ureasa incrementada resulta

toxica para el epitelio renal 2°.
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7. ANTIBIOTICOS
7.1 Generalidades

Los antibiéticos se consideran uno de los avances mas importantes que la
investigacion farmacolégica ha aportado para mejorar la salud de la poblacion.
Sin embargo desde su comercializacion en 1940 se ha demostrado un
incremento en la resistencia y existe evidencia que afirma la idea de que el
consumo de antibioticos es el principal factor que ha acelerado el fenbmeno
natural biologico evolutivo, este hecho a través de los afios ha estado

causando gran impacto en la salud publica especialmente a nivel hospitalario.

Los antimicrobianos son sustancias quimicas producidas por diferentes
especies de microorganismos como actinomicetos, bacterias y hongos, pueden
ser sintetizados por métodos quimicos, tienen como principal funcion la
destruccion de los microorganismos o impedir su multiplicacion y desarrollo.
Hoy en dia no se utilizan moléculas de origen natural, por lo cual no se
establece mas la diferenciacion entre antimicrobianos con quimioterapéuticos,

es por esta razon que el término antibiético es que se usa actualmente 2.

De acuerdo al efecto que ejercen sobre la bacteria se dividen en:

a) Bacteriostaticos: El efecto bacteriostatico consiste en producir la
inhibicién del crecimiento bacteriano, mientras tanto, se espera que la
inmunogenesis aporte los elementos defensivos necesarios para el

control de la enfermedad.

b) Bactericidas: El efecto bactericida consiste en producir la muerte de los
microorganismos sensibles, los antimicrobianos actian en la fase de

crecimiento logaritmico bacteriano, su accion terapéutica es irreversible.

Estos efectos se pueden llevar a cabo mediante pruebas in vitro enfrentando
una concentracion estandar de microorganismos con una serie de disoluciones
de antimicrobianos. De acuerdo a lo anterior el efecto bactericida es la
concentracion mas baja que inhibe el crecimiento del microorganismo y se
denomina concentracion inhibitoria minima (CIM), mientras que el efecto
bactericida es la concentracion mas baja que destruye el 99.9% de la poblacion

conocida como concentracion bactericida minima (CBM) 26: 27,
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7.2 Clasificacion por su composicién quimica

Los antibioticos se pueden clasificar por su composicién quimica, los que se

describen a continuacién son algunos de los que se usan en la practica clinica

para el tratamiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas:

Tabla 3. Clasificacion de los antibiéticos por su estructura quimica 27 28,

Grupo

Antibioticos

Espectro de accion

B-lactamicos

Penicilinas (incluyendo a
las de amplio espectro)

Cefalosporinas
Cefamicinas
Monobactamicos
Carbapenémicos
Acido clavulanico

Este grupo es de amplio espectro
Gram negativos:

Escherichia sp, Klebsiella sp, Proteus sp,
Haemophilus sp, Enterobacter sp, Salmonella sp,
Shigella sp, Citrobacter sp, Serratia sp, Pseudomonas
sp.

Gram positivos: Streptococcus sp, Clostridium sp,
Bacillus sp, Corynebacterium sp, Treponema sp,
Actinomyces sp, Leptospira sp, Neisseria sp,
Bacteroides sp.

Aminoglucésidos

Estreptomicina
Gentamicina
Amikacina
Dibekamicina

Escherichia sp, Klebsiella sp, Proteus sp, Enterobacter
sp, Salmonella sp, Serratia sp, Mycobacterium sp,
Citrobacter sp, Edwardsiella sp, Pseudomonas sp,

Staphylococcus sp.

Salmonella sp, Escherichia sp, Haemophilus sp,

Fenicoles Cloranfenicol Aeromonas sp, Rickettsia sp, Brucella sp, Serratia sp,
Shigella sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Proteus sp,
Chlamydia sp, Mycoplasma sp.
Polimixinas Pol!m!x!na = Gram negativos incluyendo Pseudomonas sp.
Polimixina E

Glucopéptidos

Vancomicina

Clostridium sp, Staphylococcus sp, Corynebacterium
sp, Bacillus sp.

Azitromicina L . .
- X . Gram positivos y anaerobios (con excepcion de
Macrolidos Claritromicina ;
. - Bacteroides sp).
Eritromicina
. . Clindamicina . .
Lincosamidas . . Gram positivos, en general anaerobios
Lincomicina
Doxiciclina . . .
Tetraciclinas Clortetraciclina Brucella sp, Mycoplasma zp, Chlamydia sp, Ricketssia
Tetraciclina P
Trimetoprim

Sulfamidas /Sulfametoxazol Amp lio espectro .
. Gram negativos y Gram positivos
Cotrimoxazol
Acido nalidixico
Quinolonas Acido oxolinico Pseudomonas sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp,
Ciprofloxacino Staphylococcus sp(productores de betalactamasas)
Enoxacilina
- . . Gram positivos incluidos los resistentes a otros
Oxazolidinonas Linezolida

antibiéticos

Esta clasificacion es de gran utilidad para seleccionar el antibidtico o las

combinaciones que se deban emplear, cuando se traten de infecciones

polimicrobianas 8.
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7.3 Clasificacién de antibiéticos para bacilos Gram negativos

Por su mecanismo de accion, los antibioticos se clasifican por:

1) Inhiben la sintesis de la pared celular (impide el cruzamiento del
peptidoglicano).

2) Inhiben funcion de la membrana celular (afectan su permeabilidad).

3) Inhiben la sintesis proteica (al unirse a la subunidades 30s o 50s).

4) Inhibicion de la sintesis de los &cido nucleicos (bloquean la replicacion
de ADN, inactivando la ADN girasa).

5) Antagonismo competitivo (blogueo de la sintesis de factores

metabolicos) %°.

A continuacion de manera general se presenta cada uno de los mecanismos de
accion de los antibidticos:

7.3.1 Aminoglucoésidos

Una vez que se encuentra el aminoglucésido en el citoplasma bacteriano, se
une a los ribosomas en la subunidad 30s e interfiere en la sintesis proteica
bacteriana al alterar la lectura del ARNm, causando un bloqueo en el inicio de
la sintesis proteica, como consecuencia se realiza una terminacion prematura
de la lectura del ARN (esto genera una sintesis de proteinas incompletas) o
una lectura errénea del ARNm con la incorporacion de aminoacidos incorrectos

a la proteina sintetizada 2° %,

7.3.2 Quinolonas

Las quinolonas son agentes bactericidas y afectan el funcionamiento normal
del ADN bacteriano, penetran en la bacteria a través de las porinas, una vez
dentro inhiben la enzima ADN-girasa (topoisomerasa Il), encargada de
desenredar las hebras de ADN (que se encuentran super enrolladas), esto
evita su replicacion y transcripcidn que son procesos vitales para bacteria. La
inhibicion de la enzima ADN- girasa justifica la actividad bacteriostatica, pero no
la accion bactericida de las quinolonas, para que exista el efecto bactericida, es
necesario que actien las exonucleasas inducibles que destruyen

definitivamente el ADN bacteriano3°.
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7.3.3 Fenicoles

El antibiotico mas representativo del grupo es el cloranfenicol, su actividad
antimicrobiana consiste en la inhibicion de la sintesis de proteinas de las
células bacterianas. El cloranfenicol se une a la subunidad 50s del ribosoma,
interfiere con el enlace de nuevos aminoacidos de la cadena peptidica,
especificamente inhibe a la enzima peptidil tranferasa 2’.

7.3.4 Sulfonamidas y Diaminopirimidinas

Las sulfamidas son analogos del acido para-aminobenzoico (PABA), y por
tanto, compiten por la enzima dihidropteroato sintetasa, impidiendo asi la
formacién de acido dihidropteroico, precursor del acido félico. Para las
bacterias es vital realizar la sintesis de los folatos (acido félico, acido folinico)
porque son precedentes de muchas reacciones bioquimicas en el interior de la
célula, en especial de elementos esenciales como los aminoacidos o las bases
puricas y pirimidicas de los nuclednicos (purina y timidina) que estan

encargadas de conformar el material genético ADN y ARN 2°: 30,

Otro antibidtico que actlia en esta misma ruta es el trimetoprim que pertenece
al grupo de las diaminopirimidinas, el trimetoprim inhibe competitivamente a la
enzima dihidropteroato reductasa que cataliza la conversion de &cido
dihidrofélico en acido tetrahidrofélico, de este modo se bloquea la ruta y se
evita la generacion del &cido folinico, esto da como resultado que se inhiba la

formacion de timidina, algunas purinas, metionina y glicina3?.

En la actualidad el trimetoprim/ sulfametoxazol es uno de los antibiéticos mas
importantes dentro de este grupo debido a su amplio espectro es una opcion
importante en el area clinica y en combinacién con las sulfonamidas
(sulfametoxazol) actuan en puntos diferentes de la misma ruta metabdlica, su
accion resulta sinérgica, por esta razén se usan en combinacion (trimetoprim /

sulfametoxazol) 30: 32,

7.3.5 Polimixinas

El sitio de accion de las polimixinas es la membrana celular bacteriana y ocurre
mediante interacciones electrostaticas entre el polipéptido cationico (Polimixina

E) y las moléculas anionicas de los lipopolisacaridos de la membrana externa
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de las bacterias Gram negativas lo que favorece el desarreglo de la membrana
celular bacteriana. La polimixina E desplaza Mg*? y Ca*? lo que desestabiliza la
molécula de lipopolisacarido que se encuentra cargada negativamente,
generando una alteracion de la membrana externa. El resultado de este
proceso es un aumento en la permeabilidad de la envoltura celular, esto tiene
como consecuencia la lisis celular bacteriana y, subsecuentemente, muerte

celular?’- 21,

7.3.6 Tetraciclinas

Las tetraciclinas penetran en el citoplasma bacteriano por un proceso
dependiente de energia y se unen de forma irreversible a la subunidad 30s del
ribosoma (proteinas S7, S14, S19), bloqueando el acceso de los complejos
aminoacil-tRNA, e impidiendo la continuacion de la sintesis proteica, es decir

impiden la introduccién de nuevos amino&cidos en la cadena de péptidos 3.

7.3.7 Betalactamicos

Los antibiéticos betalactamicos son agentes bactericidas que producen su

efecto principalmente a través de 2 mecanismos:

¢ Inhibicién de sintesis de la pared bacteriana.
e Induccion a la autolisis bacteriana por medio de la activacion de

endolisinas 2°.

La pared celular es una estructura que envuelve a las bacterias de todos los
géneros, con algunas excepciones como son los micoplasmas debido a que
carecen de pared celular. En las bacterias Gram negativas su pared es
compleja, esta integrada por una membrana externa formada por lipidos,

proteinas y de una capa interna delgada de peptidoglicano 8.

La pared bacteriana sé sitia por fuera de la membrana citoplasmatica, se
encuentra principalmente constituida por peptidoglicano (también llamado
mureina), es un polisacarido que contiene azucares aminados alternantes,
estos son el acido N-acetilglucosamina (NAG) y &cido N-acetilmuramico
(NAM)?,
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A continuacion se describe en brevemente la sintesis del peptidoglicano:

De forma general la sintesis del peptidoglicano ocurre en el citoplasma, donde
se sintetizan los precursores a partir de diferentes elementos que son los
siguientes: uridina difosfato  N-acetilglucosamina (UDP-NAG), acido
fosfoenolpiravico, uridintrifosfato (UTP) y NADH, a partir de estos se forma el

acido uridin difosfato N-acetilmuramico (UDP-NAM).

En seguida, se inicia la adicidbn secuencial y ordenada de los distintos
aminoacidos en el residuo NAM para formar UDP-NAM-pentapéptido los
aminoéacidos que lo conforman son (L-alanina, acido D-glutamico y acido meso-
diaminopimélico que es exclusivo de las bacterias Gram negativas, también se
encuentran paralelamente dos residuos de D-alanina que son producidos por la
enzima alanina racemasa, se enlazan entre si por medio de la accion de la
enzima D-alanina sintetasa, dando lugar a la formacion de un dipéptido D-

alanin- D-alanina, que conforma la cadena de aminoacidos (pentapéptido) 2.

Posteriormente el UDP-NAM-pentapéptido por medio de un enlace de
pirofosfato es acarreado por un transportador que se sitla dentro de la
membrana citoplasmatica, conocido como bactoprenol (lipido isoprenoide Css)
gue en un inicio se encuentra como fosfato de bactoprenol, una vez que se
realiza la captacion por medio de una enzima transferasa UDP transfiere NAG
a la unidad bactropenol-NAM-pentapéptido, después ocurren reacciones
enzimaticas que forman NAG-NAM pentapéptido mediante enlaces
glicosidicos B-1,4 con esto se forma una unidad de bactropenol- NAG-NAM-
pentapéptido 33.

El portador bactropenol-NAG-NAM-pentapéptido, transporta a través de la
membrana la unidad NAG-NAM-pentapéptido hacia el espacio periplasmico,
esta unidad se adhiere al extremo en desarrollo de una cadena de
peptidoglicano esto ocurre por medio de la reaccion de transglicosilacion, lo
cual aumenta la longitud de la cadena por la unidad de repeticion. Por su parte
el bactoprenol regresa a través de la membrana al momento de hacerlo pierde
un fosfato, convirtiendose en fosfato de bactoprenol con esto esta listo para

iniciar un nuevo ciclo 34,
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La dltima fase de la sintesis de la pared bacteriana se lleva a cabo en el
espacio periplasmico y consiste en la formacion de los tetrapéptidos a partir de
los pentapéptidos, esto se lleva a cabo mediante una reaccion de
transpéptidacion que esta catalizada por medio de las PBPs transpéptidasas
que forman un enlace transversal peptidico entre D-alanina-acido
mesodiaminopimelico, finalmente se realiza una reaccion de carboxipeptidacion
esto genera el rompimiento de los residuos subterminales de D-alanina, con
esto se forma un tetrapéptido que es caracteristico de la red entrecruzada de
peptidoglicano que mantiene la rigidez estructural y la caracteristica de
resistencia a la presion osmatica interna tipica de las bacterias que crecen en

la mayoria de los ambientes (Figura 2) 32 33,34,

Membrana
4. PBPs: union a la porcion terminal del pentapéptido 5. Formacion del peptidoglicano externa )
y transformacion a tetrapéptido (Transpéptidacion y
Carboxipeptidacién) ‘
DAP g p14 p14 g4 i
[ ) ‘-- --4--)-‘-
! B4 } Pared
‘ -Alamna "celular
----) -'-] Peptldo-
ghcano
3. Formacion de las cadenas de NAGy ‘--)-i-)-i-
NAM-pentapéptido (Transglicosilacion) s “
) N waw (RAST L -
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componentes al periplasma

: e
Lk ,. Membrana

i ‘ ¥
m (i it || | Wl | citoplasmatica

Bactoprenol
[UDP | [ump] Citoplasma

Uridina difosfato Uridin monofosfato

1. Sintesis de los precursores
que componen al peptidoglicano

Aminoacidos

Figura 2. Sintesis de peptidoglicano 32 33 34,

De acuerdo con lo anterior, todos los antibiéticos betalactamicos contienen en
su estructura quimica el anillo B-lactama que es primordial porque tiene una
estructura espacial similar a la del residuo acil-D-alanin-D-alanina de las
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cadenas del peptidoglicano, que es el sustrato natural de las proteinas fijadoras
de penicilinas (PBPs).

Los betalactdmicos actian como sustratos competitivos contra acil-D-alanin-D-
alanina, debido a que ambos compiten por la union a las PBPs, en esta
interaccidn enzimatica los betalactamicos ganan al tener mayor afinidad, esto
genera una unién covalente entre las PBPs y el anillo B-lactama que es

irreversibless,

Las PBPs transpéptidasas son enzimas bacterianas esenciales para la sintesis
del peptidoglicano cuando son bloqueadas, se produce una inhibicion de la
reaccion de transpéptidacion que es fundamental para generar enlaces
cruzados de cadenas peptidicas que el confieren rigidez a la pared bacteriana.
Por este motivo se desestabiliza la pared celular y finalmente se produce la
hidrolisis autolitica del peptidoglicano (mediada por endolisinas), como
resultado de estos eventos, la bacteria queda sin pared expuesta al medio y
muere debido a cambios en la presién osmética (Figura 3) 33 3435,

1) Inhibicion de sintesis de la pared bacteriana.
Competicion entre el betalactamico con el

p1,4 14 14 cf 4 pentapéptido por la union a las PBPs.
(Naw (A (e QRO (aw (NG (NG (| (NG (e OB .1 ctamico (EGY Nav (MBS NaM (EGH NaM.
gi p14 3; B4 !3 g x § 8 x
O o [N o (G o (N S m e ;
y * O g O .
(T (] (L (e— o _ |
8 ! ! Transpéptidacion v
] 1< )g d N V] Unién
L WTURE CRTUML g ¢ v covalente
k --gi N (EGT T P'BP:d
— : ranspéptidasas
L-Alam'na. \ V 2) Induccion a la autolisis bacteriana por
E[))f;utamuco g g s medio de la activacion de endolisinas.
D-Alanina B-1,4
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/
NAW O NAG PBPs y
Acido Acido Activacion @ 0@
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Figura 3. Mecanismo de accion de los betalactamicos 33 34 35,
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Los antibidticos betalactamicos son bactericidas ya que su efecto se basa en
poner en accién a otros grupos de enzimas que estan implicadas en la
degradacion y recombinacion del peptidoglicano. Es importante mencionar que
las paredes bacterianas son Unicas por contener peptidoglicano, debido a esto,
los antibidticos betalactdmicos interfieren s6lo con este componente de la
pared celular y no afectan a las células eucariotas, el resultado por lo general
es un indice terapéutico alto, ademas las paredes solo se sintetizan en células
gue estan en una multiplicacion activa, los betalactamicos sélo son efectivos

contra las bacterias en crecimiento 33: 35,

7.4 Antibioticos betalactamicos

Desde el comienzo de la era antibidtica los betalactdmicos han sido la piedra
angular de la terapia antiinfecciosa, su eficacia clinica se atribuye a muchos
rasgos atractivos de esta clase antimicrobiana porque en principio su
mecanismo de accion es bactericida y combinado con un excelente perfil de
seguridad permite a los pacientes tolerar una cantidad relativamente grande de

exposicion a estos farmacos 34,

Estos antimicrobianos son la clase mas diversa, con multiples agentes en las
subclases de penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos.
Esta diversidad también se extiende al espectro de cobertura de esta clase,
gue va desde la terapia de espectro estrecho con penicilinas antiestafilocécicas
como la nafcilina, hasta los antibiéticos carbapenémicos que poseen parte de la

cobertura antimicrobiana mas amplia.

Los betalactdmicos son el grupo de antibiéticos mas prescritos en la practica
médica, tanto en atencion primaria como en los hospitales. En el mercado
internacional el consumo de los antibidticos betalactdmicos asciende a ventas
anuales de unos 15 mil millones de dolares y representa el 65% del mercado
total de antibidticos, esto representa aproximadamente que una de cada dos
recetas se prescribe antibidticos betalactamicos 6. El gran éxito que han tenido
es porque poseen una gran eficiencia terapéutica y no son toxicos para el ser
humano ya que actdan blogueando las enzimas encargadas de ensamblar la

estructura del peptidoglicano que solo se encuentran en las células bacterianas
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procariotas y no tienen homologia con las células eucariotas, ambas
caracteristicas hacen que estos antibioticos sean una buena opcién terapéutica

ante infecciones 2.

Las indicaciones para el uso terapéutico de los antibidticos betalactamicos
varian desde infecciones primarias, forlinculos pequefios, carbuncos,
infecciones respiratorias y urinarias, también se prescriben para gonorrea,
neumonia, endocarditis, meningitis, septicemia. En general, el espectro de los
betalactamicos incluye a bacterias Gram negativas (Escherichia sp, Klebsiella
sp, Proteus sp, Enterobacter sp, Salmonella sp, Shigella sp, Citrobacter sp,
Serratia sp, Pseudomonas sp), ademas de Gram positivas aerobias y
anaerobias (Staphylococus sp, Streptococcus sp, Clostridium sp, Bacillus sp,
Corynebacterium sp, Actinomyces sp, Leptospira sp, Bacteroides sp, Neisseria
sp). No obstante estos antimicrobianos no son activos sobre micoplasmas ya
gue estos carecen de pared celular, ni sobre bacterias intracelulares como
Chlamydia sp debido a que los betalactdmicos tienen escasa capacidad de

penetracion dentro de la célula 32 36,

7.4.1 Estructura quimica y clasificacion de los betalactamicos

La estructura general de estos compuestos es el anillo betalactamico que esta

constituido por la condensacién de alanina y B-dimetilcisteina (Figura 4) 0.

|
VN

Figura 4. Anillo betalactamico 0.

Este anillo constituye a varios grupos de antibidticos betalactamicos, es
heterociclico de cuatro atomos, tres de carbono y uno de nitrégeno segun la
naturaleza de los radicales se diferencia de las distintas moléculas, siendo las
cadenas laterales complementarias las mas relacionadas con su actividad
antimicrobiana, farmacocinética y toxicidad, cabe destacar que el anillo
betalactamico para los diferentes grupos de antibioticos se encuentra unido a
otro anillo secundario, esto dependera de cada uno de los grupos de

antibioticos betalactamicos, entre los que se encuentran los siguientes:
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Penicilinas, Cefalosporinas, Cefamicinas Monobactamicos, Carbapenémicos e

Inhibidores de B-lactamasas (Tabla 4). En todos estos grupos, al sufrir minimas

alteraciones en

la estructura quimica son capaces de modificar las

caracteristicas del antibiotico, como el espectro, la afinidad por determinados

receptores 33 3,

Tabla 4. Estructura quimica de los betalactamicos®3 3,

Anillo Anillo Nucleo del Grupo
g m betalactamico | secundario Betalactamico Antibiético
R, s Acido
Anillo
p 6-aminopenicilanico PENICILINAS
o N tiazolidina
o s Anillo Acido
= NH
04' ~ N dihidrotiazina 7-aminocefalosporanico | CEFALOSPORINAS
R
_ Acido
JDC'" s Anillo
R-HN . L, .
S 7-aminocefalosporanico
P . dihidrotiazina _ CEFAMICINAS
g N R + enlace 7 a- metoxilo
R R
Fw‘l—NI-II I—R Ninguno
Monobactamo MONOBACTAMICOS
& N
R ra R
A Anillo
R Carbapenemo CARBAPENEMICOS
a N pirrolidinico
R, 0 Anillo
ACIDO
oxazolidina Clavamo/oxapenamo
& N CLAVULANICO
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La afinidad del anillo betalactamico por el residuo acil-D-alanin-D-alanina del
dipéptido les permite interaccionar con diversas proteinas enzimaticas con
actividad de transpéptidasas, transglicosilasas y carboxipeptidasas situadas en
la superficie de la membrana plasmatica bacteriana, moléculas encargadas de
modelar la configuracion definitiva de la capa del peptidoglucano, ademas de
guiar su reorganizacion durante la division de bacterias, a estas proteinas de
membrana se les conoce como PBPs, como ya se mencion6 anteriormente la
relacion con su

actividad antibacteriana de los betalactamicos esta en

capacidad para interferir de forma competitiva, en la actividad de las PBPs 31 33,
Los antibidticos betalactamicos se clasifican de la siguiente manera (Tabla 5):

Tabla 5. Clasificacion de los antibidticos betalactamicos 34.
Grupo Ejemplo

Penicilinas naturales Penicilina G, Penicilina V

Penicilinas resistentes a la penicilinasa
(PRP)

Nafcilina, Meticilina

PRP: isoxazolil penicilinas Oxacilina, Cloxacilina, Dicloxacilina

Aminopenicilinas Ampicilina, Amoxicilina

Carboxipenicilinas Carbenicilina, Ticarcilina

Ureidopenicilinas Piperacilina, Azlocilina, Mezlocilina

Cefalotina, Cefazolina, Cefradina,

Cefalosporinas de primera generacion -
Cefapirina

Cefamandol, Cefuroxima, Cefonicida,

Cefalosporinas de segunda generacién
Cefaclor

Ceftriaxona, Cefotaxima,

Cefalosporinas de tercera generacion

Cefalosporinas de cuarta generacion
Cefalosporinas de quinta generacion

Cefamicinas

Ceftazidima, Cefpodoxima,

Cefoperazona, Cefpiramida.
Cefepima, Cefpiroma
Ceftarolina, Ceftobiprole

Cefoxitina, Cefotetan, Cefmetazol
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Monobactamicos Aztreonam

o Ertapenem, Imipenem, Meropenem,
Carbapenémicos ]
Doripenem

Inhibidores de B-lactamasas Clavulanato, Sulbactam, Tazobactam

7.4.2 Penicilinas

Su descubrimiento se atribuye a Alexander Fleming quien en 1928, observo
que el crecimiento de Staphyloccoccus aureus se inhibia ante la presencia del
hongo Penicilium chrysogenum, esto era posible porque producia una
sustancia capaz de impedir el crecimiento de muchos Staphylococcus sp.
Posteriormente en 1930, Cecil George Paine utilizd por primera vez la
penicilina como tratamiento topico en pacientes neonatos con infecciones
oculares y cutaneas. Sin embargo tuvo varios problemas de estabilidad
quimica, por lo que el primer tratamiento parental con penicilina, tuvo que
esperar hasta 1940 en este afio Florey, Chain y asociados aislaron la penicilina
e hizo viable el negocio de producir y comercializar la penicilina G, a mediados
de ese mismo afio, la penicilina G estaba disponible para uso general en los

EUA iniciando asi una nueva era de los antibi6ticos 31.

Las penicilinas constituyen el grupo de los antimicrobianos betalactamicos mas
importantes, ademas de ser los mas utlizados en la poblacion, su
descubrimiento constituyé el comienzo de una nueva era de la medicina. La
estructura basica de las penicilinas esta conformada por un anillo de tiazolidina
gue se une a un anillo betalactamico que porta un grupo amino secundario (R-
NH) (figura 5). Estos radicales R, pueden unirse al grupo amino, la integridad
estructural del nucleo del acido 6-aminopenicilanico es fundamental para la
actividad biol6gica de estos compuestos, si existe una hidrolisis del anillo
betalactamico a causa de las B-lactamasas bacterianas se obtiene como

producto el acido peniciloico, que carece de actividad antimicrobiana®’.
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Los radicales en la fraccion del &cido 6-aminopenicilanico determinan las

propiedades farmacolégicas y antibacterianas de la molécula.

R—HN

N ° CHs
/— _‘ CH,

/=0
HO

Figura 5. Acido 6-aminopenicilanico

NUcleo estructural de las Penicilinas 2.

Las penicilinas mas usadas en el ambito clinico son: ampicilina,
bencilpenicilina, cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, nafcilina, oxacilina,

piperacilina y ticarcilina °.

El espectro antimicrobiano de las penicilinas abarca inicialmente los cocos
Gram positivos, cocos Gram negativos, bacilos Gram positivos (facultativos y
anaerobios) y para algunos bacilos Gram negativos anaerobios. La produccion
de derivados semisintéticos a partir de la molécula nativa ha permitido la
evolucion de ciertos farmacos con diversas actividades frente a diferentes
bacterias, como las aminopenicilinas que presentan una mayor penetracion en
las bacterias Gram negativas e incluso penicilinas con actividad

antipsedoménica como son las ureidopenicilinas y carboxipenicilinas 36 37,

7.4.3 Cefalosporinas

Las cefalosporinas son uno de los grupos mas importantes en el desarrollo de
los antibidticos betalactamicos, la primera cefalosporina reportada fue la
cefalotina que se introdujo para uso clinico en 1964. Hoy en dia existen mas de
20 cefalosporinas diferentes en uso de las cuales 17 se comercializan en EUA,

la cefalosporina esta entre las clases de antibiéticos mas recetados debido a su
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amplio espectro de actividad, baja toxicidad, su facilidad de administracion y su
perfil farmacocinética efectiva. La actividad bactericida de las cefalosporinas
fue descrita por primera vez por el profesor Giuseppe Brotzu, de la universidad
de Cerdefia en 1945, fue aislada a partir de hongos en las Ciénegas del puerto

de Cagliari 8.

Las cefalosporinas son farmacos cuya estructura basica esta constituida por el
acido 7-aminocefalosporanico que consiste en la fusion de un anillo
dihidrotiazina y un anillo betalactamico. La introduccion de modificaciones en la
cadena lateral de este anillo origina las diversas cefalosporinas (figura 6) 9.

_(

S
o/ = R

R,— OC - HN S

/

COOH

Figura 6. Acido 7-aminocefalosporanico 3.

Nucleo estructural de las cefalosporinas

7.4.4 Cefalosporinas de Primera Generacion

Las cefalosporinas de primera generacion son las que mantienen una mejor
actividad frente a microorganismos Gram positivos, con la excepciéon de S.
aureus (productor de B-lactamasas), neumococos resistentes a penicilina y de
los enterococos, resistentes de forma intrinseca a cefalosporinas, es importante
mencionar que  presentan un espectro estrecho para bacterias Gram

negativas.

La actividad estrecha se atribuye a la presencia de B-lactamasas, el desarrollo
de nuevos farmacos tanto cefalosporinas como de otros grupos de antibioticos

ha limitado bastante su aplicaciéon, de modo que ésta se reduce.

Se usan fundamentalmente para infecciones del tracto urinario no complicadas

faringoamigdalitis y neumonia neumocécica®.
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7.4.5 Cefalosporinas de Segunda Generacion

Esta generacion mejora el espectro frente a bacterias Gram negativas, con
respecto a la de la primera generacion. En este grupo el aumento de espectro y
la mayor actividad antimicrobiana, junto con la mayor disponibilidad de
farmacos orales, incrementan de forma notable el nimero de procesos en que

son potencialmente Utiles, tanto en el hospital como en la comunidad=2.

Su actividad se destaca frente a microorganismos Gram positivos,
especialmente Streptococcus sp Yy frente a Haemophilus sp, Neisseria sp,
Moraxella sp, son una alternativa en el tratamiento de diversos procesos
otorrinolaringoldgicos como faringoamigdalitis, oftitis, sinusitis, agudizaciones de
origen infecciosas de pacientes con EPOC (Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica) y otro tipo de infecciones respiratorias como infecciones de tracto
urinario. Es importante mencionar que las cefalosporinas de segunda
generacion también tienen actividad frente a bacterias Gram negativas ante
una infeccion causada por Escherichia sp y Klebsiella sp (No productoras de

B-lactamasas) “°.

7.4.6 Cefalosporinas de Tercera Generacion

Las cefalosporinas de tercera generacion incrementan notablemente su
espectro de actividad e inducen algunas caracteristicas farmacocinéticas

interesantes como su buen acceso al liquido cefalorraquideo.

Esta generacion se muestra muy activa frente a neumococos moderadamente
resistentes a penicilina y otros Streptococcus sp, pero pierden actividad frente a
Staphylococcus sp (productores de B-lactamasas) y bacilos Gram negativos
como Escherichia sp, Klebsiella sp, Proteus sp), estas ultimas bacterias pueden
presentar resistencia mediada por BLEEs. Por otra parte el amplio espectro
que presentan las cefalosporinas de tercera generacion también se usan frente
a microorganismos como (Morganella sp, Providencia sp, Serratia sp y
Citrobacter sp). Las cefalosporinas de tercera generacion constituyen un pilar
fundamental de la terapéutica antimicrobiana, sobretodo en el &ambito
hospitalario, donde se usan constantemente en infecciones respiratorias de la

piel y tejidos blandos 4*.
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7.4.7 Cefalosporinas de Cuarta Generacion

Son moléculas basicamente semejantes a las cefalosporinas de tercera
generacion, en conjunto éstas son producto del esfuerzo para ampliar la accién
antimicrobiana y responder a la emergencia de cepas multirresistentes aisladas
de pacientes hospitalizados, se trata de cefalosporinas que mejoran de forma
notable la actividad de las de tercera generacion frente bacterias Gram
negativas,  Staphylococcus sp, neumococos y otros Steptococcus sp
patdbgenos. Sus principales indicaciones son para neumonia nosocomial,
episodios febriles en neutropénicos y cuadros sépticos de adquisicion
nosocomial, debido a la frecuente multirresistencia de los agentes etiolégicos
cuando las infecciones son de adquisicion intrahospitalaria, también pueden
estar indicadas en infecciones del tracto urinario nosocomiales complicadas,

infecciones polimicrobianas de piel y tejidos blandos #2.

7.4.8 Cefalosporinas de Quinta Generacién

Las cefalosporinas de quinta generacion son un nuevo grupo de cefalosporinas
que se encuentran disponibles en algunos paises, estas cefalosporinas tienen
la cualidad de mostrar actividad bactericida para bacterias Gram positivas, en

especial contra el MRSA y algunas bacterias Gram negativas *.

La ceftarolina pertenece a la quinta generacion de cefalosporinas y su
estructura fue disefiada para unirse a las PBP2a de MRSA, que a diferencia de
otras cefalosporinas tienen baja afinidad por este sitio, la ceftarolina también
tiene una actividad moderada contra Enterococcus faecalis. Sin embargo se ha

reportado que Enterococcus faecium presenta resistencia®?.

Dentro de esta quinta generacion existe otro agente importante que es el
ceftobiprole que también presenta actividad contra Enterococcus faecalis y
MRSA, ademas de estos patdgenos su espectro de accién también abarca a
bacterias Gram negativas clinicamente importantes, que incluyen a Citrobacter
sp, Escherichia sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Serratia sp y Pseudomonas
sp. Se ha reportado en diferentes estudios que ceftobiprole ha demostrado
actividad contra aislamientos que expresan B-lactamasas de AmpC, pero no ha

mostrado consistentemente actividad contra aislamientos que expresan BLEEs.
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A pesar de que en un inicio se retiré del mercado el ceftobiprole actualmente se
encuentra disponible en algunos paises y es de gran relevancia para el

tratamiento de los pacientes 4% 43,

7.4.9 Cefamicinas

Las cefamicinas forman parte de la familia de los antibidticos betalactamicos
tienen una actividad de amplio espectro, son producidas por actinomicetos, a
menudo las cefamicinas se consideran cefalosporinas de segunda generacion
porque son estructuralmente similares, ademas son de gran utilidad en el area

clinica 44.

Se caracterizan por la presencia de un grupo 7-a-metoxilo, que confiere una
resistencia alta a las B-lactamasas, incluyendo a las B-lactamasas de espectro
extendido que son producidas por microorganismos Gram positivos y Gram

negativos (Figura 7) #°.

La cefoxitina tiene una excelente estabilidad metabdlica, siendo la primera
cefamicinas semisintética resistente a casi todas las B-lactamasas. Por otra
parte la cefoxitina es bactericida, es activa contra muchas bacterias Gram
negativas resistentes a la cefalotina. Por su parte la cefoxitina demuestra un
espectro muy amplio que incluye a Proteus sp y muchas cepas de Serratia sp.
En contraste con las cefalosporinas, el espectro de actividad de cefoxitina es
eficaz frente a patdgenos anaerdbicos, como por ejemplo a Bacteroides
fragilis, por esta razén las cefamicinas se utilizan en las infecciones anaerobias
mixtas, como en infecciones de la piel, infecciones 0seas, infecciones
respiratorias, infecciones del tracto urinario, peritonitis y enfermedad

inflamatoria pélvica 44.
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Figura 7. Estructura general de las cefamicinas #°.
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7.4.10 Monobactamicos

R—HN

O R

Figura 8. Nucleo estructural de los monobactamicos 2.

Los antibidéticos monobactamicos tienen una estructura monociclica sencilla y
su caracteristica principal es que el anillo betalactamico no esta fusionado a

otro secundario (Figura 8) 42,

El primer Monobactamico fue “SQ 261180”, y fue obtenido a partir de una
cepa de Chromobacterium violaceum, en 1978, en una muestra de tierra
procedente de New Jersey. Los monobactamicos son compuestos que tienen
una débil actividad bacteriana, la modificacion en sus cadenas laterales mejora

su espectro y estabilidad 4% 46,

El dnico monobactamico comercializado de gran importancia clinica fue el
aztreonam y fue el primero en ser obtenido por sintesis mediante la fusion del
acido sulfénico con el aminoéacido treonina; esta molécula incorpora un radical
metilo en la posicion 4 del anillo betalactamico que aumenta la estabilidad a las
B-lactamasas bacterianas, asi como una cadena lateral aminotiazol-

carboxipropiloximino, en la posiciéon 3 (Figura 9) 46,

i
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Figura 9. Estructura quimica del aztreonam 46,
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Son indicados para la patologia infecciosa causada predominantemente por
microorganismos Gram negativos (Escherichia sp, Klebsiella sp, Serratia sp,
Proteus sp, Salmonella sp, Haemophilus sp y Neisseria sp) que pueden causar
infecciones urinarias, prostatitis y pielonefritis, infecciones respiratorias como
es neumonia, exacerbaciones infecciosas de la EPOC, bronquiectasias
infectadas e infecciones relacionadas a fibrosis quistica, infecciones
intrabdominales como son peritonitis, abscesos intrabdominales e infecciones

biliares, entre otras mas 42.

7.4.11 Carbapenémicos

Los carbapenémicos son los antibidticos betalactamicos dotados de mayor
espectro, actividad y resistencia a las B-lactamasas. Estas cualidades hacen
gue los carbapenémicos sean imprescindibles en el tratamiento empirico donde
se sospecha de un patégeno multirresistente, en la monoterapia de numerosas
infecciones nosocomiales graves (incluso algunas de origen comunitario) y en
la terapia dirigida contra las infecciones producidas por bacterias Gram
negativas multirresistentes o productoras de B-lactamasas de amplio espectro y

espectro extendido 4.

Muchas de las B-lactamasas de clase A son susceptibles a la inhibicion por el
acido clavulanico. Por el contrario, todas las enzimas de clase C y la mayoria
de las B-lactamasas de clase D no son inhibidas por el acido clavulanico. No
obstante, las clases A, C y ciertas enzimas de la clase D son inhibidas por los
carbapenémicos. Sin embargo la combinacion de diferentes mecanismos de
resistencia bacteriana (enzimas que hidrolizan la molécula, expulsion del
antibiético mediante bombas de eflujo, alteraciones en la permeabilidad y
modificacién del sitio blanco) pueden causar altos niveles de resistencia a
carbapenémicos en bacterias Gram negativas tales como Klebsiella sp,
Pseudomonas sp y Acinetobacter sp. En el caso de cocos Gram positivos la
resistencia se da principalmente por la adquisicibn o produccion de nuevas

PBPs resistentes a los carbapenémicos 6.
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La tianamicina fue el primer carbapenem que se descubrié en 1976, pero
tuvieron que pasar varios afios para que se comercializara el uso del imipenem
en humanos que fue en 1985, en este caso la desventaja radicaba en que este
compuesto era susceptible a la actividad hidrolitica de la enzima renal
dehidropeptidasa 1 (DHP-1), por lo que se desarrollé una combinacion con la
cilastatina, cuya funcién es inhibir la DHP-1. Posteriormente, en 1996 la FDA
(Food and Drug Administration) autoriza el uso inyectable del meropenem, un
potente antimicrobiano que tenia un amplio espectro para bacterias Gram
negativas y Gram positivas que fue altamente estable ante la accion de la DHP-
1. Su uso clinico inicia en 2001 y se caracteriza por ser altamente efectivo
contra bacterias Gram negativas productoras de B-lactamasas de espectro

extendido y de altos niveles de la enzima AmpC 47,

La estructura basica de los carbapenémicos consistente en un anillo
betalactamico fusionado a uno pirrolinico compartiendo un nitrégeno y tienen

un enlace insaturado entre C2 y C3 (Figura 10) 4647,

Por otra parte esta clase de antibidticos incluyen a las tienamicinas, acidos
olivanicos, carpetimicinas, asparenomicinas, pluracidomicinas, entre otros
compuestos naturales y semisintéticos, estos difieren principalmente en la
configuracion de las cadenas laterales en C2 y C6. Actualmente los
carbapenémicos mas utilizados en la practica clinica son el ertapenem,

imipenem, meropenem 4% 47,

Figura 10. Ndcleo estructural de los carbapenémicos 4.
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7.4.12 Inhibidores de las B-lactamasas

La existencia de los inhibidores de las B-lactamasas se conoce desde los afios
50’s, pero su utilidad terapéutica fue una realidad hasta 1977, cuando Reading
y Cole informaron el descubrimiento del acido clavulanico producido por
Streptomices clavuligerus, al ser administrado conjuntamente con un
antibidtico betalactamico se observd que tenia la capacidad de inhibir a las -
lactamasas y que actuaban sinérgicamente frente a bacterias resistentes. El
descubrimiento del acido clavulanico como el primer inhibidor de B-lactamasas
clinicamente util fue el punto de referencia de una investigacion intensiva que
resulté en el descubrimiento de otros compuestos, tales como sulbactam y
tazobactam (Figura 11)*8. Hasta la fecha estos compuestos se siguen
utilizando en la medicina clinica y son los principales inhibidores de [-
lactamasas que se utilizan contra las enzimas cromosémicas o plasmidicas de

las bacterias Gram negativas y Gram positivas 47 48,

Las combinaciones de betalactdmicos/inhibidores son diversas entre estas se
pueden encontrar las siguientes amoxicilina/acido clavulanico,
piperacilina/tazobactam, ampicilina/sulbactam, estas combinaciones de
antimicrobianos se utilizan para el tratamiento de infecciones causadas por una
amplia variedad de bacterias patdgenas potenciales en pacientes con
inmunodepresion y con infecciones mixtas por bacterias Gram negativas o
Gram positivas. El acido clavulanico y el tazobactam son superiores al
sulbactam en la actividad contra las B-lactamasas mediadas por plasmidos de
bacterias Gram negativas, aunque el espectro de su actividad es diferente,
algunas clases de enzimas de espectro extendido son resistentes a la actividad

de los tres compuestos % 0,

H.- l-l-' q\ /--"{::I H q'~ JO
o] 5 O % 0 " ‘N’
f:::D /=0 o
HO HO Ho’h‘ﬂ
Acido clavulanico Sulbactam Tazobactam

Figura 11. Inhibidores de las B-lactamasas “°.
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Los Inhibidores de B-lactamasas tienen la capacidad de desactivar enzimas,
esto se debe a las siguientes caracteristicas:

a) Tienen un protdn en la posicion 6-a.

b) La acidez en 6-a y la estructura del anillo betalactamico (B-lactama)
favorecen la formacion de un doble enlace, habitualmente en la posicion
C6-C5, que da lugar a una enzima acilada muy estable que no se
hidroliza®®.

Para que estos inhibidores de (B-lactamasas sean eficaces deben llegar al sitio
en donde se encuentran las enzimas B-lactamasas con la finalidad de ser
desactivadas, como primer paso los inhibidores deben atravesar primero los
canales porinicos hasta llegar al espacio periplasmico en donde son excretadas
las B-lactamasas (esto soOlo ocurre en bacterias Gram negativas), el inhibidor
debe llegar a concentraciones convenientes para lograr la inactivacion de las [3-
lactamasas y al mismo tiempo proteger al antibidtico betalactamico de la
hidrolisis, este hecho es imprescindible para que el betalactamico pueda llegar

a las PBPs diana®1.

Inicialmente los inhibidores de las [-lactamasas actdan por inhibicion
competitiva por analogia al sustrato de la enzima, que es seguida de una
reaccion quimica mas lenta tras la union al centro catalitico, que da lugar a una
inactivacion transitoria 0 permanente de la enzima (inhibicibn no competitiva).
Un ejemplo es el mecanismo de accién del acido clavulanico que al tener una
interaccién con la B-lactamasa se forma un complejo acil-enzima, en esta
reaccion ambos productos se inactivan dando lugar a una inhibicion suicida
(Figura 12) 5051,

CH,0H CH,0H
° A
CH,OH =
(1) OH N /IJ NH
8 | — o~ 4 vooH - Tl COOH
6 + CH2 (I') |
l\i‘ - | CH, CH,
~NH—CH—CO-~ |
0 COOH ~NH—CH,—C0- ~NH—CH,—CO~
Inhibidor de B-lactamasas B-lactamasa Complejo Inactivacién irreversible
Acido clavulanico Acil-enzima (Inhibicién suicida)

Figura 12. Mecanismo de inactivacion del acido clavulanico frente una
enzima B-lactamasa en la que se genera inactivacion irreversible 5051,
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7.5 Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia a los antibiéticos constituye un problema serio de salud publica a
nivel mundial, especialmente cuando no existen politicas apropiadas para la
utilizacion de antimicrobianos, esto contribuye al uso indiscriminado y la
aparicion de cepas bacterianas multirresistentes, transmisibles que se
diseminan rapidamente. Desde los afios 90°s hacia hasta la fecha se han
presentado con mayor frecuencia los casos de resistencia bacteriana a
multiples antibidticos. Durante el periodo de 1991 a 1999 se reportdé que los
asilamientos de bacterias Gram negativas (Salmonella sp. y Campylobacter

sp.), incrementaron su resistencia a ciprofloxacino de un 0% a un 13% 52

Se entiende como resistencia bacteriana a la capacidad de un microorganismo
para crecer en presencia de un antimicrobiano a dosis terapéuticas. Esta
resistencia puede estar mediada por genes cromosOmicos o0 material
extracromosomico (DNA plasmidico). La resistencia cromosOmica aparece por
mutacion, por lo contrario los plasmidos y transposones pueden ser

autotransferibles entre bacterias °°.

Las bacterias desarrollan diferentes mecanismos de resistencia que las ayudan
a sobrevivir en el momento que se encuentran frente a un antimicrobiano o

inclusive cuando no han tenido un previo contacto con el farmaco.
El tipo de resistencia que presentan o adquieren las bacterias se dividen en:

a) Resistencia mediada por factores ambientales: Son
caracteristicas fisicas o quimicas del ambiente que alteran en forma
directa a la bacteria o alteran su respuesta ante el farmaco. Por
ejemplo: pH, atmdsfera anaerobia, concentracion de cationes (Mg?*
y Ca?*).

b) Resistencia mediada por microorganismos: Se produce por
rasgos de los microorganismos que son codificados genéticamente,

se divide en resistencia intrinseca y resistencia adquirida °*.
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La resistencia intrinseca es aquella que presenta resistencia a ciertos
antibiéticos en forma natural (no hay exposicion previa a los antibiéticos), esto
se debe a que algunas bacterias no tienen el sitio diana para que el antibiético
ejerza su accion o porque no permiten la entrada en al interior de ellas. De
manera general las bacterias Gram negativas son resistentes a diferentes
antibioticos, antisépticos y desinfectantes. Esta caracteristica es conferida por
membrana externa que es semipermeable y se encuentra conformada
principalmente por lipopolisacarido, esto permite la entrada de compuestos
hidrofilicos de bajo peso molecular y limita la entrada de compuestos

hidrofdbicos, tales como los antibiéticos 52 53,

En la resistencia adquirida las bacterias pueden presentar resistencia a los
distintos antimicrobianos a consecuencia de mutaciones cromosomales o por
intercambio de material genético mediante la transferencia de genes de

resistencia a través de los cuatro mecanismos siguientes:

a) Transduccion: Es la transferencia de cualquier parte de un genoma
bacteriano cuando un fago atemperado (genoma del virus que se
encuentra inserto en el ADN bacteriano) durante su fase de ensamblaje,
encapsula este material. Si el fragmento de ADN que queda envuelto es
totalmente bacteriano se denomina transduccion generalizada; y si sélo
se encapsula parte del genoma bacteriano pero se conserva el genoma
viral, se habla de transduccién especializada.

b) Conjugacion: Es la transferencia de material genético contenido en
plasmidos de una bacteria a otra por medio de un pili sexual, estos
plasmidos usualmente contienen genes que codifican mecanismos de
resistencia a los antibidticos.

c) Transformacidn: Es la transferencia de genes desde un ADN desnhudo
de una bacteria previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a
Su genoma.

d) Transposicién: Es una recombinacion generada por los transposones
gue son secuencias genéticas especializadas y tienen la capacidad de
moverse de un area del cromosoma bacteriano a otra o entre

cromosomas y plasmidos o ADN de bacteriéfagos 5% 3.
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Estos mecanismos de transferencia que contienen los genes de resistencia no
son exclusivos de cada especie, normalmente se comparten e incluso
presentan la capacidad de transferirse la resistencia de un género bacteriano a

otro °2.

7.5.1 Mecanismo de resistencia en bacilos Gram negativos en antibioticos
no betalactamicos

Los mecanismos de resistencia bacteriana tienen como objetivo evitar que el
antibiético tenga efecto contra la bacteria, es por esta razdn que los
microrganismos tienen diversas estrategias para evadir la actividad del
farmaco, en seguida se presentan los diferentes mecanismos que utilizan las

bacterias Gram negativas (Tabla 6) 4.

Tabla 6. Mecanismos de resistencia 4 55 56,

Mecanismos de
resistencia en bacterias Descripcién de los mecanismos de resistencia
Gram negativas

Las proteinas de membrana externa conocidas como porinas

Disminucion de la

permeabilidad del _ -
antibiotico a través de la como canales acuosos, esto genera una ruta hidrofébica a

membrana externa

pueden presentan variaciones en namero y tamafio, funcionan

través de la estructura de la membrana hacia el espacio
periplasmico. El ndmero de canales porinicos activos
determinan el acceso de antibiéticos, si el antimicrobiano no
logra entrar a la bacteria no podra llegar a su sitio diana.

La resistencia intrinseca de las bacterias Gram negativas como
Pseudomonas sp y Enterococcus sp se relaciona con la

pequefia cantidad de porinas que presentan en las membranas.

Resistencia através de la | Es uno de los principales mecanismos que poseen las bacterias
modificacién enzimatica C S e
para la inhibicion de los antibidticos es la modificacion
enzimatica, que dan como resultado la degradacion de
antibiéticos transformandolas en sustancias inactivas.

Un ejemplo de estas enzimas son O-fosforo-transferasas (OPH),
O-adenil-transferasas (ANT) y N-acetil-transferasas (ACT) que

modifican la estructura quimica de los aminoglucésidos.
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Resistencia por La modificacion en el sitio blanco evita el efecto
modificacidon del sitio bactericida/bacteriostatico de los antibiéticos, lo que genera la
blanco resistencia en bacterias Gram negativas.
La resistencia a fluoroquinolonas es un ejemplo de los efectos
causados por la mutacién que afectan a los sitios blanco (ADN
girasa y topoisomerasa) del antibidtico. Ademas en
antimicrobianos como los betalactamicos, glucopéptidos y
quinolonas, pueden disminuir su eficacia debido a cambios o

produccion de nuevos sitios blancos.

Especialmente las bacterias Gram negativas tienen un sistema

de expulsion o eflujo tripartita, que les permite enviar el
Sistema de bombas de

, antimicrobiano hacia el exterior de forma relativamente
expulsién

inespecifica, este fendbmeno esta implicado en la resistencia
intrinseca, debido a que expulsa de forma activa a diversos
antibioticos hacia el exterior de la bacteria, con esto la cantidad
de antibidticos intracelular se reduce y no se puede unirse al
sitio diana. Este sistema particularmente se asocia con
resistencia a multiples antimicrobianos catiénicos de importancia

clinica.

7.5.2 Mecanismo de resistencia en bacilos Gram negativas en antibiéticos
betalactdmicos

A pesar de que los antibioticos betalactdmicos fueron muy eficaces cuando se
comenzaron a utilizar después de su empleo como tratamiento se presentaron
los primeros casos de resistencia por medio de enzimas, modificacién de sus

blancos o disminucién de la capacitacion intracelular del farmaco °”.

La resistencia que presentan los bacilos Gram negativos a los antibioticos
betalactamicos es caracteristica de cada género y especie, existen diversos
factores relacionados como es la permeabilidad, afinidad por las PBPs vy la
presencia de B-lactamasas plasmidicas o cromosémicas. Estos mecanismos de

resistencia se pueden transferir por medio de fendmenos de intercambio
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génico, especialmente por conjugacion en donde se transfieren pldsmidos que

codifican la resistencia a los antibiéticos betalactamicos®s.
Los mecanismos de resistencia a los antibiéticos betalactamicos son:

a) Alteraciones en la permeabilidad

La membrana externa juega un papel importante en la resistencia hacia los
antibioticos betalactamicos, en las bacterias Gram negativas las porinas son la
via de entrada de muchos antimicrobianos, no obstante algunas mutaciones o
la supresién de porinas limitan el acceso de los mismos al espacio periplasmico
es importante considerar el tamafo, la carga y el grado de hidrofobicidad de
las moléculas del antibiotico debido a que estos repercuten en la penetracion

de las células bacterianas >7: %8,

b) Bombas de expulsion efflux

Las bacterias Gram negativas a diferencia de otros microorganismos, se
caracterizan por ser intrinsecamente mas resistentes a los antibiéticos, esto se
debe a que tienen una menor permeabilidad a su membrana externa que actta

como una barrera fisica que retarda la entrada de los antibidticos.

Las bombas de expulsiéon son capaces de eliminar varios tipos o familias de
antibioticos (incluyendo los betalactdmicos), este mecanismo ocurre de forma
activa debido a la energia de protones que se deriva del potencial
electroguimico que esta dirigido de un lado a otro de la membrana
citoplasmatica. Esta familia de transportadores permite expulsar a los
antibiéticos de forma activa hacia el exterior de la célula bacteriana con el fin
de que el antibidtico betalactamico no pueda interaccionar con en el medio

intracelular y de esta forma evita la unién del farmaco a su diana 6.

c) Modificacion de la diana en las PBPs

Las diferentes alteraciones en las PBPs (mutaciones, y modificacion de la
afinidad) pueden dificultar la uniéon del betalactamico a la proteina, logrando
inhibir su actividad. Este mecanismo de resistencia es exclusivo de los
microorganismos Gram positivos y lo expresan algunas especies como S.

pneumoniae, S. aureus resistente a meticilina y Enterococcus faecium 5°.
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d) Hidrolisis enzimatica del antibiético por B-lactamasas

La resistencia que presentan las bacterias Gram negativas y Gram positivas
hacia los antibioticos betalactamicos, se da por medio de la produccién de J-
lactamasas ya que éstas realizan la hidrolisis del anillo betalactamico, este
mecanismo de resistencia bioquimica es de los mas frecuentes dentro del area

clinica®’.

El modo de accion de las B-lactamasas de amplio espectro y BLEEs es el
mismo porque pertenecen a la misma clase de enzimas que son las serina-§-
lactamasas que se caracterizan por tener en su centro activo serina. Por esta
razon la mayoria de las B-lactamasas operan a través del mecanismo éster de
serina, el cual estd compuesto por reacciones de acilacién-desacilaciéon, con la

conversion de la B-lactamasa a una acil-enzima®®.

La accidn de las B-lactamasas inicia con la interaccion entre estas enzimas y el
anillo B-lactdmico para producir un complejo no covalente, esto ocurre porque
la B-lactama sufre un ataque nucleofilico por parte del hidroxilo libre en la
cadena lateral de un residuo de serina que se encuentra en el sitio activo de las
B-lactamasas, el cual ataca al carboxilo rompiendo a su vez el enlace amida
involucrado, esta reaccion produce un éster de acil-covalente, posteriormente
la hidrdlisis del éster finalmente culmina con el proceso, dandose la liberacién
de la enzima en forma activa, quedando el antibiético betalactamico
biolégicamente inactivo debido a la ruptura irreversible del enlace amida del

anillo B-lactama .

Un gran numero de betalactamicos son hidrolizados por este mecanismo
producido por las B-lactamasas, un ejemplo es la penicilina cuando actua la -
lactamasa hidrolizado el anillo betalactamico que es parte fundamental de su
ndcleo, el producto de esta interaccion da como resultado la formacion del
acido peniciloico que es una molécula inactiva, lo que tiene como repercusion
qgue la unién a las PBPs ya no sea eficaz de modo que la sintesis de la pared
celular puede continuar, manteniendo a la célula bacteriana en un estado vital
(Figura 13) 60.61.62,
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Figura 13. Mecanismo de accion por B-lactamasas 6% 61, 62

7.5.3 B-lactamasas

Pertenecen a una superfamilia de serina proteasas y metalo proteasas, tienen
la caracteristica de ser enzimas cataliticas con estructura cuaternaria que
contiene hojas B. Existen muchas variedades de estas enzimas, se pueden
distinguir en base a sus propiedades cataliticas y moleculares, pero sélo la
determinacién de la secuencia de aminoacidos proporciona informacion sobre
la cual se puede basar una filogenia molecular, es importante mencionar que
las B-lactamasas se encuentran ampliamente distribuidas en bacterias Gram

positivas y Gram negativas ©°.

En la actualidad se tiene conocimiento que estas enzimas y las PBPs tienen
un origen evolutivo en comun, se ha presentado evidencias que apoyan el
concepto del papel fisiolégico que desempefian, asi como en la analogia de

los amino&cidos que las conforman 6.
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Las B-lactamasas existieron mucho antes de que los antibiéticos fueran
utilizados clinicamente, una prueba de esto fue el aislamiento de Bacillus
licheniformis productor de B-lactamasas que fue aislado del suelo unido en
plantas recogidas en el siglo XVII, con este hecho se logré estimar una
antigiiedad de dos mil millones de afios basada en la filogenia y la diversidad
actual de las B-lactamasas. Estas enzimas por su ubicuidad en diversos
entornos han llevado a muchas especulaciones sobre su origen y transferencia

de factores de resistencia entre el medio ambiente y los seres humanos 2.

La importancia de estas enzimas no sélo radica en los grupos de antibioticos
gue pueden hidrolizar, sino en la diversidad de B-lactamasas que se han
reportado en la actualidad que son mas de 340 para bacterias Gram negativas
y Gram positivas, algunas difieren de otras por s6lo uno o varios aminoacidos.
Se estima que en el nimero de B-lactamasas se ira incrementando a través de
los afios por la inevitable evolucién de estas enzimas, esto presentara mas

repercusiones en la terapéutica de las enfermedades infecciosas ©3.

Las B-lactamasas son consideradas como una de las principales causas de
resistencia clinica que particularmente expresan las bacterias y se encuentran
extendidas alrededor del mundo, esto dificulta el desarrollo de nuevos
antibiéticos betalactdmicos, debido a que son capaces de hidrolizar a varios
integrantes de este grupo de farmacos. La especificidad de una B-lactamasa
por un betaldctamico es un elemento importante que se debe considerar
porque las mutaciones en uno 0 mas aminoacidos no sélo pueden generar una

hidrélisis sino también aumentar el espectro de las B-lactamasas 6% 3.

Existe una diferencia importante en como son secretadas las B-lactamasas,
esto depende si se trata de una bacteria Gram negativa o Gram positiva. En el
caso de las Gram negativas los betalactamicos entran a la célula a través de
porinas encontrando a las [-lactamasas en el espacio periplasmico,
hidrolizando a los betalactamicos antes de que puedan llegar a su diana
farmacoldgica. En comparacion con las bacterias Gram positivas las [3-
lactamasas son liberadas extracelularmente en el medio circundante de forma
gue los betalactamicos son inactivados en el medio que las rodea antes de que

estas tengan oportunidad de entrar a la célula 4.
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Las B-lactamasas pueden ser codificadas en cromosomas o0 elementos
genéticos autotransferibles tales como plasmidos y transposones, los genes
gue codifican para estas enzimas estan distribuidos en las diferentes especies
bacterianas y algunas se encuentran preferentemente codificadas en el

cromosoma 62,

7.5.4 Clasificacion de B-lactamasas

La clasificacion de B-lactamasas es compleja, muchos esquemas se han
publicado durante medio siglo, haciendo que la clasificacion sea un poco
confusa para quienes no estan familiarizados con la misma. La primera
clasificacion se basé en actividades biolégicas de las penicilinasas vy
cefalosporinasas, una de las clasificaciones mas complejas fue propuesta por
Richmond y Sykes en 1973, posteriormente Sykes con ayuda de otros autores

completaron esta clasificacion al incluir a las bacterias Gram negativas 5.

Diversos investigadores han hecho aportaciones acerca de estas enzimas
pero actualmente las B-lactamasas se clasifican mas comunmente segun dos
esquemas generales: El primero fue la clasificacion molecular Ambler en 1980,
aflos més tarde se presento el sistema de clasificacion funcional Brush-Jacoby-
Meideros en 1995. La propuesta del esquema Ambler fue dividir a las -
lactamasas en cuatro clases principales (A-D). La base de este esquema de
clasificacion recae en la homologia de proteinas (similitud de aminoacidos). Las
B-lactamasas de las clases A, C y D son serina-B-lactamasas (serina enzimas)
por su centro activo de serina. En contraste con las enzimas de clase B que
son metalo-B-lactamasas (metalo enzimas), debido a poseen una o mas

moléculas de zinc (Tabla 6) .

La clasificacion de Bush-Jacoby-Meideros estad basada en el agrupamiento de
los sustratos especificos que las enzimas hidrolizan, adicionalmente también
incluye los inhibidores de estas enzimas que son &cido clavulanico y EDTA, en
este sistema existen 4 grupos principales y subgrupos multiples, esta
clasificacion es considerada con mas relevancia para un microbidlogo debido a
que facilita el reconocimiento de los sustratos e inhibidores de las [-

lactamasas. (Tabla 7) 6465 66,
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Tabla 7. Correspondencia entre la clasificaciéon de Ambler y Bush®4 5 66,

Clasificacion de Ambler Clasificacion de Bush et al.
Clase A (TEM,SHV,PC, CTX-M) Grupos 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2e, 2f
Clase B (metalo enzimas) Grupos 3a, 3b
Clase C (Cefalosporinasas) Grupo 1
Clase D (Oxacilinasas) Grupo 2d, 2de, 2df

La clasificacion actual de las B-lactamasas conforme al esquema de Bush-

Jacoby-Meideros es la siguiente:
a) Clase molecular A

Es una de las clases de mayor importancia, pertenecen al grupo 2 de Bush,
esta conformado por enzimas serina-proteasas, las dos [B-lactamasas mas
representativas de esta clase son TEM-1 y SHV-1, se encuentran comunmente
en la familia Enterobacteriaciae, tienen la caracteristica de ser penicilinasas
con actividad relativamente pobre frente a cefalosporinas. Las enzimas TEM y
SHV son altamente eficaces, su expresion confiere niveles muy altos de
resistencia a la ampicilina, son codificadas en plasmidos aunque también se
encuentran en otros elementos génicos moviles (transposones), reportes
globales afirman que SHV es la B-lactamasa intrinseca cromosomica

encontrada en la mayoria de los aislados de K. pneumoniae 6.

La creciente prevalencia de la resistencia mediada por TEM y SHV fue una de
las inspiraciones para el desarrollo de cefalosporinas de espectro extendido,
cuyas modificaciones disminuyeron la actividad de las enzimas TEM y SHV,
pero el uso generalizado de estos agentes condujo a la aparicién y propagacion
de mutantes TEM y SHV conocidas como (B-lactamasas de amplio espectro,
BLEESs) 6667,
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Dentro de la clase A se encuentra el grupo 2, que a su vez esta dividido en
subgrupos que fueron clasificados de acuerdo Karen Bush, George Jacoby y

Antone Meideros, estos son los siguientes:

El grupo funcional 2a representa penicilinasas que hidrolizan bencilpenicilinas
(penicilina G), aminopenicilinas (amoxicilina y ampicilina), carboxipenicilinas
(carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilina (piperacilina) y son inhibidas por el

acido clavulanico 61,

El grupo 2b se compone de enzimas penicilinasas de amplio espectro que
inhiben a todas las penicilinas (bencilpenicilina, aminopenicilinas,
carboxipenicilinas, ureidopenicilinas) y a las cefalosporinas de 12 generacion y
cefoperazona, no tienen actividad contra cefamicinas y son inhibidas por el
acido clavulanico, algunas enzimas que conforman este subgrupo son TEM-1,
TEM-2 y SHV-1 €2,

Por otra parte el subgrupo 2be pertenece a las BLEEsS, la e indica que se trata
de enzimas de espectro extendido incrementado, tienen la capacidad de
hidrolizar a todas las penicilinas (bencilpenicilina, aminopenicilinas,
carboxipenicilinas, ureidopenicilina), cefalosporinas de primera, segunda,
tercera y cuarta generacidn (excepto cefamicinas), monobactamicos
(aztreonam) y son inhibidas por el acido clavulanico. Las enzimas méas
representativas de este grupo son las derivadas de TEM-3, TEM-4, TEM-5,
TEM-26, SHV-2 a SHV-6 y CTX-M; menos frecuentes las BES-2, PER-1, VEB-
1, TLA-1 6364,

El grupo funcional 2br representa a las enzimas resistentes a penicilinas en
combinaciéon con inhibidores de [-lactamasas, especialmente  acido
clavulanico, la mayoria de estas enzimas se derivan de mutaciones puntuales
en penicilinasas TEM-1 y TEM-2, son conocidas como TEMSs resistentes a los

inhibidores (IRTS) y tienen escasa actividad hidrolitica hacia las cefalosporinas.

Estas enzimas IRTs se han reportado en E. coli, Citrobacter freundii, K.
pneumoniae, K. oxytoca, P. mirabilis, Enterobacter cloacae y shigella sonnei
gue producen enzimas como TEM-30 (IRT-2), TEM-31(IRT-1) Y TEM-37(IRT-

7). Los aislamientos que contienen IRT siguen siendo susceptibles a
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cefalosporinas de primera generacion, cefamicinas y carbapenémicos, en los
dltimos afios se ha registrado un aumento de enzimas tipo SHV resistentes a
los inhibidores de B-lactamasas, las que se han reportado son (SHV-10, SHV-
49, SHV-52, SHV-52, SHV-56 y SHV-92) ¢4,

El grupo funcional 2c representa carbenicilinasas o enzimas PSE, se
caracterizan por hidrolizar penicilina y con una mayor actividad a las
carboxipenicilinas (ticarcilina), las enzimas mas representativas son PSE-1,
PSE-3y PSE-4 6465,

El grupo 2e representa enzimas a menudo denominadas cefuroximasas, son
inhibidas por el acido clavulanico y tienen una alta actividad hidrolitica contra
las aminopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion, con la
excepcion de las cefamicinas, tienen la propiedad de ser enzimas
cromosomicas inducibles. Un ejemplo de estas enzimas es la cefalosporinasa

que produce P. vulgaris ©°.

El grupo 2f son enzimas carbapenemasas pertenecen a la clase molecular A,
son inhibidas a bajo nivel por el acido clavulanico, tienen la capacidad de
inactivar a todas las penicilinas (bencilpenicilina, aminopenicilinas,
carboxipenicilinas, ureidopenicilina), cefalosporinas de (13 2% 32 y 42
generacion), monobactadmicos (aztreonam) carbapenémicos (ertapenem,
imipenem, meropenem), estas enzimas son KPC-1, IMI-1 que es producida por
diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae y SME-1 producida por S.

marcescens 66 67,
b) Clase molecular B

Las B-lactamasas de clase B pertenecen al grupo funcional 3, se caracterizan
por ser metalo proteasas es decir metalo B-lactactamasas (MBL), requieren de
un cofactor metalico generalmente zinc para su actividad, estas enzimas
juegan un papel en la resistencia intrinseca a betalactamicos y son una fuente
de resistencia adquirida a los carbapenémicos en bacterias Gram negativas.
Las carbapenemasas confieren resistencia a una amplia gama de compuestos
B-lactdmicos, esto incluye a todas las penicilinas, cefalosporinas de 12, 23, 32y

42 generacion, carbapenémicos, incluyendo cefamicinas y son resistentes a la
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inactivacion por  &cido clavulanico, sulbactam, tazobactam pero son
susceptibles al EDTA. Sin embargo los monobactdmicos (aztreonam) es en
muchos casos el Unico betalactamico disponible con actividad contra cepas
productoras de metaloenzimas. Por otra parte algunas B-lactamasas de clase B
estan codificadas por plasmidos que contienen genes (bla wp y bla vim)
generalmente se encuentran en enterobacterias y bacterias no fermentadoras
(P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii). Una de las enzimas mas
representativas de este grupo es IMP-1 que fue identificada por primera vez en
aislados clinicos de Serratia sp y Pseudomonas sp, pero también se han
encontrado en Klebsiella sp, Alcaligenes sp, Acinetobacter sp, y shigella sp.
Esta enzima se encuentra con mayor frecuencia en Asia, Europa y Canada.
Por otra parte se han reportado que en los ultimos afios, las metaloenzimas de
la variedad NDM (New Delhi MBL) se han vuelto cada vez mas frecuentes,
aunque se originaron en la India, ahora pueden encontrarse en hospitales de

todo el mundo %4 66,

c) Clase molecular C

Las B-lactamasas de la clase C son parte del grupo 1, estas enzimas se
encuentran presentes en casi todas las bacterias Gram negativas que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (Escherichia sp, Salmonella sp,
Klebsiella sp, Proteus sp, y Stenotropomonas maltophilia siendo la principal
excepcion). Es importante mencionar que K. pneumoniae es la bacteria que
destaca en la produccion de enzimas de clase C, las mas frecuentes son (MIR-
1, CMY-1, FOX-1 y MOX-1). Estas enzimas cefalosporinasas, son llamadas
AmpC porque hidrolizan  Ampicilina C, tienen la caracteristica de ser
constitutivas o inducibles, encuentran codificadas cromosdmicamente a traves
del gen ampC, son particularmente importantes en aislamientos clinicos de C.
freundii, E. aerogenes y E. cloacae, M. morganii, P. aeruginosa y S.
marcescens 97,

Estas pB-lactamasas de clase C hidrolizan a todas las penicilinas
(aminopenicilinas, carboxipenicilinas, ureidopenicilinas), cefalosporinas 12, 22 y
32, (3% generacion en bajo nivel), inhibidores de B-lactamasas y cefamicinas,

particularmente son inhibidas por cloxacilina y no tienen actividad con
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cefalosporinas de 42generacion (cefepima y cefpirome) ni a carbapenémicos.
La mayoria de las enzimas de la clase C son resistentes a la inhibicion por el
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam, pero estudios recientes
comprueban que son inhibidas por avibactam, que es un farmaco que forma
parte de una nueva generacion de inhibidores de B-lactamasas, pero no
pertenecen al grupo de los antibioticos betalactamicos. Por otra parte, la
produccion constitutiva de alto nivel de la B-lactamasa AmpC es generada por
una mutacion en el gen ampD, estudios afirman que la pérdida de porinas en
aislados clinicos con enzimas AmpC codificadas por plasmidos da como

resultado la resistencia a carbapenémicos 67 68,

d) Clase molecular D

Las B-lactamasas de clase D comprenden oxacilinasas, corresponden al grupo
funcional 2 de Bush, este grupo se divide a la vez en un subgrupo 2d. Estas
enzimas son llamadas OXA debido a que hidrolizan oxacilina, cloxacilina,
meticilina han sido descritas con mayor frecuencia en la familia
Enterobacteriaceae, Acinetobacter sp y Pseudomonas sp, datos recientes
sugieren que estas enzimas pueden haberse originado en Acinetobacter sp.
Las enzimas OXA confieren resistencia a una amplia variedad de penicilinas,
incluyendo a cefoperazona, son inhibidas débilmente por el acido clavulanico e

inactivadas por cefalosporinas de 42 generacion®®,

Su localizacién frecuente en plasmidos facilita la propagacion, algunas enzimas
mutantes de OXA hidrolizan carbapenémicos, el primer caso de una serina
carbapenemasa fue reportada en A. baumannii fue ARI-1 (OXA-23) en 1985,
aunque las carbapenemasas OXA hidrolizan ineficazmente el imipenem, su
presencia en una bacteria activa una bomba efflux o una mutacién de porina

con esto puede conferir niveles clinicamente significativos de resistencia 67 ©,

La clasificacién de las B-lactamasas conforme al esquema de Bush-Jacoby-

Meideros se presenta en resumen en la tabla (Tabla 8).
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Tabla 8. Grupos funcionales de las B-lactamasas basados en el esquema de
Bush, Jacoby y Medeiros 6% 66, 67,68

Grupo Clase Substratos Inhibidos Inhibidos Enzimas
molecular por Acido por representativas
Funcional preferidos Clavuléanic
o} EDTA
1 C Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, No No Cefalosporinasas
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina),
Cefalosporinas de 12,23y 32 generacion, (3?2 AmpC , (E. cloacae P99
generacion en bajo nivel), Inhibidores de B- MRI-1), ACT-1, CMY-2,
lactamasas y Cefamicinas. No tienen actividad FOX-1
contra carbapenémicos (Inhibidas por
Cloxacilina).
2a A Bencilpenicilina (Penicilina G), Si No Penicilinasas de
Aminopenicilinas (Amoxicilina y Ampicilina), espectro reducido
Carboxipenicilinas (Carbenicilina, Ticarcilina),
Ureidopenicilina (Piperacilina). PC1
2b A Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, Si No Penicilinasas de amplio
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina), espectro
Cefalosporinas 12 generacion y Cefoperazona.
(No tienen actividad en Cefamicinas). TEM-1, SHV-1
2be A Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, Si No B-lactamasas de
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina), espectro extendido
Cefalosporinas de (13,23, 32 y 42 generacion), (BLEEs)
Monobactamicos (Aztreonam). Excepto
Cefamicinas (Cefoxitina, Cefotetan). TEM-BLEESs, SHV-
BLEEs, CTX-M, PER-1,
VEB-1
2br A Penicilinas en combinacién con inhibidores No No Enzimas resistentes a
de B-lactamasas (Ampicilina/Sulbactam, inhibidores
Piperacilina/Tazobactam, Ticarcilina/Acido
Clavulanico) TEM-IRTs, SHV-10
2c A Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, Si No Carbenicilinasas
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilinas).
PSE-1, PSE-3, PSE-4
2d D Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, Variable No Oxacilinasas
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina),
Cloxacilina y Cefoperazona OXA-1, OXA-10
2e A Cefalosporinas 12 y 22 generacion , Si No Cefuroximasas
Aminopenicilinas (No tienen actividad contra
Cefamicinas) Cefalosporinasas de P.
vulgaris
2f A Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, Si No Carbapenemasas
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina),
Cefalosporinas de 13, 23, 32y 42 generacion, KPC-1, NMCA, SME-1
Monobactamicos (Aztreonam)
Carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem,
Meropenem).
3 B Penicilinas (Bencilpenicilina, Aminopenicilinas, No Si Carbapenemasas
Carboxipenicilinas, Ureidopenicilina), Metalo B-lactamasas
Cefalosporinas de 12, 23, 32 y 42 generacion, (MBL)

Carbapenémicos, Cefamicinas e Inhibidores
de B-lactamasas. (Inhibidas por EDTA), No
tienen actividad contra Monobactamicos
(Aztreonam)

L1, CcrA, VIM-1, IMP-1
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7.5.5 B-lactamasas de espectro extendido (BLEES)

Son enzimas de gran relevancia en el area clinica debido a que este grupo de
enzimas se encuentran en continua expansion. Las BLEEs han surgido por
consecuencia de distintas mutaciones en los genes que codifican los
aminoacidos que conforman a las B-lactamasas clasicas de amplio espectro
(grupo 2b: TEM-1 y SHV1). En la mayoria de los casos, las mutaciones de
estas enzimas hacen que las BLEEs sean mas susceptibles a la inactivacion
por los inhibidores de B-lactamasas ©°.

Las BLEEs se definen como enzimas capaces de hidrolizar todas las
penicilinas, cefalosporinas (13, 23 32 y 42 generacion) y monobactamicos
(aztreonam). Es importante destacar que no pueden hidrolizar cefamicinas y
carbapenémicos debido a su estructura molecular que les confiere estabilidad,
ademas son inhibidas por el &cido clavulanico. La gran mayoria de estas

enzimas se encuentran codificadas por plasmidos 6 7°,

7.6 Tipos de BLEEs

En los ultimos afios se han identificado mas de 200 tipos de BLEESs que se han
clasificado de acuerdo a los criterios siguientes: afinidad de hidrolisis a
sustratos especificos, punto isoeléctrico, tamafio de la molécula y homologia de
la secuencia de aminoacidos. Habitualmente las BLEES derivan de las enzimas
TEM o SHV y puede haber mutaciones puntuales en el gen bla que las codifica

lo que incrementa el espectro fenotipico’®.

A continuacion se describen los diferentes tipos de B-lactamasas de espectro

extendido.

7.6.1 TEM

Las BLEEs tipo TEM, junto con las SHV, habian sido hasta hace unos afos las
mas frecuentemente encontradas en los EUA vy el resto del mundo. TEM-1 fue
la primera B-lactamasa de la clase A reportada por primera vez en 1965,
aislada de E. coli proveniente de un paciente en Atenas, Grecia, llamado
Temoneira (por ello la designacion de TEM), esta enzima hidroliza la
ampicilina a una tasa mayor que cefalotina, posee una actividad contra

cefalosporinas de amplio espectro y es inhibida por el acido clavulanico. La
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sustitucion de un unico aminoacido en las posiciones 104, 164, 238 y 240
produce el fenotipo de BLEEsS, se ha reportado que las BLEEs con mayor
espectro usualmente tienen mas de una sustitucion diferente en la posicion de
sus aminoacidos. Por otra parte hasta la fecha se conocen mas de 160
variantes de TEM, en gran parte BLEEs, no obstante esta familia integra a las
enzimas IRT (inhibitor resistant TEM) y CMT (complex mutant TEM) 68,

7.6.2 SHV

Las BLEEs tipo SHV (su nombre esta en relacion al término de una variable
sulfhidrilo), proceden de las B-lactamasas SHV-1 que se codifica en el
cromosoma de mas del 90% de las cepas de K. pneumoniae, esta enzima se
puede encontrar también en plasmidos con un porcentaje considerable en
cepas de enterobacterias resistentes a ampicilina. Se conocen mas 115
variantes de SHV con una distribucion a nivel mundial en diferentes especies
de enterobacterias entre estas se encuentra Salmonella sp, siendo las mas
comunes SHV-5 y SHV-12. Las mutaciones en determinados aminoacidos de
la enzima SHV han dado lugar al aumento de su espectro de modo que ya han

sido consideradas dentro de la BLEEs ©6. 67,

7.6.3 CTX-M

Las cefotaximasas (CTX-M) se han convertido en las B-lactamasas mas
prevalentes por su potente actividad hidrolitica contra las cefalosporinas de
tercera generacion (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona) por esta razén
adquieren su nombre y también son conocidas por su resistencia hacia
cefepima. Estas enzimas ademas confieren a las bacterias que las producen
altos niveles de resistencia a monobactamicos. Las CTX-M son las BLEEs que
se encuentran en diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae y son la
principal causa de resistencia en aislamientos provenientes de infecciones
nosocomiales, especialmente han sido encontradas en los ultimos 5 afos

entre bacterias productoras de BLEEs aisladas en paises sudamericanos®”.

En la actualidad se conocen mas de 50 Tipos de enzimas CTX-M, se pueden
dividir en cinco grupos basados en sus identidades de aminoacidos en CTX-
M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 y CTX-M25 70,
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Estas enzimas a diferencia de otras BLEES, no surgieron por mutaciones de
otras enzimas, su origen proviene de los genes transferidos mediante
plasmidos que pertenecen a los miembros del género Kluyvera., este
microorganismo tiene la caracteristica de ser comensal y produce este tipo de
enzima de forma innata. Se ha reportado que el nimero de BLEESs tipo CTX-M
se estd expandiendo rapidamente, durante algunos afios se encontraban
predominante en tres areas geograficas: Sudamérica, Oriente y Europa
oriental, sin embargo, en afos recientes se ha reportado la llegada de Europa

occidental y América del Norte 6,

7.6.4 OXA

Las enzimas tipo OXA son otro tipo grupo de BLEES, que se incluyen dentro
de la clase (2d), confieren resistencia ampicilina, cefalotina, cefotaxima y
ceftazidima, se caracteriza por su alta actividad contra oxacilina y cloxacilina,

ademas de ser pobremente inhibida por acido clavulanico.

Se manifiestan predominantemente en P. aeruginosa, pero se han detectado
en muchas otras bacterias Gram negativas. La enzima mas comdn se
considera OXA-1 detectada en E. coli en un 10% de los aislamientos, la
mayoria de las B-lactamasas tipo OXA no hidrolizan las cefalosporinas de
amplio espectro a un grado significativo y no se consideran BLEEs. No
obstante OXA-10 hidroliza debidamente a cefotaxima, ceftriaxona y aztreonam,
dandole a la mayoria de los microorganismos una sensibilidad reducida a estos
antibioticos, cabe mencionar que si presenta de manera simultanea la
produccion de una metaloenzima que hidroliza carbapenem y una enzima OXA
que hidroliza aztreonam pueden generar facilmente resistencia a todos los
antibiéticos betalactdmicos. Actualmente existen muy pocos datos

epidemioldgicos sobre la diseminacion geografica de las BLEES tipo OXA®°.

7.6.5 PER

Las BLEEs tipo PER sélo comparten alrededor de 25% a 27% de homologia
con TEM y SHV. La B-lactamasa PER-1 hidroliza eficazmente penicilinas y
cefalosporinas, es sensible a la inhibicion de acido clavulanico. Adicionalmente

PER-2 comparte en un 86% de homologia con PER-1, ha sido detectada en
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E.coli, K. pneumoniae, P. mirabilis y V. cholerae O1, es encontrada solamente

en Sudamérica 7°.

7.7 Resistencia multiple a los antibidticos en bacilos Gram negativos

Se ha descrito un grupo de proteinas MarR (Represores de resistencia a
multiples antibidticos) que se han encontrado en bacterias de importancia
clinica, asi como en bacterias del medio ambiente y también distribuidas a
través de Archaea, Eucariotas y bacteriéfagos su principal funcién es la
transcripcion de represores y activadores para regular una serie de fenotipos
bacterianos. Recientemente se han descrito proteinas de la familia MarR y su
importancia en la sobrevivencia de bacterias patégenas durante la infeccion en
Y. enterocoplitica, Salmonella enterica serovar S. cholerasuis, S. typhimurium y

S. aureus.

En Enterobacterias, en E. coli se ha descrito que la regulacion del fenotipo de
resistencia a multiples antibiéticos (Mar) depende de dos factores de
transcripcion, estos son MarR gue regula negativamente y MarA (Activador de
resistencia a mdultiples antibioticos). MarR puede hacerse inactivo ya sea a
través de una mutacién genética o a través de su interaccion directa con
moléculas pequefias que funcionen como un inductor, una vez que MarR se
inactiva la expresion de MarA aumenta y MarA entonces funciona para activar
el fenotipo Mar, esto se consigue a través de la regulacion de los genes AcrAB
que codifican para sistema “efllux” (eflujo) a multiples farmacos. E. coli contiene
un paralogo (gen relacionado por duplicacion dentro de un genoma) gen
adicional de MarR, MprA (también llamado EmrR), que regula la resistencia a
multiples farmacos (MDR) en el huésped. A diferencia de MarR, MprA (EmrR)
regula directamente la expresion de un sistema de eflujo de multiples farmacos
llamado EmMAB. EmrAB confiere resistencia a Carbonilcianuro-m-

clorofenilhidrazona (CCCP), &cido nalidixico y una serie de agentes toxicos L.

Pagina 72




i

Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido aislados de
hemocultivos de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)

7.8 Epidemiologia de las BLEEs

La primera B-lactamasa mediada por plasmidos en bacterias Gram negativas
fue nombrada como TEM esta enzima se descubrié en 1960, posteriormente se
identific6 una segunda enzima que al analizarla se determindé que era muy
similar a TEM, por esta razén fue nombrada TEM-2 debido a que so6lo diferia
por un aminoacido respecto a la primera, este cambio fue reflejado en el punto
isoeléctrico de cada enzima, afios mas tarde fue identificada la enzima TEM-1
en un aislamiento de E. coli resistente a ampicilina en 1965 y se comenzo a
diseminar en todas las enterobacterias, este hecho dio lugar a que en 1969 se
detectaran enzimas TEM-1 en P. aeruginosa y afios mas tarde en 1975 se

encontraron en H. influencia, S. marcenes y V. cholerae 2.

El surgimiento de las B-lactamasas se dio como consecuencia de la presion
selectiva ejercida por la introduccién de la ampicilina, carbenicilinas y las
cefalosporinas de primera generacién, debido a que se presume que Ssu
aparicion fue a la par del uso de antibioticos betalactdmicos que fueron
desarrollados con la finalidad de que fueran eficaces contra los aislados de K.
pneumoniae y E. coli cuya resistencia a los betalactamicos se atribuye a la
produccion de las B-lactamasas plasmidicas TEM-1 y SHV-1. Después de
varios afios el analisis exhaustivo del uso de estos antibioticos, demostro que la
resistencia se debia la producciéon de una B-lactamasa plasmidica transferible
que fue SHV-2 72 73,

Durante las décadas de 80s y 90s la gran mayoria de las B-lactamasas
encontradas eran en un inicio de tipo TEM y SHV, debido a su gran diversidad
hasta la fecha se han descrito diferentes variedades de B-lactamasas que
derivaban de las iniciales que fueron TEM-1, TEM-2 y SHV-1. No obstante
aunque en décadas pasadas se observo que la mayoria de los aislamientos
bacterianos eran productores de este tipo de [-lactamasas, actualmente las
mas frecuentes en la mayoria de los paises son las CTX-M que aun causado
diversos brotes epidemioldégicos en Europa’®. Las primeras B-lactamasas
capaces de hidrolizar cefalosporinas de amplio espectro fueron descritas por
primera vez en Alemania en el aflo 1983 y fue identificada como TEM-3 es una
variante de TEM-2, esta enzima se aislé de diferentes enterobacterias que
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presentaron resistencia a cefotaxima y ceftazidima. Posteriormente se
reportaron brotes de infeccion causados por estas cepas que producian TEM-3
en Europa, Francia en el afio de 1984 y afios mas tarde en Estados Unidos en
1988 "2,

Diversos autores comparten la idea de que el surgimiento de las BLEEs esta
asociada a la introduccion y uso masivo de las cefalosporinas de amplio
espectro (ceftriaxona, ceftazidima, cefpodoxima) y los monobactamicos

(aztreonam) 4.

Por otra parte en 1989 se detectd un aislado clinico de E. coli con una enzima
diferente a TEM y SHV, la cual fue denominada CTX-M. Entre 1986 y 1992
aparecieron simultdneamente las primeras CTX-M en Alemania, Argentina,
Francia, Italia y Japon, mientras que en los hospitales de Rusia fueron
identificadas las [-lactamasas CTX-M-3 y CTX-M-15, posteriormente en
Europa y Etiopia se descubrié la produccion de BLEEs tipo CTX-M-15 en S.
entérica procedentes de humanos y animales que habian sido codificadas en
cromosomas bacterianos y en plasmidos conjugativos portadores del gen bla
>, En Europa, en el informe del Sistema Europeo de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (EARSS), se analizaron cepas de origen
invasivo, se observo un aumento significativo en la resistencia a cefalosporinas
de tercera generacién provocando por el aumento de las BLEEs que tuvo una
frecuencia del 2.8% en el afio 2006 y para el 2007 presenté una mayor
frecuencia del 4.3%, esta tendencia continué en el afio 2008 debido a que los
datos proporcionados por (EARSS) informaron un incremento en la frecuencia
del 8.6% de cepas de K. pneumoniae productoras de BLEEsS que causaron

bacteriemias > 76,

En general se ha reportado que la prevalencia de BLEEs en Europa es mayor
que Estados Unidos, pero menor que en América Latina. Sin embargo en
Europa se ha reportado recientemente en el 2008, la prevalencia de BLEES con
una frecuencia del 5% en E. coli y 22% para K. pneumoniae. Esto da razon al
postulado de diversos autores que afirman que algunos microrganismos que
expresan ciertas enzimas como las BLEEs estan mejor adaptados en algunas

areas geogréficas ’°.
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En América Latina, especificamente en el pais de Argentina en 1992 se
detect6 una prevalencia de BLEEs tipo SHV-1, PER-2 y CTX-M-2 de cepas
procedentes de un hospital pediatrico en el que 60% de las cepas de K.
pneumoniae eran productoras de BLEES, en ese mismo pais, pero en el afio de
1999 se reportd que las BLEEs mas prevalentes en K. pneumoniae fueron las
de tipo CTX-M-2, con un 62% de aislamientos productores, seguidas de SHV-2
(11%) y SHV-5 (10%). En otro estudio reportado en Venezuela en el afio 2003,
en cepas de K. pneumoniae provenientes de pacientes con diagnostico clinico
de infeccidn nosocomial, se encontr6 que las cepas en un 76% eran

productoras de BLEEs "

En México son escasos los estudios que han reportado las caracteristicas
epidemiologicas de las BLEEs, sin embargo se han realizado investigaciones
en diversas zonas del pais, una de éstas fue realizada por la Red de Vigilancia
de Resistencia Antimicrobiana en el afio de 1999 donde se reportd una
prevalencia del 29.5% en cepas de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas

de tercera generacion’® 79,

El Hospital de Pediatria del centro Médico Nacional siglo XXI reporté en el
2004 un 76% de cepas de K. pneumoniae aisladas de hemocultivos resistentes
a Ceftazidima y el 78% a Cefotaxima. En México durante las dos ultimas
décadas las bacterias Gram negativas como (Klebsiella sp., Enterobacter sp. y
Pseudomonas sp.), se ha reportado a estas bacterias como las mas frecuentes

en infecciones nosocomiales asociadas a una alta mortalidad?.

El estudio de la epidemiologia de las BLEEs es muy importante debido a que
se puede seguir la evolucion, transmisién y el desarrollo de estas enzimas,
ademas contribuye a la prevencion para que en dado caso se pueda
contrarrestar un impacto epidemiolégico y econémico a causa de la resistencia
bacteriana. Por este motivo es fundamental que existan programas de control
de infecciones nosocomiales y sistemas de vigilancia que ayuden a monitorear
la resistencia o multirresistencia que presentan los microorganismos a

diferentes antimicrobianos””: 7°,
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7.9 Factores de riesgo

El uso excesivo de antibioticos es el principal factor de riesgo para que las
bacterias puedan desarrollar mecanismos de resistencia, esto genera que se
transmitan los genes de una bacteria a otra por medio elementos génicos
transferibles, uno de los principales elementos son los plasmidos que son

adquiridos por medio de la conjugacion 6.

Como se mencion6 con anterioridad, los plasmidos son el mecanismo mas
frecuente en la transmision de resistencia, estos contienen genes que codifican
la resistencia para diversos grupos de antibioticos, generando una
diseminacién de los genes que codifican la resistencia entre diferentes géneros
y especies bacterianas, de esta forma los microorganismos pueden volverse
multirresistentes. Por otra parte estudios de cohorte han demostrado que
cuando el hospedero es tratado con antibidticos dos veces por afio, la
probabilidad de aislar bacterias con el fenotipo BLEEs es cercana al 2% y
cuando el tratamiento se duplica, la frecuencia de la resistencia incrementa un
60% 7.

Existen diferentes investigaciones que han encontrado que las bacterias
productoras de BLEEs con frecuencia son resistentes a otras clases de
antibioticos entre los que se encuentran los siguientes aminoglucosidos,

fluoroquinolonas, quinolonas, tetraciclinas, trimetopim/sulfametoxazol 72.

Las infecciones causadas por bacterias que presentan resistencia por medio
de BLEEs a menudo son adquiridas por pacientes gravemente enfermos, con
estancia de hospitalizacién prolongada, y en quienes se encontré dispositivos
médicos invasivos durante un tiempo prolongado por ejemplo (colocacion de
catéteres, intervenciones quirdrgicas, terapia de reemplazo renal, ventilacién
mecanica, bajo peso al nacer). Es importante mencionar que las bacterias que
adquieren genes de multirresistencia por medio de plasmidos y transposones,
se diseminan a través de infecciones nosocomiales desde los pacientes
enfermos a personal que labora en los hospitales, existe evidencia que indica
gue el estado de portador transitorio en las manos de los trabajadores es el

medio de trasferencia mas importante de paciente a paciente 7% &,
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7.10 Caracteristicas genéticas de las BLEEs

En general el genoma bacteriano esta constituido de DNA cromosémico, en
donde se encuentra la informacion genética responsable de las caracteristicas
celulares. Este genoma también tiene la caracteristica de encontrarse en
pequefios elementos circulares o lineales extracromosomales de DNA
denominados plasmidos, que tienen la capacidad de replicarse
autbnomamente, es decir el control de su replicacion es independiente de la
maquina enziméatica, siendo dependiente de las secuencias en el propio
plasmido. Estos nuevos genes que adquiere la bacteria sirven para codificar
factores de virulencia, produccion de toxinas, degradacion de compuestos
toxicos u organicos, luz ultravioleta y resistencia a antibiéticos, por esta razén
las bacterias pueden desarrollar caracteristicas especificas a partir de
obtencion de genes a través de los plasmidos 8.

Una caracteristica importante de muchos plasmidos es la habilidad de transferir
una copia de si mismo de una bacteria a otra, mediante contacto célula a
célula, lo que se conoce como conjugacion en donde se realiza el proceso de
transferencia génica, para que se lleve a cabo los plasmidos poseen la
informacién necesaria para tener contacto entre la célula donadora y receptora,
por medio del pili sexual, de esta manera se realiza la union de ambas células.
Existen plasmidos que son incapaces de transferirse autbnomamente, no
obstante, estos pueden transferirse en cuanto estén en la presencia de otro
plasmido mobilizable. Es asi como la interaccion de estos elementos permiten
que los genes se transmitan a una familia clonal, asi como por la conjugacion

entre las especies, lo que permite la diseminacion de informacién genética®® &2,

Es importante mencionar que los genes bla, que codifican BLEEsS se
encuentran en las secuencias de insercion ISECpl o IS26, junto con otros
genes que codifican la resistencia a otros antibiéticos no betalactamicos, como
se sefialé anteriormente, estos pueden residir en los mismos plasmidos o
transposones, transfiriéndose conjuntamente con el gen bla responsable de la
produccion de BLEEs por medio del mecanismo conjuntivo, transmitiéndose de

un microorganismo a otro, confiriendo el perfil de resistencia antibiética 2.
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8. METODOS PARA LA DETECCION DE BLEEs

La deteccion de las BLEEs se basa en la capacidad que tienen estas enzimas
de hidrolizar a todas las penicilinas, cefalosporinas incluyendo a las de cuarta
generacion y monobactamicos (aztreonam); es decir tienen preferencia hacia
estos sustratos, es por esta razén que los bacilos Gram negativos que
producen las enzimas generan resistencia hacia los antibioticos betalactamicos
y se pueden detectar a través de este fenotipo, una caracteristica fenotipica
adicional que sirve para identificar a las BLEEs es la observacion del efecto

potencializado para ceftazidima y cefotaxima en presencia del acido clavulanico
83

Realizar una adecuada identificacion de BLEEs es de gran importancia debido
a que son producidas por diferentes miembros de la familia Enterobacteriae,
por este motivo los laboratorios de bacteriologia que se encuentren trabajando
con esta familia de bacilos Gram negativos deben estar preparados para
reconocer de forma oportuna la presencia de las BLEEs. La deteccion de las
BLEEs no es sencillo en un laboratorio, porque depende de su expresion
fenotipica, ademas se encuentra condicionada por la cantidad de enzima que

expresa y de otros mecanismos de resistencia que pueda presentar la bacteria
83, 84

Los laboratorios de bacteriologia confrontan principalmente dos dificultades, la
primera es el elevado numero de BLEEs que se ha generado en la actualidad,
afiadiendo la posibilidad de que una misma cepa origine diferentes tipos de
estas enzimas, por lo que los fenotipos pueden variar respecto a los esperados
complicando la interpretacién, por otra parte existe la posibilidad de encontrar
cepas que producen enzimas que no se consideran estrictamente como
BLEES, por esta razén es necesario que se realice la elecciéon de un método
de confirmacién de BLEESs eficaz para cada laboratorio. Es primordial emitir un
aviso o alarma cuando se detecte una cepa productora de BLEEs para que
rapidamente se pueda efectuar un plan de control de la infeccion causada por
la bacteria, asimismo contribuir con la seleccion del tratamiento de los

pacientes con el fin de evitar fracasos en la terapia antimicrobiana .
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Es importante sefialar que existen diversos métodos estandarizados de
acuerdo a la CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute), para la deteccién
de BLEEs producidas por enterobacterias (E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca y
P. mirabilis), de esta manera se logra que los resultados sean reproducibles y
comparables, la realizacién de estos procedimientos requiere la utilizacion de
cepas de control que sirven para garantizar la calidad, esto se realiza a través
de resultados conocidos, de esta manera se puede saber si la metodologia
empleada se realizé de forma correcta, sin embargo para el resto de
Enterobacteriaceae y no fermentadores aun no existen métodos
estandarizados para la deteccibn de enzimas BLEES, esto representa un

problema que aln sigue en investigacion 84 85,

Para fines del presente trabajo se describirdn diferentes métodos para la
deteccién de BLEEs, es primordial realizar una correcta interpretacion de los
perfiles de sensibilidad aplicando los criterios habituales de lectura del
antibiograma conforme a lo establecido por la CLSI, no obstante tiene
excepciones porque algunas bacterias no son sensibles a las técnicas de
difusiébn convencionales o por no ser lo suficientemente sensibles, mas
adelante se describen las metodologias y las pruebas que se emplean en los
laboratorios de bacteriologia, asi como las diversas pruebas para la deteccion
y confirmacién de cepas productoras de BLEES.

En un laboratorio de tercer nivel uno de los principales desafios es reconocer
los marcadores incorporados a las pruebas de laboratorio de diagndstico
microbiolégico, para que rapidamente conduzcan a la identificacion del agente
causal de la infeccion y por otra parte detectar los mecanismos de resistencia
que se estan expresando en la bacteria patégena, de tal forma que se pueda

suministrar una terapia antibiética precisa y oportuna .
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8.1 Métodos fenotipicos para la deteccion de BLEEs
8.1.1 Sensibilidad bacteriana por difusion en agar

Para realizar los diferentes métodos fenotipicos que ayudan a la deteccion de
BLEES, se debe iniciar a partir de una muestra clinica para el aislamiento e
identificacion de las bacterias patdégenas, la identificacion se puede llevar
acabo por métodos manuales (medios de cultivo, pruebas bioquimicas) o por
sistemas automatizados (Phoenix, Vitek y MicroScan). Por otro lado el
tamizaje inicial incluye la aplicacién de pruebas de sensibilidad rutinarias que
estan basadas en el método de Kirby-Bauer y colaboradores, ya que es uno de
los métodos que recomienda la CLSI para hacer la determinacién de la

sensibilidad bacteriana que se puede efectuar con diferentes antibiéticos 6.

Como siguiente paso la cepa o cepas identificadas deben ser reconstituidas,
para hacerlo se deben sembrar en caldo agar nutritivo durante 12 horas para
obtener bacterias en fase de crecimiento logaritmico. De ese aislamiento se
toman colonias suficientes para preparar un inéculo en solucion salina hasta
igualar la turbidez con el estandar 0.5 de McFarland (108 unidades formadoras
de colonias UFC/ml) con el cual se siembra en forma masiva en un medio
sélido (placa de agar Mueller Hilton), posteriormente se coloca la combinacién
de los sensidiscos (impregnados de antibiético). Es importante mencionar que
los discos no deben quedar a menos de 24 mm de distancia entre centros,
ademas no se deben poner mas de 12 discos por placa de 150 mm o méas de 5
discos por placa de 100 mm &, Los discos que se pueden utilizar para esta
prueba son los siguientes: cefpodoxima (10 pg/disco), ceftazidima (30
pg/disco), cefotaxima(30 pg/disco), cefepima (30 pg/disco), ceftriaxona (30
pg/disco), imipenem (10 pg/disco), meropenem (10 pg/disco), cefoxitina (30
pg/disco) y aztreonam (30 pg/disco). También se pueden incluir discos de otros
antibioticos como: ampicilina (10 pg/disco), amoxicilina (10 pg/disco),
gentamicina (10 pg/disco), cefalotina (10 pg/disco), trimetoprim/sulfametoxazol
(23.75/1.25 pg/disco), piperacilina/tazobactam (110 pg/disco), amikacina (30
pg/disco) y ciprofloxacino (5 pg/disco). Tan pronto el disco impregnado de
antibiotico se pone en contacto con la superficie humeda del agar Mueller-

Hilton, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde por el agar, formandose un
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gradiente de concentracion, posteriormente los medios se incuban de 18 a 24
horas a 35°C = 1°C, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona
de inhibicién de crecimiento bacteriano. Para hacer la interpretacion se requiere
de los criterios establecidos por la CLSI, comparando la medida de los

diametros de los halos de inhibicién con tablas establecidas por la CLSI .

Se considera una cepa es sospechosa de producciéon de BLEEs, si los
resultados obtenidos de los didmetros de inhibicion para el método de difusion
en agar con discos se encuentran dentro de los siguientes criterios: aztreonam
< 27 mm, cefotaxima < 27 mm, ceftriaxona < 25 mm ceftazidima, < 22 mm y
cefpodoxima < 17 mm para las enterobacterias K. pneumoniae, E. coli y K.
oxytoca. Adicionalmente la CLSI recomienda para P. mirabilis los siguientes
puntos de corte: cefotaxima < 27 mm, ceftazidima < 22 mm y cefpodoxima <
22mm. Se recomienda verificar que los diametros de inhibicion del crecimiento
bacteriano de los discos se encuentren entre los rangos establecidos y
actualizados por la CLSI. Para el control de calidad de esta prueba se utilizan
las cepas de K. pneumoniae ATCC 7000603 y E. coli ATCC 35218
productoras de BLEEs y E. coli ATCC 25922 no productora de BLEEs .

8.1.2 Prueba de combinacion de disco

Es un método que se caracteriza por ser facilmente estandarizable, para llevar
a cabo la prueba de CDT (Disk combination test) se debe realizar en el agar
Hilton Mueller, con una previa inoculacion de una suspension bacteriana
preparada de acuerdo a las normas establecidas por CLSI. En el medio Hilton
Mueller se coloca un disco que contenga alguna de las cefalosporinas
siguientes: cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 pg) o cefepima (30 pg), y otro
que contenga una de las cefalosporinas anteriores en combinacién con acido
clavulanico (10 pg). Posteriormente se deja incubar a 35 + 1 °C durante 18 a 24
horas. Para realizar la interpretacion de los resultados la zona de inhibicion
alrededor del disco de cefalosporina combinada con acido clavulanico se

compara con la zona alrededor del disco con la cefalosporina sola .

La prueba es positiva para BLEES, si el diametro de la zona de inhibiciéon que
contiene la cefalosporina en combinacion con el acido clavulanico es =2 5 mm

mayor en comparacion con la que la no tiene acido clavulanico. Las ventajas
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de este método son las siguientes: es sencillo, barato y de facil control,
ademas de una practica estandarizacion, una ventaja adicional del método y
especificamente del medio, es que se le pueden realizar algunas
modificaciones en cuanto a los requerimientos nutricionales para poder llevar a
cabo el antibiograma con bacterias exigentes que necesitan mas nutrientes que

los que este medio les puede ofrecer 8% 0,

8.1.3 Prueba de sinergia de disco doble

La prueba de sinergia de doble disco, conocido como DDST (Double Disc
Synergy Test), es también un método propuesto para la deteccion de las
BLEEs. Esta prueba se lleva a cabo en medio sélido (placa de agar Mueller
Hilton) inoculando con una suspension bacteriana preparada de acuerdo a las
normas establecidas por CLSI, sobre la cual se sitia un disco de amoxicilina-
acido clavulanico (20 ug/10 ug) y en torno a éste, separados a una distancia de
30 mm (aproximadamente de 2.5 cm a 3 cm de centro a centro), se disponen
discos de cefotaxima, ceftriaxona, cefpodoxima, ceftazidima, cefepima vy
aztreonam, con una carga estandar de 30 g/ disco. Esta placa se incuba a una
temperatura de 35 °C + 2 °C por un periodo de 18 a 24 horas en atmdsfera
aerdbica, posteriormente se realiza la lectura de las zonas de inhibicion dando
paso a la interpretacion de produccion de BLEEs °2.

La prueba es positiva si existe un aumento o distorsién del halo de inhibicién
alrededor del disco de amoxicilina/acido clavulanico con respecto a los discos
de los antibiéticos colocados alrededor indica sinergia entre el acido clavulanico
y cualquiera de los antibioéticos colocados, esto pone en evidencia la
produccién de BLEEs. Si el resultado de la DDST es negativo, pero si la
sospecha de produccion de BLEEs es alta, es necesario repetir la prueba
ajustando la distancia entre los disco, generalmente disminuyendo la distancia
entre ellos a 20 mm. Las limitaciones de doble difusion con discos dependen de
la pericia en la realizacion de la prueba (disposicion de los discos) y en la
interpretacion adecuada de la sinergia que puede ser errénea el caso de
personal no capacitado. En cepas con problemas de permeabilidad o con
resistencia simultdnea a los inhibidores de B-lactamasas puede verse mermada

la capacidad de deteccion de produccién de BLEEs 89 91,
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8.1.4 Microdilucién en caldo

Esta técnica es la variante del método de difusion en agar, pero en este caso
se estudian y analizan las CMI de las cefalosporinas solas y en presencia de
inhibidor de B-lactamasas, para lo cual se emplean diferentes disoluciones
seriadas de diferentes antibidticos. Para esta técnica es necesario probar
concentraciones de cefotaxima 0.25-64 pg/ml y ceftazidima de 0.25-128 pg/ml
y concentraciones de ceftazidima /4cido clavulanico de 0.25/4-128/4 ug/mly de
cefotaxima/ &cido clavulanico de 0.25 /4-64/ 4 ug/ml. Se confirma la presencia
de una BLEEs cuando se produce una reduccion de 3 diluciones o mas de la
CMI de los antibidticos en presencia de acido clavulanico, respecto a
cefotaxima o ceftazidima sola, ademas puede emplearse el método de
macrodilucion en agar utilizando un replicador de Steer de acuerdo a las
recomendaciones que establece CLSI. Otra opcién es emplear disoluciones
seriadas dobles que son de 256 pg/ml hasta 0.125 pg/ml de cefotaxima,

ceftriaxona y ceftazidima 89 92,

8.1.5 Tiras E- test

El método conocido como E-test, también llamado Epsilon test o
especificamente E-test ESBL, combina las técnicas de difusion en gradiente y
los de dilucién para determinar CMI, realizando una lectura directa, mediante
las tiras que contienen cefalosporinas con y sin inhibidor de BLEEs. Este
meétodo es el mas sencillo para la deteccién de cepas que producen este tipo
de enzimas, incluso se puede sustituir en la practica por la prueba de
microdilucién en caldo debido a que las tiras E-test, que son en general es un
método mas sensible, especifico y mas comodo, aunque su costo es mas

elevando .

Para detectar BLEES por esta técnica se utilizan un conjunto de tiras de
material no poroso del que estan constituidas comercialmente las tiras de E-
test-ESBL, estas tiras contienen en una mitad una concentracion creciente de
la cefalosporina a probar (cefotaxima, ceftazidima), y por otro lado una
concentracion creciente de la misma Cefalosporina asociada a una
concentracion constante de &cido clavulanico (4 pg/ml) : ceftazidima/acido

clavulanico con rangos de CMI que pueden ir de 32 a 0.50 pg/mly de 4 a
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0.064 pg/ml, cefotaxima/ acido clavulanico con rango de CIM de 16 a 0.25
png/mly 1 a 0.016 pg/ml. La cantidad de antibiotico es fija y la zona de inhibicién

es eliptica, por esta razdn se puede determinar la CMI visualmente (Figura 14)
93, 94

Escala de lectura CMI
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Figura 14. Tiras E-test ESBL® %

Esta prueba se lleva a cabo en medio sdlido (placa de agar Mueller- Hinton)
usando un inoculo estandarizado de acuerdo a los lineamientos CLSI, sobre la

cual se sitdan las tiras correspondientes de E- test ESBL.

La CMI se determina en el punto donde la elipse de inhibicién del crecimiento
intercepta la escala de la tira, se considera la prueba como positiva para la
produccion de BLEEs, si se observa que la sinergia con el acido clavulanico
cuando la CMI disminuye en = 3 o mas diluciones; es decir cuando hay
diferencia en la CMI obtenida por el lado de la tira con el antibiético solo, en
comparacion con el otro lado de la tira que contiene el antibiético en

combinacion con acido clavulanico®®.

Para poder confirmar la produccion de BLEEs se obtiene la razén de dividir la
CIM del antimicrobiano solo entre la CIM del antimicrobiano combinado con el
acido clavulanico; si esta razon es mayor o igual a 8 se confirma la produccion
de BLEEs (Figura 15). Se deben seguir las reglas para que la sensibilidad del

método no disminuya y no se tengan diferencias en los resultados®.
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Figura 15. Tira E-test ESBL®. Prueba positiva para BLEEs: CMI CT
(cefotaxima) / CTL (cefotaxima/ acido clavulanico) = 1.5/0.047 = 32 %,

En ocasiones al realizar esta prueba se pueden tener los siguientes problemas:
dificultad para interpretar los resultados de la CMI por la baja produccion de
enzimas, formaciéon de una zona fantasma que se produce en el centro de la
tira que es producto de la sinergia entre el antibidtico y el acido clavulanico, la
deformacion de elipses de inhibicién debido a que el clavulanato difunde en el

agar interfiriendo con la mitad de la tira que contiene ceftazidima sola 4.

Se sugieren las siguientes cepas para el control de calidad de esta prueba a K.
pneumoniae ATCC 7000603 y E. coli ATCC 35218 productoras de BLEEs y E.
coli ATCC 25922 no productora de BLEEs. La capacidad de deteccion de esta
prueba ha sido evaluada en diversas cepas de microorganismos productores
de BLEEs obteniéndose en algunos casos una sensibilidad y especificidad

superior al 99% 94 %,

8.1.6 Confirmacién fenotipica de las BLEEsS

La CLSI recomienda realizar la confirmacion fenotipica de las posibles cepas
productoras de BLEEs, en especial de las enterobacterias (E. coli, K.
pneumoniae, K. oxytoca) mediante la prueba de cefotaxima, ceftazidima solos y
en combinaciéon con acido clavulanico debido a que estos antimicrobianos
presentan una mayor sensibilidad para la deteccion de BLEES, estas pruebas
de confirmacion se pueden realizar mediante el método de microdiluciéon en
caldo o por difusion en disco. Para la prueba fenotipica confirmatoria para la
detectar la produccion de BLEEs es una observacion del efecto antibiético

potenciado para cefotaxima y ceftazidima en presencia de acido clavulanico 6.
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8.2 Métodos complementarios para la deteccion de BLEEs

8.2.1 Métodos Genotipicos

Este método sirve para rastrear brotes epidemiolégicos, que se derivan de la
proliferacion clonal de una cepa Unica productora de BLEES, ademas permite el
estudio de la diseminacion de diversas BLEEs en el mismo brote, logrando
descubrir las diversas proliferaciones clonales de varias cepas con distintas
BLEEs o la existencia de diferentes plasmidos entre los miembros de una
misma cepa, ademas se pueden realizar diferentes investigaciones acerca de
baterias no relacionadas genotipicamente. Es frecuente que exista una
propagacion de cepas productoras de BLEES, estudios han demostrado que la
transmision se puede dar dentro de los hospitales, en ciudades e incluso entre
paises. Por esta razon es importante conocer las caracteristicas genéticas de
cada clona para generar alternativas y medidas de control mas especificas que

sean eficaces 97+ 98,

Los métodos genotipicos mas utilizados son: electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE), perfiles plasmidicos, ribotipificacion entre otros métodos,
basados en la PCR (Reaccidén en Cadena de la Polimerasa). Las técnicas de
amplificacion son las que mas éxito han tenido debido a su facil realizacion
permiten la secuenciacion del producto de PCR siendo muy utiles para la

caracterizacion de la enzima °°.

La técnica denominada oligotyping fue disefiada para las BLEEs de tipo SHV y
TEM, actualmente se encuentra limitada debido a un alto nimero de variantes
y el aumento del nUmero de mutaciones en las nuevas BLEEs que pertenecen
a estas familias. Sin embargo el uso de cebadores especificos disefiados para
detectar mutaciones puntuales y el desarrollo de la reaccion de amplificacion
en condiciones estrictas permite la caracterizacion de algunas de las BLEEs ya
gue permite detectar los genes bla (blargy, blasyy blacrx—_py ) Que codifican a

estas enzimas 100. 101,

Con la técnica de PCR se ha logrado identificar la amplia diseminacion de
BLEEs de tipo TEM y SHV alrededor del mundo, esto permite conocer el

diverso niumero de mutaciones que presentan las nuevas BLEEs, ademas de

Pagina 86




i

Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido aislados de
hemocultivos de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)

otros tipos de BLEEs. Con ayuda de estas técnicas se descubrié que K.
pneumoniae, esta asociada con la movilidad de plasmidos conjugativos. A
partir de este descubrimiento se han realizado protocolos donde se demostro la
transferencia de plasmidos por medio de la conjugacion que se promueve entre

las diferentes especies 1°%.

Como alternativa a la secuenciacion posterior del producto de PCR se han
disefiado diferentes variantes de PCR que pueden orientar sobre el tipo de
BLEEs. Se ha introducido la PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), esta técnica radica en el corte con endonucleasas de
restriccion de los productos amplificados por PCR y la amplificacion
polimorfismos del DNA. El analisis del polimorfismo conformacional de
cadenas sencillas de DNA ha sido utilizada con éxito para la identificacion de
variantes de B-lactamasas de las familias: TEM, SHV, CTX y OXA. Otra opcion
para la secuenciacion del producto de PCR son las técnicas de RSI-PCR
(Restriction site insertion) o amplificacién con cebadores que crean lugares de
restriccibn proximos al extremo 3’ o la técnica PCR-SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphisms) en la que una vez amplificado el producto de
PCR se somete a restriccion con endonucleasas para la apertura de las hebras
de DNA y posteriormente la electroforesis de los fragmentos generados. Mas
recientemente se ha propuesto la utilizacion de la PCR en tiempo real para la
deteccidén y caracterizacion de las BLEEs de tipo SHV. En esta técnica se
utilizan sondas marcadas con diferentes fluorocromos segun el tipo de

mutacion 101, 102,

Dado al alto nimero de mutaciones descritas, ninguna de estas técnicas
asegura la caracterizacion final de la enzima por lo que la secuenciacién del

fragmento de PCR continta siendo el método de referencia 1%2.
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8.3 Métodos cromogeénicos para la deteccion de BLEEs

Los analisis que se realizan en los laboratorios microbiolégicos se utilizan
medios de cultivo bacteriano selectivos y diferenciales que ayudan al analisis
de las muestras, sin embargo en los Ultimos afios se han desarrollado medios
cromogeénicos suplementados para el aislamiento selectivo y la identificacion

presuntiva de enterobacterias productoras de BLEEs.

Estos medios que se comercializan son eficaces debido a que dentro de sus
componentes principales se encuentran Oximino-cefalosporinas (ceftazidima,
cefotaxima, ceftazidima vy cefpodoxima). Existen diversos medios
cromogénicos comerciales que se encuentran disponibles, como por ejemplo:
ChromID ESBL bioMérieux®, Briliance ESBL agar Oxoid® y el CHROMagar
ESBL® 193,

8.3.1 ChromID ESBLs

Es un medio de cultivo que contiene una mezcla de antibiéticos que incluye
Cefpodoxima, ademas de sustratos cromogénicos que permiten la
identificacion directa de las enterobacterias productoras de BLEEs. Se
identifica a E. coli porque esta bacteria produce la enzima B-glucuronidasa, por
esta razdn sus colonias tienen la caracteristica de presentar una coloracion que
va del rosa a borgofia, mientras que las bacterias Klebsiella sp , Enterobacter
sp, Serratia sp y Citrobacter sp, producen R-glucosidasa lo que genera un
coloracion verde/azul o marrén/verde en sus colonias y finalmente los géneros
Proteus sp, Providencia sp y Morganella sp que producen una desamina sus
colonias presentan una coloracién marron que va desde el oscuro hasta claro,
cabe sefialar que mientras la identificaciébn de especie es directa, la produccién
de BLEEs debe confirmarse con una o mas pruebas adicionales recomendadas
por la CLSI 103.104 | 3 jdentificaciéon de cepas productoras de BLEEs a partir de
hemocultivos es de gran ayuda dado que la sensibilidad y la especificidad de
este medio para la deteccibn de enterobacterias productoras de BLEEs
utilizando este tipo de muestras es del 95 % y del 69% respectivamente. Para
el control de calidad de este medio el fabricante sugiere utilizar la cepa E. coli
ATTCC 2592, no productor de BLEEs y K. pneumoniae ATTCC 70063
productor de BLEES!%4,
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9. METODOLOGIA

Se procesaron un total de 6,589 hemocultivos en el laboratorio de bacteriologia
del INP en el periodo de 01 agosto del 2015 al 31 agosto del 2016. De estos
hemocultivos el 89% (5,874) fueron negativos y el 11% (715 cepas) resultd
positivo para algun microorganismo. Del total de aislamientos se obtuvieron
para Gram positivos 427 cepas (60%) seguido de los Gram negativos con un
total de 264 cepas (37%) y finalmente las Levaduras con un total de 24 cepas
(3%). De las 264 cepas de bacilos Gram negativos 87 (33%) de cepas
presentaron BLEEs, K. pneumoniae 45 cepas, E. coli 41 cepas y K. oxytoca 1
cepa; mientras que 177 (67%) cepas fueron negativas, es decir no presentaron

produccion de BLEEs.

La extraccion de las muestras sanguineas y la inoculacién en los frascos de
cultivo BD BACTEC Peds Plus/ F® para hemocultivos, lo realizé el personal
meédico, en seguida fueron trasladados al laboratorio de bacteriologia en donde

se hizo el registro de cada hemocultivo con los datos del paciente.

Para el analisis microbiolégico de los hemocultivos se utilizd el equipo
automatizado BD BACTEC FX®. En este equipo se metieron los frascos de
cultivo y se incubaron a 35°C + 2°C con lecturas periddicas realizas por el
sistema cada 10 minutos durante 7 dias.

El frasco de cultivo contiene caldo digerido de Caseina-Soya con pequefas
cantidades de CO:2 y otros componentes (Anexo |), en el fondo tiene un sensor
de fluorescencia que es susceptible a los aumentos de COz2, estos incrementos
son producidos por el crecimiento de microorganismos que metabolizan los
sustratos presentes en el cultivo, cuando existe la presencia de
microorganismos viables la cantidad de CO2 aumenta, éste, al ser detectado
por el equipo, emite una alarma e inmediatamente se prende una luz roja para

indicar que existe la presencia de una o mas especies de microorganismos.

Después de que el equipo BD BACTEC FX® detecta un hemocultivo positivo,
se hizo un subcultivo en los medios (Agar sangre, Mac Conkey, Agar Fenil
etanol y Agar chocolate), estos fueron incubados a 35°C + 2°C con la finalidad

de aislar a las cepas presentes en el hemocultivo, y posteriormente se realizé
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una tincion de Gram para observar en el microscopio la morfologia de las
bacterias, también se llevaron a cabo las pruebas bioquimicas en agar Kligler
(agar doble azucar) y medio de SIM (Sulfuro Indol Motilidad).

La identificacion y sensibilidad antimicrobiana se realizé en el equipo BD
Phoenix 100® (Diagnostics Sparks, MD) y la determinacién de las enzimas
BLEEs la hizo en el mismo equipo. Todas las cepas estudiadas fueron
reportadas con la regla 1505 “El aislado se confirma como positivo para B-
lactamasas de espectro extendido”. Se utiliz6 el panel BD Phoenix® NMIC/ID-
406 para identificacion y sensibilidad antimicrobiana de Gram negativos. Las
pruebas bioquimicas que realiza este panel, asi como los antibiéticos que

contienen se describen en el (Anexo ).

La identificacion de las bacterias en el sistema BD Phoenix 100® esta basada
en reacciones colorimétricas y fluorométricas de los sustratos que utilizan las
bacterias, adicionalmente el sistema BD Phoenix® emplea el método de
microdilucién en caldo para realizar una deteccién del crecimiento de los
microorganismos en presencia de un antibitico, esto tiene la finalidad de
analizar las MICs, el sistema al detectar los cambios del indicador redox (azul
alamar) mide la turbidez del medio. Es importante mencionar que el ensayo de
viabilidad celular por azul de alamar se basa en el principio de reduccién del
reactivo no fluorescente (resazurina) a un compuesto fluorescente
(resarufin),en este sentido las células bacterianas viables mantienen un estado
reductor dentro de su citosol, es por esta razén que el indicador azul alamar es
reducido por NADH, NADPH, FMNH, FADH y también por otros citocromos,
esto trae como resultado que le indicador redox acepte electrones generando
un cambio en su estado oxidado (azul) que no tiene fluorescencia, a su estado
reducido (rosa) que presenta un producto fluorescente detectable (o

absorbente) con esto el sistema BD Phoenix® puede detectar el cambio.

Se prepard una suspension bacteriana en el caldo Phoenix ID ajustandola al
0.5-0.6 del estandar de McFarland, utilizando el nefelémetro Phoenix Spec®
(BD), posteriormente se toman 25 pL de ésta y se adicionan al caldo Phoenix
AST®, suplementandolo con un agota del indicador AST Phoenix® (indicador de

oxido reduccién basado en azul de Alamar). Se inoculan los paneles,
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posteriormente se colocan en el equipo para su incubacion y lectura hasta la
obtencién de los resultados (Ver Diagrama 1). El procedimiento se realizé de

acuerdo a lo indicado en el manual del usuario.

Los antibi6ticos evaluados y sus intervalos de concentracion en (ug/mL) fueron:
ampicilina (4-16), amoxicilina/clavulanato (4/2-16/8), ticarcilina (4-64),
ticarcilina/clavulanato (2/2-64/2), cefalotina (2-16), cefuroxima sodica (4-16),
cefotaxima (2-32), ceftazidima (0.5-16), ceftriaxona (2-32), aztreonam (1-16),
cefoxitina (4-16), imipenem (1-8), amikacina (8-32), gentamicina (2-8),
tobramicina (2-8), ciprofloxacino (0.5-2), levofloxacino (1-4), acido nalidixico (8-
32), nitrofurantoina (16-64) y trimetoprim/ sulfametoxazol (0.5/9.5-2/38).

Para la prueba de confirmacion de BLEEs el panel NMIC/ID-406 utiliza
ceftazidima, ceftazidima/clavulanato, ceftriaxona, ceftriaxona/clavulanato,
cefotaxima, cefotaxima/clavulanato, cefpodoxima, cefpodoxima/clavulanato y
cefepime cefepime/clavulanato, a concentraciones establecidas por el

fabricante.

Los resultados de la concentracion minima inhibitoria, tanto de los antibi6ticos
utilizados para realizar el antibiograma, como los empleados para la
confirmacion de las BLEESs, fueron interpretados por el sistema experto de
Phoenix (BDXpert®), consiste en una serie de reglas que analizan los patrones
de sensibilidad para cada uno de los microorganismos identificados, aplica las
reglas indicadas por el manual M100 27t 2017 del CLSI y con base a ellas, se
realiza cambios en el reporte final de los aislamientos. El software empleado
fue V 6.212 Phoenix y V.60A Epicenter. EI control de calidad para la
identificacion y sensibilidad de las bacterias Gram negativas en los paneles se
utilizaron las cepas de E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 27853 y para
las pruebas de BLEEs se emple6 como control positivo la cepa de K.
pneumoniae ATCC 700603, y como control negativo E. coli ATCC 25922.
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Diagrama 1. Metodologia para el proceso de hemocultivo
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10. RESULTADOS

El total de hemocultivos procesados fue de 6,589 (Laboratorio de Bacteriologia
del Instituto Nacional de Pediatria durante el periodo del 01 agosto 2015 al 31
agosto 2016), de estos se obtuvieron 5,874 (89%) hemocultivos negativos,
mientras que los hemocultivos positivos fueron 715 (11%), en los cuales hubo
crecimiento de diferentes especies de microorganismos que corresponden para
Gram positivos un total de 427 (60%) cepas, seguido de los Gram negativos
con un total de 264 (37%) cepas y finalmente las Levaduras con un total de 24
(3%) cepas. Los datos obtenidos de cada microorganismo aislado a partir de

un hemocultivo se muestran en la gréafica 1.

Total de hemocultivos Total de hemocultivos
analizados en el
periodo
6,589.

Gram Negativos
Cepas
Totales

264, (37%)

® Hemocultivos negativos = Hemocultivos positivos

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Hemocultivos analizados en el periodo Agosto 2015- Agosto 2016. |

Grafica 1. Total de hemocultivos. En esta grafica se muestran los hemocultivos
totales que fueron positivos y negativos, ademas de la cantidad de

microorganismos aislados de cada hemocultivo que fue positivo.
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De acuerdo a los datos que se muestran en la grafica 2, se obtuvieron un total
de 264 cepas de bacilos Gram negativos de las cuales se registraron 87 (33%)
cepas productoras de BLEESs, mientras que 177 (67%) cepas fueron negativas.

Estos datos se muestran en la grafica 2.

Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de BLEEs

Bacilos Gram Negativos  Nuimero de Cepas  Frecuencia (%)

Cepas BLEEs positivas 87 33%
Cepas BLEEs Negativas 177 67%
Total 264 100%

Total de cepas aisladas: 264

B Cepas BLEEs positivas " Cepas BLEEs negativas

I Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Cepas que presentaron BLEESs en el periodo Agosto 2015- Agosto 2016. |

Grafica 2. Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de BLEEs.
En la grafica se observa un total de 264 cepas de bacilos Gram negativos a
partir de esta cantidad se dividieron en dos grupos que fueron cepas
productoras de BLEEs y cepas que no presentaron produccién de BLEES, el
resultado fue el siguiente: 87 (33%) cepas fueron BLEESs positivas y 177 (67%)
cepas fueron BLEEs negativas.
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Continuando con el andlisis estadistico a partir de las 264 cepas de bacilos
Gram negativos, se analizaron 144 cepas de enterobacterias aisladas en el
estudio que podrian presentar BLEES, las 120 restantes pertenecieron a otros
géneros o especies. Finalmente se analizaron 144 cepas de enterobacterias, y
s6lo 87 cepas fueron productoras de BLEEs de las cuales Klebsiella
pneumoniae presentd la mayor frecuencia 52%, seguida de Escherichia coli
47%, mientras que Klebsiella oxytoca presentd una menor frecuencia de
produccion de BLEEs con el (1%), las 57 restantes fueron negativas, estos

datos se observan en la grafica 3.

Enterobacterias productoras de BLEEs

Total de Cepas BLEEs Cepas BLEEs Positivas

il Cepas Negativas Frecuencia (%)
Klebsiella pneumoniae 74 29 45 (52%)
Escherichia coli 61 20 41 (47%)
Klebsiella oxytoca 9 8 1(1%)
Total 144 57 87 (100%)

Numero de cepas
productoras de

Klebsiella pneumoniae BLEEs Totales: 87.

(45),52%

Klebsiella oxytoca
(1), 1% M Escherichia coli '« Klebsiella pneumoniae ™ Klebsiella oxytoca

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Enterobacterias productoras de BLEEs, periodo Agosto2015 - Agosto2016. |

Gréfica 3. Enterobacterias productoras de BLEEs. En la gréfica se presentan a
las bacterias que tienen una mayor incidencia en la produccion de BLEEs
obtenidas en el laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria
(INP).
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En la grafica 4, se puede observar que en el mes de noviembre del 2015 para
E. coli se registré una alta incidencia 7 (8%) de cepas productoras de BLEES,
sin embargo en el mes de julio del afio 2016 para E. coli no se registré ninguna
de estas cepas, mientras que K. pneumoniae presento la frecuencia méas alta
en julio de 2016 con 8 (9%) cepas. En tanto que K. oxytoca presentd una baja
produccién de BLEEs con una frecuencia del 1% para el mes de junio. Los
datos obtenidos en la grafica 4 muestran que la produccion de BLEEs de cada
especie bacteriana es muy variable en cada mes y afio. Las bacterias que
presentaron una mayor produccion de BLEEs fueron K. pneumoniae y E. coli,

mientras que K. pneumoniae presento una escasa produccion de BLEEs.

Cepas productoras de BLEEs en el periodo 2015-2016
Total de cepas que
presentaron BLEEs : 87

ol sl

N w £ (3] (=]

-

Numero de cepas BLEES positivas

ago-15  sep-15  oct-15 nov.-15  dic-15  ene.-16  feb.16  mar-16  abr.-16 may.-16  jun.-16  jul.-16  ago.16
Periodo 2015 Periodo 2016
bacterias agosto | septiembre | octubre | noviembre | diciembre = enero @ febrero | marzo @ abrii  mayo @ junio | julio | agosto
B K pneumoniae 2 4 3 7 2 2 1 4 6 4 5 0 1
B E. coii 2 3 7 4 4 1 3 2 0 3 2 8 6
Bl K oxytoca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Numero de cepas 4 7 10 1" 6 3 4 6 6 7 8 8 7

por mes

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Cepas productoras de BLEEs en el periodo Agosto 2015- Agosto 2016. |

Grafica 4. Cepas productoras de BLEEs durante el periodo que comprende
agosto 2015 a agosto 2016. Estas cepas fueron aisladas en el laboratorio de
bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria (INP).
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En la gréfica 5 se representan las 264 cepas procedentes de diferentes las
salas del INP, estas fueron las siguientes: oncologia, terapia intensiva,
prehospitalizacion, infectologia, hematologia, neumologia, cirugia, urgencia, UT
cardiovascular, nefrologia, inmunologia, gastroenterologia, gastronutricion,
neumologia trasplante y cardiologia. La sala con mayor aislamiento de bacilos
Gram negativos fue oncologia con 48 cepas, pero sélo 6 (13%) cepas fueron
BLEESs positivas, sin embargo, las salas que presentaron una mayor frecuencia
de cepas productoras de BLEEs fueron terapia intensiva con 38 aislamientos
de bacilos Gram negativos de estas 16 cepas fueron BLEEs positivas (42%),
infectologia con 34 aislamientos de bacilos Gram negativos, de estos 18 cepas
fueron BLEEs positivas (53%), y finalmente cirugia con 12 aislamientos de

bacilos Gram negativos con 8 cepas BLEES positivas (67%).

Cepas productoras de BLEEs por sala de hospital

Frecuencia (%) de aislamientos BLEEs por érea de hospital
Total de Cepas Bacilos |Numero de Cepas con Frecuencia (%) de

SoolE Gram Negativos produccion de BLEEs |aislamientos de

BLEEs por drea
Infectologia 34 18 53%
50 | Terapia intensiva 38 16 42%
a5 Cirugia 12 8 67%
| Oncologia 48 6 13%
40 36 5 14%

Prehospitalizacion
35
30
20
14 14
15 12 12 g4
6 8
. kaﬂtl“T?
s { 1 DA
" WP o v P

Oncol Terap Preho Infect Hema Neon Neur Cirugi Urge UT Nefro Inmu Gastr Gastr Neu Trans| Cardi
ogia ia spital ologi tologi atolo ologi a | ncias Cardi logia nolog oente onutr molo plant  ologi

Numero de cepas de bacilos Gram negativos
o
(0]

inten izacié a a gia a ovasc fa rologi| icion gia e a
siva n ular a
= Total de Cepas de BGN 48 38 36 34 17 14 14 12 12 11 7 7 3 3 3 3 2

= Cepas BLEEs Positivas 6 16 5 18 6 3 5 8 3 1 3 1 3 2 2 3 2

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Cepas productoras de BLEEs durante el periodo Agosto 2015 - Agosto2016. |

Gréfica 5. Cepas productoras de BLEEs por sala del hospital aisladas en el
laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria (INP) durante el

periodo de agosto 2015 a agosto 2016.
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La edad de los pacientes fue desde el primer dia de nacimiento hasta los 18
afios de edad, con base a estos datos se organizaron 5 grupos de diferentes
etapas de acuerdo a su edad que se muestran en la gréfica 6. Las etapas
fueron las siguientes: Neonatal (1 Dia a 1 Mes), Lactancia (2 Meses a 2 Afos),
Infancia | (3 Afios a 7 Afios), infancia Il (8 Afios a 12 Afios) y adolescencia (13
Afos a 18 Afios).Durante el tiempo establecido se registraron 5 (6%) de los
pacientes neonatales con cepas productoras de BLEES, la mayor incidencia se
presentd en los lactantes con 40 (46%) aislamientos de estas cepas. Los
pacientes del grupo de Infancia | se registraron 20 (22%), mientras que en el
grupo de la adolescencia se obtuvieron 17 (19%) y en grupo de la infancia Il

resultaron sélo 5 (6%) pacientes con este tipo de cepas (grafica 6).

Frecuencia (%) de cepas BLEEs positivas por grupo de edad de los pacientes

Infancia ll
6%
Neonatal BLactancia
Binfancial Infancia Il

Neonatal
6%

BAdolescencia

Pacientes con

19 (0
Grupo de edad = Dia, Meses, Afios cepas BLEEs Frecuencia (') de cepas

positivas BLEEs positivas
Neonatal 1Diaa1Mes 5 6%
Lactancia 2 Meses a 2 Afios 40 46%
Infancia | 3 Afios a 7 Arios 20 22%
Infancia I 8 Afios a 12 Afios 5 6%
Adolescencia | 13 Afios a 18 Afios 17 19%
------ Total 87 100%

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Grupo de edad de los pacientes periodo Agosto 2015- Agosto 2016. |

Gréfica 6. Frecuencia (%) de cepas BLEESs positivas por grupo de edad de los

pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP).
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Durante el periodo establecido se realizd la extraccion de sangre a cada
paciente del INP por dos métodos que fueron Catéter Venoso Central (CVC) y
Sangre Periférica (SP) para posteriormente inocular la muestra en un frasco de

hemocultivo.

En el andlisis estadistico que se presenta en la grafica 7. Se observan las
cepas que producen BLEEs obtenidas por diferentes vias (CVC y SP). De los
264 aislamientos, 118 hemocultivos fueron obtenidos de CVC y con el 53% se
aislaron cepas productoras de BLEEs. Por otra parte de 146 hemocultivos
obtenidos de SP, se obtuvieron 47% de aislamientos de BLEEs positivas.

Total de cepas productoras de BLEEs por tipo de muestra: Catéter
Venoso Central (CVC) y Sangre Periferica (SP)
Catéter Venoso
Central
BLEEs Positivas
46, (53%)
/ Sangre Periferica
/’ BLEEs Positivas
, 41,(47%)
.\\\
ESangre Periferica
. Frecuencia (%) de Cepas aisladas A
Tipo de Muesirs Total deiCepas de Bacilos Gram Negativos @ Cateter Venoso Central
Sangre Periférica 146 55%
Catéter Venoso Central 118 45%
Total 264 100%
Total de Cepas
Tipo de Muestra productoras de Frecl(::::;aéﬂg: rou::::: con
o BLEEs
Sangre l;en_fgrlca BLEEs 41 7%
ositivos
Catéter Venoso Central
BLEES Positivas 46 53%
Total 87 100%
| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Tipo de muestras analizadas en el periodo Agosto 2015- Agosto 2016. |

Gréfica 7. Total de cepas productoras de BLEEs por tipo de muestra: Catéter
Venoso Central (CVC) y Sangre Periférica (SP). Las cepas fueron aisladas a
partir de hemocultivos en el laboratorio de bacteriologia del Instituto Nacional
de Pediatria (INP).
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El total de cepas aisladas de Klebsiella pneumoniae a partir de hemocultivos
fue de 74 cepas, pero de esta cantidad s6lo 45 cepas fueron productoras de
BLEEs, mientras que 29 cepas no tuvieron produccion de BLEEs. El
antibiograma se realiz6 mediante el equipo automatizado Phoenix 100® que lo
analiza por el método de la concentracion minima inhibitoria (MIC). Las cepas
de Klebsiella pneumoniae que fueron BLEES positivas presentaron resistencia
a los siguientes antibiéticos Ampicilina (100%), Cefazolina (93%), Cefoxitina
(22%), Ceftriaxona (93%), Ceftazidima (96%), Cefepima (91%), Imipenem
(13%), Meropenem (9%), Piperacilina-Tazobactam (40%), Amikacina (13%),
Ciprofloxacino (76%), Levofloxacino (24%), Trimetoprim/Sulfametoxazol (84%).

El resultado del antibiograma de K. pneumoniae se muestra en la grafica 8.

Frecuencia (%) de resistencia a los antibioticos en Klebsiella pneumoniae de cepas
BLEEs positivas y BLEEs negativas

100%
100 93% 93% LA g
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90%
80%
70%
60%
50%
0%
30%
20%
10%
0%

(%)

84%
24%
' =
b

0% 0%
—_— _—

76%
3

40%
22%
13% = 13%
n
79
0% 0% 0% 0% 6 b
_— A_— _—

0% 0% 0%
_— —_— —_— —_—

Ampi Cefaz Cefox Ceftri Cefta Cefep Imipe Mero Piper Amik Cipro Levofl Trime
cilina olina itina axon zidim ima nem pene acilin acina floxac oxaci topri

a a m a- ino no m-
tazob Sulfa
acta meto
m xazol

m BLEEs Negativas 100% 10%  10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 14%
mBLEEs Positivas  100% 93%  22% 93% 96% 91% 13% 9% 40% 13%  76% 24%  84%

Total de cepas aisladas de K. pneumoniae 74
Cepas BLEEs positivas 45
Cepas BLEEs negativas 29

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Frecuencia (%) de resistencia a diferentes antibioticos en K. pneumoniae. |

Gréafica 8. Frecuencia (%) de resistencia a los antibioticos en Klebsiella
pneumoniae de cepas BLEEs positivas y BLEEs negativas. Las cepas fueron
aisladas del laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria
(INP) durante el periodo de agosto 2015 a agosto 2016.
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Para Escherichia coli el total de cepas aisladas a partir de hemocultivos fue de
61 cepas pero de esta cantidad so6lo 41 cepas fueron productoras de BLEEs,
mientras que 20 cepas no tuvieron produccion de BLEEs. Las cepas de
Escherichia coli que fueron BLEEs positivas presentaron resistencia a los
siguientes antibioticos Ampicilina (100%), Cefazolina (100%), Cefoxitina (41%),
Ceftriaxona (98%), Ceftazidima (100%), Cefepima (100%), Imipenem (17%),
Meropenem (15%), (32%), (0%),
Ciprofloxacino (88%), Levofloxacino (83%), Trimetoprim/Sulfametoxazol (75%).

El resultado del antibiograma de E. coli se muestra en la grafica 8.1.

Piperacilina-Tazobactam Amikacina

Frecuencia (%) de resistencia a los antibiéticos en Escherichia coli de cepas BLEEs
positivas y BLEEs negativas

100%

A
32%
1% 15%
' ' 5%
0% 0% 0%
4 A A

100% 100%

41%

X 40%
T 3%
20% .
1o 5% 5% o%%
0% -_— > 4
Ampi Cefaz Cefox Ceftri Cefta Cefep Imipe Mero Piper Amik Ciprof Levofl Trime
cilina = olina itina axona zidim ima m  pene acilin acina loxaci oxaci topri
a m a- no no m-
tazob Sulfa
acta meto
m xazol
B BLEEs Negativas  85% 20% 5% 5% 0% 0% 0% 0% 5% 0% 35% 35% 68%
B BLEEs Positivas  100% = 100%  41% 98%  100% 100% 17% 15% 32% 0% 88% 83% 75%
Total de cepas aisladas de E. coli 61
Cepas BLEEs positivas 41
Cepas BLEEs negativas 20

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Frecuencia (%) de resistencia a diferentes antibiéticos en E. coll. |

Gréfica 8.1 Frecuencia (%) de resistencia a los antibiéticos en Escherichia coli
de cepas BLEEs positivas y BLEEs negativas. Las cepas fueron aisladas del
laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria (INP) durante el

periodo de agosto 2015 a agosto 2016.
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Finalmente para Klebsiella oxytoca el total de cepas aisladas a partir de
hemocultivos fue de 9 cepas pero de éstas, s6lo una cepa fue productora de
BLEES, mientras que 8 cepas no tuvieron produccion de BLEE. Las cepas de
Klebsiella oxytoca que fueron BLEEs positivas presentaron resistencia a los
siguientes antibioticos: Ampicilina (100%), Cefazolina (100%), Cefoxitina (0%),
Ceftriaxona (100%), Ceftazidima (100%), Cefepima (100%), Imipenem (0%),
(0%), (0%), (0%),

Ciprofloxacino (0%), Levofloxacino (0%), Trimetoprim/Sulfametoxazol (0%). El

Meropenem Piperacilina-Tazobactam Amikacina

resultado del antibiograma de K. oxytoca se muestra en la gréfica 8.2.

Frecuencia (%) de resistencia a los antibiéticos en Klebsiella oxytoca de cepas
BLEEs positivas y BLEEs negativas
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Total de cepas aisladas de K. oxytoca 9

| Ciudad de México, Instituto Nacional de Pediatria (INP). Frecuencia (%) de resistencia a diferentes antibiéticos en K. oxytoca. |

Gréfica 8.2 Frecuencia (%) de resistencia a los antibidticos en Klebsiella
oxytoca de cepas BLEEs positivas y BLEEs negativas. Las cepas fueron
aisladas del laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de Pediatria

(INP) durante el periodo de agosto 2015 a agosto 2016.
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11.DISCUSION

La presencia de enzimas BLEEs producidas por enterobacterias, actualmente
constituye un problema epidemiolégico debido a que se detectan
frecuentemente en los laboratorios de tercer nivel, ademas han ido
aumentando su prevalencia en el ambiente hospitalario y en la comunidad en
los dltimos afos, lo que ha generado una propagacion en México y a nivel

mundial.

El presente estudio tuvo como primordial enfoque conocer la frecuencia (%) de
bacilos Gram negativos productores de BLEEs aislados a partir de

hemocultivos en el INP durante el periodo establecido.

Se determin6 una mayor frecuencia de aislamientos en bacilos Gram positivos
a comparacion con Gram negativos, esto se atribuye a que en los ultimos afios
se han reportado un mayor nimero de aislamientos de S. aureus resistente a la
meticilina (MRSA), asociados a infecciones en el torrente sanguineo!®. No
obstante los bacilos Gram negativos son patégenos importantes que también
se asocian a infecciones nosocomiales, mientras que las levaduras son poco

frecuentes.

De los bacilos Gram negativos detectados el 33% corresponden a los que
presentan resistencia a antibioticos por medio de las enzimas BLEEs. Este
hecho se debe a que las cepas productoras de BLEEs en las ultimas décadas
en México han sido mas frecuentes en medio hospitalario a causa del uso
excesivo de antibidticos betalactamicos. Dentro de los mudltiples factores
predisponentes para adquirir una infeccion de bacterias multirresistentes,
destaca el uso excesivo de antibiéticos, por largo tiempo y cuando se usan
combinaciones de dos o mas antimicrobianos, también se pude atribuir a la
prolongada estancia hospitalaria. Otros factores predisponentes pueden ser
inmunosupresion causada por enfermedades, alguna cirugia, bajo peso al

nacer o edad avanzadal©®,

En los resultados de este estudio, se observa que las enterobacterias que
presentaron BLEEs fueron K. pneumoniae 52%, E. coli 47%, estas bacterias

son las que se reportan con mayor frecuencia en el ambito intrahospitalario,
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con una diferencia del 5% respecto a E. coli, se puede confirmar que K.
pneumoniae fue enterobacteria con mayor produccion de BLEEs el en periodo
de este estudio que fue de agosto 2015 a agosto 2016. En estudios realizados
en diferentes hospitales en México se han reportado resultados similares. En el
Hospital Infantil del Estado de Sonora se report6é a K. pneumoniae 44% vy E. coli
30% como productoras de BLEEs, (tomado de la tesis de Pérez, M. G.,
2010)%°7. Mientras que en el Hospital Infantil de México Federico Gémez se le
atribuyo a K. pneumoniae como a una de las principales enterobacterias
productoras de BLEEs, con una frecuencia del 45.3%, mientras que para E.
coli en ese mismo hospital fue de 32.3%, (Tomado de la tesis de Cordero,
2009)18,

Una investigacion mas que reafirma la prevalencia de estas enterobacterias en
la produccion de BLEEs fue realizado también en México por (M. Navarro y
Col., en el 2011) en el que participaron diferentes hospitales de Sonora entre
los que fueron incluidos los siguientes (Centro Médico Dr. Ignacio Chavez del
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado de
Sonora (CMIC), Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) y Hospital San
José de Hermosillo (HSJH), este proyecto de investigacion reporto un mayor
predominio en K. pneumoniae y E. coli productores de BLEEs con una

frecuencia del 35.3% y 31.8% respectivamentel®,

Las investigaciones anteriores realizadas en Meéxico manifiestan que K.
pneumoniae es una de las principales enterobacterias productoras de BLEEs
aisladas en el ambito hospitalario en México, ademas se puede confirmar que
en los Ultimos afios se han incrementado las infecciones nosocomiales a

causa de esta enterobacteria a nivel nacionall97. 108, 109,

Por otra parte existen diversos estudios a nivel mundial que reportan a K.
pneumoniae como uno de los principales bacilos Gram negativos que tienen
una frecuencia elevada de resistencia antibiotica por la produccion de enzimas
BLEEs, los datos proporcionados por el proyecto SENTRY, procedentes de
aislamientos en pacientes hospitalizados desde 1997 hasta 1999, han
demostrado que K. pneumoniae tiene una amplia distribucion a nivel mundial,

aunque con algunas diferencias segun las areas geograficas. En América
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Latina se ha registrado el mayor numero de aislamientos de las cepas de K.
pneumoniae productoras de BLEEs con el 45%, seguido de la region del
Pacifico y de Europa, con el 25y el 20%, respectivamente, siendo la incidencia
mucho menor en Estados Unidos y Canada con cifras del 8 y 5%. Aunque en el
estudio el nimero de aislamientos de E. coli fue superior al de K. pneumoniae,
el porcentaje de E. coli productor de BLEEs fue mucho menor, en América
Latina fue alrededor del 8% en y Pacifico este, del 5% en Europa y entre el 3 y

el 4% en Estados Unidos y Canada!®.

Otro estudio que afirma la prevalencia de bacilos Gram negativos
especialmente de K. pneumoniae y E. coli productores de BLEEs en América
Latina fue reportado por (Mendes C., Et al. 1999) en donde reafirman que la
resistencia mediada por BLEEs es mayor en Latinoamérica por el uso
imprudente de los antibidticos, en particular de las cefalosporinas de tercera
generacion a causa de que en esta region el 50% de las infecciones
hospitalarias y el 70% de las extrahospitalarias son tratadas con este tipo de
antimicrobianos, lo que sugiere una fuerte presion selectiva en esta zona de
América Latina donde la prevalencia presenta variaciones marcadas de un pais
a otro, en E. coli se reporté 5% en Argentina, hasta 63% en Per( y para K.
pneumoniae se reportaron rangos entre 26% en Ecuador y 73% en Chile,
finalmente es importante destacar que la prevalencia en México fue alta (56%

en K. pneumoniae y 28% en E. coli) 112,

Estas publicaciones no son las Unicas que se refieren a K. pneumoniae y a E.
coli como las principales bacterias productoras de BLEEs, se han reportado
investigaciones mas recientes que lo confirman, una de estas es el Estudio de
Monitoreo de las Tendencias de Seguimiento de Resistencia a los
Antimicrobianos (SMART) que reporta diferentes miembros de la familia
Enterobacteriae con elevadas tasas de produccién de BLEEs, siguiendo la
misma tendencia epidemiologica descrita por diferentes autores en América
Latina. El estudio SMART que se realiz6 en el 2003 en el que incluyo a
diferentes paises latinoamericanos como (Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Guatemala, Panama, Peru y México), se registré una frecuencia del 14% para

K. pneumoniae y 10% para E. coli productores de BLEEs; Un afio mas tarde el
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mismo estudio SMART 2004 se registré una frecuencia de BLEEs positivos del
18% para K. pneumoniae y 12% para E. coli; Ailos mas tarde en otro estudio
SMART realizado en el afio 2008, se corrobora una prevalencia en la
produccion de las enzimas BLEEs para K. pneumoniae con una frecuencia del
37.7% que fue mayor a la de E. coli 26.8% y finalmente a la de K. oxytoca
20%. Por lo cual la frecuencia de produccion de BLEEs en este continente

Latinoamericano ha ido en aumento en especial para K. pneumoniae 112 113,

En el laboratorio bacteriologia del INP la enterobacteria que presentdé una
menor frecuencia en la produccion de BLEEs fue K. oxytoca 1%, y s6lo fueron
aisladas 9 cepas, esto se atribuye a que K. oxytoca es aislada con poca
frecuencia en los laboratorios de microbiologia, ademas esta reportada con una

menor produccion de BLEEs en comparacion con K. pneumoniae y E. coli.

Particularmente se ha reportado que las cepas de K. oxytoca presentan una
disminucién significativa en cuento a la produccion de BLEEs. Un estudio
publicado por (Strenger y colaboradores., 2011), reportaron una frecuencia del
2% en aislamientos de K. oxytoca productores de BLEEs de pacientes
neonatos hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital

Universitario de Graz (Austria) 114,

Los nifios en etapa de lactancia fueron los que presentaron un mayor nimero
de aislamientos de bacilos Gram negativos productores de BLEES, y con un
mayor numero de estas cepas fueron los grupos de infancia |, adolescencia,
infancia Il y neonatal. La lactancia es una etapa en la que existe un mayor
riesgo, puesto que existen diversos reportes de infecciones por cepas
productoras de BLEEs en pacientes en edad pediatrica. En el Instituto
Nacional de Salud del Nifio en Perl se reportdé a pacientes pediatricos
infectados por enterobacterias productoras de BLEEs diagnosticados en la
etapa de lactancia hasta la adolescencia. En la etapa de lactancia se presento
una mayor incidencia de bacterias productoras de BLEEs con una frecuencia
de 68.7% para los nifos menores de 2 afios de edad (etapa de lactancia)
procedentes principalmente de la sala de terapia intensiva, este rango de edad
reportado coincide con lo reportado en este trabajo ya que la lactancia y la

infancia son los grupos mayoritariamente afectados por enterobacterias
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productoras de BLEEs!!®. Con estos resultados se evidencia una alta
frecuencia de enterobacterias productoras de BLEEs, se ha demostrado que
las infecciones nosocomiales causadas por enterobacterias resistentes es un
factor clave en la epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEEs.
La presencia de enterobacterias resistentes en los aislamientos indica que los
nifios pueden servir como un reservorio de cepas con genes de resistencia que
se encuentran localizados en pldsmidos altamente transmisibles; se han hecho
reportes que esta condicion se asocia con casi el doble de la mortalidad en

comparacion con las no productoras de BLEEs*!®.

Teniendo en cuenta la resistencia antibiotica de las diferentes bacterias
productoras de BLEEs, siempre que se sospeche su presencia o esté
documentada, los antibi6ticos a emplear como principal opcién terapéutica son
los carbapenémicos, existen diversos reportes que afirman la actividad de
este antimicrobiano frente a cepas productoras de BLEESs. Los carbapenémicos
son los antibidticos que presentan una mayor estabilidad frente a las BLEEs
debido a su grupo quimico 6-hidroxietil en posicion trans, por esta razon se
usan en el tratamiento de infecciones graves causadas por las cepas de
enterobacterias productoras de BLEEs. No obstante el uso de los
carbapenémicos en la practica debe ser juicioso, primero porque constituye
casi la uUnica terapia eficaz frente a las BLEEs y segundo porque Su uso
indiscriminado puede inducir la aparicién de otros bacilos Gram negativos no
fermentadores como son (Acinetobacter sp., S. matophilia y Pseudonomas sp),
por tal motivo es importante que el tratamiento del paciente sea monitoreado,

para llevar a cabo un buen uso racional de los antibiéticos?’.

En la actualidad las investigaciones confirman que la conjugacion es el método
mas comun de propagacion unilateral de material genético en donde se
transfieren los plasmidos que contienen genes que codifican la resistencia a
diferentes grupos de antibioticos. Los plasmidos son fragmentos circundantes
de ADN no contenidos en los cromosomas que pueden replicarse por si
MisSMOos y promover su propia transmision entre bacterias del mismo género o

en diferentes especies 18,
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La conjugacion bacteriana es un proceso de transferencia genética que
requiere contacto célula a célula. Para que se lleve a cabo la transferencia
génica los plasmidos conjugativos contienen la informacion necesaria para
ponerse en contacto con la otra célula a traves del pili sexual desde la célula
F* donadora (posee un factor de fertilidad y puede donar material genético)
hacia la receptora célula F~(son células que puede recibir DNA y por
recombinacion lo integran a su genoma). De esta forma las bacterias adquieren
los genes que codifican la resistencia a diversos antibiéticos. Por otra parte los
mecanismos de resistencia que adquieren las bacterias se realiza por medio de
la transferencia génica mediante plasmidos y transposones, esto genera que

las bacterias propaguen sus genes de resistencia entre diferentes especies 1
120

Las bacterias Gram negativas productoras de BLEEs, ademas de otros
microorganismos como MRSA (Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina) y MDR-TB (Mycobacterium tuberculosis multirresistente), se han
convertido en un importante problema de salud a nivel mundial, debido a la
resistencia que pueden desarrollar, a pesar que se encuentran disponibles
nuevas generaciones de antibioticos, se puede anticipar que la resistencia a los
antimicrobianos continuard, por esta razén es necesario comprender los
mecanismos moleculares, evolutivos que dan origen a la diseminacion de la
multirresistencia, entre las repercusiones que se generan en el area clinica son
el aumento de la morbilidad, mortalidad y la estancia prolongada de la

hospitalizacion de los pacientes, lo que genera elevados costos sanitarios*??.

La unica forma de frenar la actual crisis de resistencia antimicrobiana sera
desarrollar estrategias completamente nuevas para combatir estos patdgenos,
como la combinacién de farmacos antimicrobianos con otros agentes que
contrarresten y obstruyan los mecanismos de resistencia a los antibioticos
expresados por el patdgeno. Otra alternativa es evitar que los antibioticos se
prescriban de manera inapropiada, haciendo un enfoque mas personalizado
basado en herramientas precisas para el diagnéstico garantizara que los
tratamientos sean adecuados generando  terapias mas especificas y

efectivas!??
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El presente trabajo tiene como finalidad prevenir brotes intrahospitalarios
causados por cepas productoras de BLEEs, diseminadas por medio de las
infecciones nosocomiales, cuando se detecte una bacteria productora de
BLEEs se debe avisar inmediatamente al médico y al comité de infecciones
nosocomiales ahora llamado Comité de Infecciones Asociadas a la Atencion de
la Salud (CIAAS) para que se tomen las medidas necesarias, debido a que
representan un riesgo latente para los pacientes que se encuentran

hospitalizados durante un periodo prolongado.

En México la prevalencia de cepas productoras de BLEEs es alta
(aproximadamente 30%) en comparacion con la de EUA, la frecuencia de es
mas baja de acuerdo al programa MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Collection) que se realizé durante 1999 al 2004, para E. coli se
registrd 1.5% de cepas productoras de BLEEs, un nivel similarmente bajo se
registro para Klebsiella sp 2.4 - 4.5% productora de BLEEs. Estos datos fueron
corroborados por la CDC (Centers for Disease Control and Prevention) que
reporta en los EUA una frecuencia de 0.5 -1% de infecciones causadas por
enterobacterias productoras de estas enzimas. La frecuencia de
enterobacterias productoras de BLEEs en EUA es menor debido a que se tiene
un estricto control en el uso de antibidticos, dado que cuentan con la
supervision y estadisticas de la CDC, ademas se cuentan con distintos comités

que ayudan a disminuir la incidencia de infecciones nosocomiales'?.

Para prevenir que una bacteria genere resistencia o multirresistencia el
personal médico de todas las areas del hospital debe tener un estricto control
en el uso racional de antibidticos, ademas de mantener una estrecha vigilancia
y comunicacion con el laboratorio de bacteriologia. En el caso de la deteccién
de una bacteria que presente produccion de BLEEs o sea multirresistente se

debe informar inmediatamente al CIAAS.
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12. CONCLUSIONES

1. A partir de hemocultivos se aislaron un total de 87 cepas (33%) de
bacilos Gram negativos productores de BLEES, en el periodo de agosto
2015 a agosto 2016 en el INP.

2. La bacteria con una mayor frecuencia en la produccion de BLEEs fue K.
pneumoniae de esta bacteria se aislaron 74 cepas en total, 45 cepas
presentaron produccion de BLEEs con una frecuencia del (52%) de

positividad.

3. Los pacientes del INP con mayor incidencia de BLEEs fueron los que
estan en etapa de lactancia (2 meses a 2 afios) con 40 casos lo que

representa una frecuencia del (46%).

4. Los servicios del INP que presentaron una mayor incidencia de cepas
productoras de BLEEs fueron infectologia con 18 cepas (53%) y terapia

intensiva con 16 cepas (42%).

5. El mes de Noviembre del afio 2015, fue el que registro la mayor
incidencia de cepas con BLEEs con 11 casos lo que representa una
frecuencia de (13%), este porcentaje representa a las bacterias, K.
pneumoniae con 7 cepas (8%) y E. coli con 4 cepas (5%).

6. Como se observo en este estudio las cepas de K. pneumoniae y E. coli
productoras de BLEES presentaron una alta resistencia a betalactamicos
(90%) y también a otros antimicrobianos que pertenecen a diferentes
grupos, estos fueron ciprofloxacino, levofloxacino y trimetoprim/

sulfametoxazol.

Pagina 110



Frecuencia (%) de bacilos Gram negativos productores de B-lactamasas de espectro extendido aislados de
hemocultivos de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP)
[ e =]

7. Cuando se detecte una bacteria BLEES positiva se debe reportar
resistente a todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam, auln
cuando la metodologia usada para el antibiograma dé como resultado
sensible para alguno de estos antibioticos. La deteccion oportuna de una
cepa productora de BLEEs facilita la seleccion del tratamiento
antimicrobiano, evitando asi la morbilidad y mortalidad asociadas a
fracaso terapéutico, disminuyendo la estadia hospitalaria de los

pacientes, asi como los costos de hospitalizacion y tratamiento.
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ANEXO |

Tabla 9. Componentes de los frascos de cultivo BD BACTEC Peds Plus/F®

Componentes Cantidad/Unidades
Agua procesada 40 mL

Caldo digerido caseina-soya 2.75% plv
Extracto de levadura 0.25% plv
Caldo digerido de animales 0.10% p/v
Piruvato de sodio 0.10% plv
Dextrosa 0.06% plv
Sacarosa 0.08% p/v

Hemina 0.0005% p/v

Menadiona 0.00005% plv

Polianetolsulfonato sédico (SPS)

0.020% p/v

Piridoxal HCI (Vitamina Be)

0.001% p/v

Resina adsorbente no idnica

10.0% p/v

Resina de intercambio catiénico

0.6% p/v

Di6xido de carbono CO2

En pequefias cantidades

Tabla 10. Pruebas bioguimicas que contiene el panel NMIC/ID-406 del sistema
BD Phoenix100® para la identificacién de Gram negativos.

Sustrato

Sustrato

Sustrato

Sustrato

Acetato

B-gentobiosa

Glicina-prolina

L-triptéfano

Acido a-cetoglutarico Citrato Glutaril-glicina-arginina | Malonato
Acido D-gluconico Dextrosa L-arabinosa Maltulosa
Acido galacturonico D-fructuosa L-arginina N-acetil galactosamina

Acido L-glutamico D-galactosa L-fenilalanina N-acetil-glocosanimida
Acido L-piroglutamico D-manitol Lisina-alanina Ornitina

Acido tiglico D-melobiosa L-leucina Sorbitol

Adonitol Esculina L-prolina Sucrosa

B-alosa Glicina L-rammnosa Urea
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Tabla 11. Los diferentes antibioticos que contiene el panel NMIC/ID-406 del

sistema BD Phoenix100® para la identificacion de Gram negativos.

Antibidtico Antibiotico Antibiotico Antibidtico

Acido nalidixico Cefotaxima Colistina Norfloxacino

Amikacina Cefotetan Gatifloxacina Ofloxacino
Amoxicilina/Clavunato | Cefoxitina Gentamicina Pefloxacino

Ampicilina Cefpiroma Grapafloxacino Piperacilina
Ampicilina/Sulbactam | Cefpodoxima | Imipenem Piperacilina/Tazobactam
Aztreonam Cefsulonida Isepamicina Tetraciclina

Cefalotina Ceftazidima kanamicina Ticarcilina

Cefalexina Cefibuten Levofloxacino Ticarcilina/Clavulanato
Cefazolina Ceftizoxima Lomefloxacino Tobramacina

Cefdinir Ceftriaxona Meropenem Trimetoprim/Sulfametoxazol
Cefepime Cefuroxima Moxifloxacino Trimetoprima

Cefetamet Ciproxacino Netilmicina Trovafloxacino
Cefmetazol Cloranfenicol | Nitrofurantoina | ---------=-m-—-—-
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