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RESUMEN

Introduccion. En México las IVU ocupan el tercer sitio dentro de las principales causas de
morbilidad, siendo E. coli uropatogena (UPEC) el principal agente etioldgico. La
multidrogoresistencia (MDR) que presenta UPEC se considera un factor que contribuye a la
cronicidad de la infeccion. Algunas cepas MDR son productoras de -lactamasas de espectro
extendido (BLEE), situacion que disminuye las opciones de tratamiento y control de la IVU.
Material y Método. Se evaluaron 336 cepas de E. coli aisladas de urocultivos de 20 pacientes
con infeccidon crénica de vias urinarias (ICVU), se serotiparon con sueros (SERUNAM)
especificos y se analizo la susceptibilidad a 32 antimicrobianos por el método de Kirby-
Bauer. Las cepas susceptibles a amoxicilina/acido clavulénico y resistentes a cefotaxima,
ceftazidima, cefepime y cefuroxima, se caracterizaron por técnicas fenotipica (sinergia de
doble disco de acuerdo con el CLSI) y por PCR con iniciadores especificos bla. Las cepas
con resistencia a el grupo de los carbapenémicos fueron sometidas a la prueba de Hodge y la
prueba de discos combinados con inhibidores (EDTA, acido borénico y cloxacilina).

Resultados El 88% (296/336) de los aislados fueron MDR, el 33% son productoras de [-
lactamasas: 6(5%) metaloproteasas, 8 (7%) productoras de carbapenemasas tipo KPC, 24
(22%) B-lactamasas de tipo AmpC y 78 (79%) BLEE. El analisis genotipico de las cepas
BLEE mostr6 la combinacion de los genes en 30 aislados, siendo el gen bla ctx-mis se
identifico en el 93% (72/78) de los aislados. Las cepas productoras de P-lactamasas se
incluyeron en 19 serotipos diferentes, 27% de esto pertenecen a serogrupos clasicos UPEC.
Conclusiones Ante estos resultados es importante evaluar la necesidad de modificar los

esquemas de tratamiento y buscar alternativas para el control de las IVU.



ABSTRACT

Introduction. In Mexico, UTIs occupy the third place among the main causes of morbidity,
with uropathogenic E. coli (UPEC) being the main etiological agent. The multidrug
resistance (MDR) presented by UPEC is considered a factor that contributes to the chronicity
of the infection. Some MDR strains are producers of extended spectrum [-lactamases

(ESBL), a situation that reduces the options for treatment and control of UTIL.

Material and method. 336 strains of E. coli isolated from urine cultures of 20 patients with
chronic urinary tract infection (ICVU) were evaluated, serotyped with specific serum
(SERUNAM) and susceptibilitys to 32 antimicrobials were analyzed by the Kirby-Bauer
method. Strains susceptible to amoxicillin / clavulanic acid and resistant to cefotaxime,
ceftazidime, cefepime and cefuroxime, were characterized by phenotypic techniques (double
disk synergy according to CLSI) and by PCR with specific primers bla. Strains with
resistance to the group of carbapenems were subjected to the Hodge test and the disc test

combined with inhibitors (EDTA, boronic acid and cloxacillin).

Results. 88% (296/336) of the isolates were MDR, 33% are producers of B-lactamases: 6
(5%) metalloproteases, 8 (7%) producers of KPC-type carbapenemases, 24 (22%) - AmpC
type lactamases and 78 (79%) ESBL. Genotypic analysis of ESBL strains showed the
combination of genes in 30 isolates, has the bla crx-mi15 gene identified in 93% (72/78) of the
1solates. The B-lactamase producing strains were included in 19 different serotypes, 27% of

which belong to classical UPEC serogroups.

Conclusions. Given these results, it is important to asses the necessity to modify treatment

schemes and look for alternatives for the control of UTIs.



OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la frecuencia de cepas de Escherichia coli productoras de B-lactamasas de espectro

extendido en aislados obtenidos de pacientes con infecciones cronicas de vias urinarias.

Objetivos particulares

e Recuperar del cepario los aislamientos identificados como Escherichia coli obtenidas de
muestras de orina de pacientes con ICVU.

e Serotipificar las cepas de Escherichia coli recuperadas.

e Identificar los perfiles de resistencia a diferentes antimicrobianos en las cepas de

Escherichia coli en estudio.

e Identificar las cepas productoras de B-lactamasas.

e Verificar la presencia de genes bla.

HIPOTESIS

» La cronicidad y falla en el tratamiento de las ICVU, se debe a la MDR y a la
produccion de B-lactamasas de las cepas de Escherichia coli asociadas al cuadro

clinico.



1. INTRODUCCION

1.1 Infeccion de vias urinarias

La Infeccion de Vias Urinarias (IVU) es una entidad clinica inducida por la invasion,
colonizacién y multiplicacion microbiana en las vias urinarias, que sobrepasa la
capacidad de los mecanismos de defensa del hospedero, cuya expresion se asocia a

alteraciones morfologicas o funcionales.!

De acuerdo con las guias de Manejo Antibacteriano de Procesos infecciosos en el Paciente
Adulto (MAPPA) las IVU se dividen en infecciones de vias altas y bajas, describiéndose

cuatro sindromes principales: uretritis, cistitis, prostatitis y pielonefritis.

En las infecciones urinarias de vias bajas, se incluyen:

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

e Lauretritis (inflamacidn de la uretra) es generalmente causada por infecciones de

transmision sexual.

En las infecciones urinarias de vias altas, se incluyen:
e La pielonefritis (infeccidn en el rifidn y la pelvis renal) aguda o crénica.
Seglin la evolucion de la infeccion, ésta puede clasificarse como:

e Aguda, aquella que solamente se presenta en una Unica ocasion y el asentamiento
de la infeccion es rapido. La mas comun es la cistitis aguda, en segundo lugar, se
encuentra la pielonefritis aguda.

e Crénica, aquella infeccion que se repite (= 3 infecciones al afio) debido a

multiples factores.
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e Persistente, infeccion producida por el mismo microorganismo que provoco la
primera infeccion, dos semanas después del fin del tratamiento antimicrobiano.
e Recurrente, producida por especies diferentes de cepas microbianas, ocurre mas

alla de dos semanas de la finalizacion del tratamiento antimicrobiano.

1.2 Epidemiologia

En México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica reportd que en 2020 las IVU
ocuparon el tercer sitio dentro de las principales causas de morbilidad. Durante el mismo afio,
se reportaron 4 348 079 casos y se calculd una tasa de incidencia de 3 623 por 100 000
habitantes. Los grupos de edad con mayor riesgo a presentar una infeccion en vias urinarias
fueron aquellos que comprendian de 25-44 afios. Las IVU son de las infecciones bacterianas
mas frecuentes en mujeres; se considera que 40 a 60% tendran por lo menos un episodio de
IVU en su vida, de las cuales 3 a 5% presentaran multiples recurrencias. Esto se relaciona
con la actividad sexual, los embarazos y la edad.®” En el caso de los varones, se presentan
con mayor incidencia durante el primer afio de vida y en adultos mayores de 50 afios, en
relaciéon con la presencia de patologia prostdtica o manipulaciones uroldgicas. En los
infantes, la IVU es una causa comun de consulta y hospitalizacion, la frecuencia varia
dependiendo de la edad y sexo. La infeccion sintomatica ocurre en uno de cada 1,000 recién

nacidos y menores de un mes de edad.®’

1.3 Etiologia y Patogenia

Las IVU son causadas por una unica especie bacteriana en el 95% de los casos. Los
principales agentes etiologicos son bacterias Gram negativas de origen intestinal, siendo E.
coli el responsable del 90% de las infecciones agudas y las producidas en pacientes

ambulatorios.'

E. coli es una bacteria con la capacidad de colonizar y persistir en el tracto gastrointestinal
del humano, a partir de las primeras horas posteriores al nacimiento; subsiguientemente se

puede adquirir por agua, alimentos o por otros vehiculos transmisores, como fomites o
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animales incluido el humano. Esta bacteria forma parte importante de la microbiota del
intestino ya que establece una relacion de mutuo beneficio con su hospedero, proporcionando

sustancias nutritivas y proteccion contra patdgenos.’!

E. coli se adhiere al moco que recubre el intestino grueso y una vez establecida puede persistir
indefinidamente; no obstante ser una bacteria importante en la microbiota, s6lo constituye
aproximadamente el 0.1% de la poblacion total. Pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia, es un bacilo Gram negativo, movil (debido a la presencia de flagelos
peritricos), de 1-3 um de largo por 1-1.5 um de ancho. Es una bacteria anaerobia facultativa,
que fermenta diferentes carbohidratos, frecuentemente presenta una capsula, por lo que

algunas cepas presentan colonias mucoides; no forma esporas.®

E. coli es un microorganismo que, en su proceso evolutivo, ha dado lugar a la emergencia de
diferentes grupos clonales que en la actualidad se clasifican en comensales (aquellos que
forman parte de la biota intestinal) y los que causan enfermedad. Con el proposito de ubicar
a las variedades patogenas, éstas se han incluido en ocho grupos patdgenos o patotipos, seis
variedades que se conocen como E. coli productoras de diarrea (DEC por sus siglas en inglés)
y dos que pueden colonizar estructuras fuera del intestino por lo que se han denominado E.
coli extraintestinales (EXPEC). Las cepas DEC se clasifican de acuerdo con su mecanismo
de patogenicidad y el cuadro clinico que producen, integrando los siguientes patotipos: E.
coli enteropatogena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia
difusa (DAEC). Las cepas ExPEC incluyen a E. coli uropatégena (UPEC) y a las cepas que

producen meningitis neonatal (NMEC).*?

Serotipificacion de E. coli

Un procedimiento que permite identificar a los grupos patégenos de E. coli es el empleo de
la tipificacion por sueros. Para dicho proposito se puede analizar la presencia de los antigenos
de superficie, somaticos (O), capsulares (K) y flagelares (H). En 1940, Kauffman desarroll6
un esquema de serotipificacion en el que inicialmente analizaba el antigeno somatico; de éste,

en la actualidad se han reportado 186 variedades. Ademas del antigeno O, se puede analizar
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el antigeno K, del cual se han descrito 60 diferentes y, el flagelar, con 75. El antigeno O se
caracteriza por ser termoestable, ademds de que es con éste que se define el serogrupo de la
bacteria; el antigeno flagelar, constituido por flagelina, es de composicion proteica y por ende
es termolabil. La identificacion de los antigenos somatico y flagelar permite definir el
serotipo (formula O:H) de una cepa, el cual en ocasiones se asocia a un cuadro clinico en
particular. Se ha reportado la existencia de variantes del antigeno O (1,2,4,6,7,8,16,18,25 y

75) que se asocian con mayor frecuencia a las IVU producidas por cepas UPEC.>

Patogénesis de las cepas UPEC

La infeccion comienza via la contaminacion de la uretra con bacterias provenientes del recto;
las UPEC, una vez en el interior del tracto urinario, coloniza la vejiga causando cistitis, con
posibilidades de ascender a través de los uréteres hasta los rifiones y ocasionar pielonefritis.
Al trascurrir entre 4 y 24 horas después de iniciada la infeccion en la vejiga se induce la
expresion de fimbrias tipo 1 (FimH) que reconocen a la D-manosa de los receptores de la
uroplaquina que cubren el uroepitelio de transicion, uniéndose a las integrinas a3 y B1, que
se agrupan con la actina en los sitios de invasion; desestabilizando los microttiibulos, lo que
da como resultado la internalizacién de la bacteria. Se conoce que en las cepas UPEC la

adherencia a células uroepiteliales es un paso fundamental para el progreso de las IVU.!>!7

Una vez internalizada, UPEC se replica rapidamente y forma comunidades microbianas
similares a biopeliculas, denominadas comunidades bacterianas intracelulares (CBIs), que
fungen como entorno protector. UPEC puede dejar las CBIs y salir al lumen de la vejiga, en
donde la infeccion promueve la afluencia de polimorfonucleares, asi como la liberacion de
especies reactivas del oxigeno y péptidos antimicrobianos que causan dafio a los tejidos,
apoptosis y exfoliacion de las células de la vejiga (Figura 1). La exfoliacion facilita la
eliminacion de bacterias del hospedero, pero deja a las células inmaduras subyacentes mas
susceptibles a la infeccion. Durante la liberacion, UPEC se torna filamentosa debido al estrés
que promueve el aumento de la activacion del sistema inmune. En este punto de la infeccion,

si ésta no es tratada adecuadamente, puede ascender a los rifiones causando pielonefritis.'
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Figura 1. Caracteristicas de la colonizacion de UPEC y la respuesta del hospedero en IVU.
La expresion de las fimbrias (pili) de tipo 1 son esenciales para la colonizacién, invasion y persistencia. Las
adhesinas de las fimbrias tipo 1, FimH, se unen a las uroplaquinas e integrinas manosiladas que protegen la
superficie de las células superficiales del epitelio (células sombrilla). Estas uniones se producen por
especificidad estereoquimica e inducen un mecanismo de internalizacion e invasion celular por parte del
patdgeno. Los lipopolisacaridos excretados por la E. coli son detectados por el receptor TLR 4 que induce la
formacion de AMPc el cual induce la exocitosis de E. coli en vesiculas a través de la membrana apical. Cuando
E. coli consigue permanecer en el interior de la célula puede escapar de los mecanismos de defensa del
organismo y forma comunidades bacterianas intracelulares (CBIs). La maduracion de estas comunidades
permite la invasion de otras células del hospedero. Ademas, E. coli puede generar reservorios intracelulares a
modo de “semillas”. Una vez en el interior de las células la bacteria genera una toxina (HlyA) que provoca lisis
celular de manera que se liberan nutrientes como el hierro para la nutricion de otras bacterias en el exterior y
también provoca exfoliacion epitelial para favorecer la dispersion de bacterias en el medio y propiciar la llegada
de éstas a los rifiones. Para la supervivencia extracelular, las bacterias cambian su forma a una morfologia de

filamento que evade la accion del sistema inmunitario (el neutréfilo no puede bloquear a la bacteria)."”
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1.4 Tratamiento

Una vez realizado el diagnostico clinico y que el mismo ha sido comprobado con el examen
general de orina, se comienza con la antibioticoterapia en forma empirica; ésta dependera de
varios factores: antecedentes personales, incluyendo la historia de alergias u otras reacciones
adversas a los antimicrobianos, la tendencia del antibidtico a producir efectos colaterales en
la ecologia de la microbiota residente, la disponibilidad del farmaco, el costo del tratamiento

y, sobre todo, el patron local o regional de resistencia de los uropatdgenos.!

Las guias MAPPA proponen como tratamiento de primera linea, en caso de resistencias
locales menores al 20%, a las aminopenicilinas solas y en combinacion con inhibidores de -
lactamasas. Como alternativa, sugieren el uso de monohidratos o macrocristales de
nitrofurantoina y TMP/SMX (160/800 mg por 3 dias). El tratamiento de las IVU complicadas
depende en gran medida de la severidad del padecimiento. Los antibidticos recomendados
para el tratamiento empirico inicial son las fluoroquinolonas con excrecion renal,

cefalosporinas de tercera generacion o un aminoglucoésido.

En nifios con IVU afebril o cistitis, el tratamiento de eleccion es la nitrofurantoina 5-7 mg/Kg
cada 6 horas o TMP/SMZ (basado en TMP) 6-12 mg/Kg cada 12 horas o cefalosporina de 1?
0 2% generacion de 7 a 10 dias, via oral. En nifios con IVU febril o pielonefritis el tratamiento
de eleccion es ampicilina mas aminoglucosido o cefalosporina de 3? generacion durante 14
dias. El tratamiento debe iniciarse por via parenteral por tres a cinco dias; debe continuar por

via oral, hasta completar 10 a 14 dias.*’

1.5 Multirresistencia

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno que se incrementa en forma natural,
generalmente por modificaciones relacionadas con la transferencia horizontal de genes y por
la seleccion de mutantes resistentes. Este proceso se ha acelerado por el mal uso y abuso de

los antimicrobianos .32
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En la literatura médica se utilizan diferentes definiciones para referirse a las bacterias
resistentes a multiples farmacos, lo que dificulta el entendimiento y analisis de este tipo de
microorganismos. Con el propoésito crear una terminologia internacional estandarizada con
la cual describir los perfiles de resistencia de las bacterias responsables de infecciones
asociadas a la atencion médica y propensas al aumento de la resistencia a multiples farmacos,
un grupo de expertos internacionales se unieron a través de una iniciativa conjunta del Centro
Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) y los Centros para el Control
y Prevencion de Enfermedades (CDC), tomando en cuenta las listas de categorias de
antimicrobianos sugeridas para las pruebas de susceptibilidad del Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI), el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana
(EUCAST) y la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA).

Dando lugar a las siguientes definiciones:

Multidrogo-resistente (MDR), se define como el microorganismo que presenta
resistencia a al menos un agente antimicrobiano en tres o madas categorias de
antibioticos diferentes. Las infecciones por microorganismos multidrogo-resistentes

pueden, llevar a terapias antimicrobianas inadecuadas o tardias.

Extensivamente resistentes (XDR), son aquellos microorganismos que presentan
resistencia a al menos un agente en casi todas las categorias de antibidticos, con
excepcion a una o dos de ellas (es decir, los aislamientos bacterianos siguen siendo

sensibles s6lo a una o dos categorias).

Pandrogo-resistente (PDR), aplica para aquellos microorganismos resistentes a todos
los agentes en todas las categorias antimicrobianas (es decir, el aislado presenta

resistencia a todos los antimicrobianos disponibles comercialmente).*!
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familias de antibioticos y mecanismo de accion

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que matan o impiden el crecimiento de ciertas
clases de microorganismos sensibles y que, por tanto, permiten un tratamiento etioldgico por
excelencia en aquellos pacientes que sufren procesos infecciosos. Sin embargo, para
conseguir esta eficacia se requiere que su utilizacién venga amparada por una concatenacion
de criterios clinico-epidemioldgicos, microbiologicos (sensibilidad in  vitro),
farmacocinéticos y farmacodindmicos, y por una duracion apropiada segun el tipo de

infeccion, gravedad y enfermedad de base del paciente.?’

Existen distintos tipos de clasificaciones para agrupar a estas moléculas:
e De acuerdo con la interacciéon microorganismo-antibidtico
Bactericidas: su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana.

Bacteriostaticos: concentraciones que se alcanzan en el suero o tejidos los cuales impiden el

desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar a destruirlas.
e Espectro de accion

Amplio espectro, como aquellos antibidticos que son activos sobre un amplio nimero de

especies y géneros diferentes (aminoglucosidos y carbapenemes).
Espectro reducido, antibidticos activos sobre un grupo reducido de especies (penicilinas).
e Mecanismo de accion

Esta clasificacion considera el mecanismo de accion por el cual un antibidtico es capaz de
inhibir el crecimiento o destruir a una célula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la
formacion de la pared bacteriana, inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores de la
replicacion del DNA, lisadores de la membrana citoplasmatica e inhibidores de vias

metabolicas.?’
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2.2 Antibioticos p-lactamicos

Los B-lactdmicos son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo B-lactamico (Figura 2), que forma parte de
la estructura de varias familias de antibidticos y segun la naturaleza de los radicales, se

diferencian las distintas moléculas.?*

| Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —s GRUPO ANTIBIOTICO
| 2
; vl NH
R, S
Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
& N
S
R- NH )
Anillo dihidrotiacinico Acido 7 u-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
04' N \R
R\ e R
-R Anillo pirralinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
g N
R
R—NHEEEE R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
g N
Ry 0
Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
g N

Figura 2. Estructura quimica de los B-lactamicos. Tomado de Suarez C (2009),

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica Vol. 27. Num. 2:2009 responsable

del copyright.
Los antibioticos B-lactamicos son de accion bactericida lenta, con actividad dependiente del
tiempo, que en general tienen buena distribucion y escasa toxicidad. Algunas modificaciones
de la molécula original han dado lugar a compuestos con mayor espectro antimicrobiano,
pero la progresiva aparicion de resistencia limita su uso empirico y su eficacia en situaciones
determinadas. Aun asi, continua siendo el tratamiento de eleccion en un buen ntiimero de
infecciones. El mecanismo de accion de los B-lactdmicos consiste en la inhibicién de la
sintesis de la pared bacteriana (Figura 3), interfiriendo en la sintesis del peptidoglicano,

mediante un bloqueo en la tiltima etapa de su produccién.?®
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El anillo B-lactamico presenta una similitud estructural con la region del pentapéptido, por lo
que es capaz de unirse a ellas de forma covalente e impedir asi la formacién de la pared
celular. La unién del antibiodtico a la PBP determina la inactivacion de la enzima, aunque

también ocurre la activacion de las autolisinas bacterianas endogenas que destruyen el

. . 28
peptidoglicano.
A1. Competicion entre el betalactamico -
y el pentapéptido por la unién con las A2. Union covalente
PBP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad ) estable entre PBP y el
. & anillo betalactamico,
BETALACTAMICO )
(s b
©
’00
-5

A. INHIBICION DE pG FALTA DE FORMACION /

A " DESTRUCCION DE LA
DR LA DARED PARED -~ MUERTE
CELULAR BACTERIANA
NAG Nag

Ltw’

2

s

B. ACTIVACION P Q_ @ @

ENDOLISINAS O

B1. Destruccion enzimatica
del peptidoglicano

NAM: Acido N-acetimuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein

Figura 3. Mecanismo de accion de los antibidticos B-lactimicos. Tomado de
Suarez, C (2009), Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica Vol. 27.
Num. 2, pagina 6 2009 responsable del copyright.

2.3 Clasificacion de los p-lactamicos

La familia de los B-lactdmicos se puede dividir en cuatro grupos diferentes: penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos y carbapenemes (Cuadro 1). El espectro de los B-lactadmicos
incluye a bacterias Gram positivas, Gram negativas y espiroquetas. No son activos sobre los
micoplasmas, porque estos carecen de pared celular, ni sobre bacterias intracelulares como
Chlamydia y Rickettsia. La resistencia natural de las micobacterias se debe a la produccion

de B-lactamasas y probablemente a una lenta penetracion por las caracteristicas de la pared.**
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Cuadro 1. Clasificacion de los antibidticos pB-lactamicos

Grupo Parenteral Oral

Penicilinas
Sensibles a las betalactamasas

Espectro reducido bencilpenicilina (penicilina G) fenoxibencilpenicilina (penicilina V)
Activas frente a enterobacterias L L L
. R ampicilina amoxicilina, ampicilina
(aminopenicilinas)

ureidopenicilinas: piperacilina, azlocilina,
mezlocilina; carboxipenicilinas: carbenicilina, indanil carbenicilina
ticarcilina

Activas frente a enterobacterias
y Pseudomonas

Resistentes a las betalactamasas
Antiestafilococicas cloxacilina, meticilina, nafcilina Cloxacilina, dicloxacilina

Amoxicilina con acido clavulanico, piperacilina con
tazobactam, ampicilina con sulbactam, ticarcilina Amoxicilina con acido clavulanico
con acido clavulanico

Combinadas con inhibidores de
las betalactamasas

Cefalosporinas
Primera generacion
cefazolina, cefalotina, cefradina cefalexina, cefadroxilo, cefradina
Segunda generacion
Activas frente a Haemophilus cefuroxima, cefonicida, cefamandol cefaclor, cefuroxima axetil, cefprozilo
ceforanida
Activas frente a Bacteroides cefoxitina, cefotetan, cefmetazol, cefminox
Tercera generacion
. . . L cefditoren pivoxil, ceftibuteno, cefixima
Espectro ampliado ceftriaxona, cefotaxima, ceftizoxima P ’ i ’

cefpodoxima, cefdinir
Espectro ampliado y

. ceftacidima, cefepima, cefoperazona Ninguno
antipseudomonas
Carbapenémicos
imipenem con cilastatina, meropenem, ertapenem Ninguno
Monobactamicos
aztreonam Ninguno

Nota: Tomado de Suarez C, Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica Vol. 27. Num. 2. pagina 119: 2009

2.4 Farmacocinética y farmacodinamia de los p-lactamicos

Caracteristicas farmacocinéticas

Son bactericidas parciales, ya que s6lo actian en fase de crecimiento celular, y su eficacia es
tiempo-dependiente ya que su efecto maximo ocurre a concentraciones del antibiodtico libre
4-5 veces por encima de la concentracion minima inhibitoria (CMI), por lo que es muy
importante respetar o acortar los intervalos entre las dosis.’® Al tratarse de sustancias poco
lipofilicas, su penetracion intracelular es escasa y casi nunca alcanzan niveles mayores del
25 al 50% de las concentraciones plasmaticas. Por tanto, son antibidticos poco utiles en el
tratamiento de las infecciones intracelulares.** El metabolismo de la mayoria de los P-

lactamicos es casi nulo; se mantienen en forma activa hasta su eliminacion renal mediante
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filtrado glomerular y secrecion tubular. En general, es necesario ajustar la dosis del -

lactamico en sujetos con filtrado glomerular inferior a 50 mL/min.”

Caracteristicas farmacodinamicas

Dado que los B-lactamicos ejercen su accion mientras el microorganismo esta en fase de
crecimiento, su actividad bactericida es menor en el tratamiento de abscesos, en los que gran
parte de las bacterias pueden estar en fase quiescente. En infecciones con gran indculo
bacteriano, especialmente las causadas por algunos Gram negativos, el efecto de los B-

lactdmicos puede ser inferior y, ademas, es mas fécil la seleccion de mutantes resistentes.>

La combinacion de penicilinas y aminoglucdsidos es sinérgica in vitro frente a Gram
positivos (estafilococos, estreptococos, enterococos) y a Gram negativos (especialmente P.

aeruginosa).*®

2.5 Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana se ha convertido actualmente en un serio problema de salud
mundial. Este fenomeno tiene como principales consecuencias el fracaso de la terapia
antimicrobiana, el incremento de la morbilidad, la mortalidad y el aumento en los costos de
la atencion médica.”® Los microorganismos patdgenos poseen genes de virulencia que les
confieren la capacidad de producir dafio a un hospedero susceptible. La diseminacion de la
virulencia entre especies bacterianas mediante transferencia horizontal de genes determina la
evolucion de patdgenos emergentes. En este nuevo escenario, es relevante conocer los

mecanismos principales de resistencia antimicrobiana.’
Vias de adquisicion de la resistencia

Las bacterias pueden desarrollar resistencia mediante mecanismos diferentes que, en
ocasiones, pueden ir asociados a otros mecanismos causantes de la resistencia a las distintas
familias de antibiodticos. En el caso particular de la familia de los B-lactamicos, la resistencia

esta mediada principalmente por 4 mecanismos diferentes:
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» Alteraciones en la permeabilidad y bombas de expulsion
Ante la barrera que supone la presencia de una membrana, las sustancias poco lipofilicas
como los B-lactdmicos precisan de proteinas (porinas) que le faciliten la entrada al espacio
periplasmico para poder unirse a las PBP. Sin embargo, algunas bacterias presentan
alteraciones en la permeabilidad (mutaciones, hiperexpresiones) que pueden modificar la
resistencia basal a los B-lactdmicos. Algunos microorganismos presentan, ademas, sistemas
de bombeo de antibiodticos (bombas de expulsion activa) capaces de eliminar a varios tipos o
familias de antibidticos. Este mecanismo ocurre en forma activa, gracias a la energia de
protones, derivada del potencial electroquimico a uno y otro lado de la membrana

citoplasmatica, o por un sistema relacionado con el ATP.”

» Modificacion de la diana en las PBP
Diferentes alteraciones en las PBP (mutaciones, hiperexpresion y modificacion de la
afinidad) pueden dificultar la union de los B-lactamicos a la proteina, lo que disminuye su
actividad. Este es el principal mecanismo de resistencia en los microorganismos Gram

positivos, como S. pneumoniae, S. aureus resistente a meticilina y Enterococcus faecium."

» Produccion de f-lactamasas
En las bacterias Gram negativas, la resistencia a los B-lactdmicos estd originada por varios
mecanismos. El mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la produccion de B-
lactamasas, enzimas que hidrolizan el enlace amidico del anillo B-lactdmico y que, por tanto,
inactivan el antibidtico antes de su union a las PBP. Su produccion puede estar mediada por
plasmidos o estar cromosdmicamente codificada. En el primer caso, pueden ser transferibles
y los inhibidores de las B-lactamasas suelen inactivarlas. De todas las B-lactamasas descritas
hasta el momento, destaca por su interés e implicaciones clinicas las B-lactamasas de espectro

extendido (BLEE), las B-lactamasas tipo AmpC y las carbapenemasas.*?

2.6 p-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas de tipo serin proteasa, cuyo mecanismo de accion consiste en

su union al antibiotico, formando un complejo reversible no covalente; se unen al carbono
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carbonilo del enlace amida del anillo B-lactamico, generando una especie intermediaria de
acilenzima a través de un estado de transicion (oxianion tetraédrico). La resolucion de esta
especie se produce cuando una base general para la hidrdlisis de la acilenzima y promueve
la liberacion del producto degradado sin actividad antimicrobiana mediante un mecanismo
de acilacion-desacilacion (Figura 4). Sin embargo, las tres clases de enzimas descritas por
Ambler (A, Cy D) divergen mecénicamente, en particular con respecto a las identidades y
las interacciones precisas realizadas por las bases generales necesarias para la activacion de

la enzima.”?
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Figura 4. Mecanismo de la serin f-lactamasas sobre las penicilinas. (a) La base general B1 activa a la
Serina para el inicio del ataque nucleofilico generando una acilenzima covalente (c) a través del estado
de transicion de acilacion oxianidnica tetraédrica (b). La base general B2 activa la molécula de agua de
desacilacion para el ataque nucleofilico sobre el producto de peniciloato liberador de acilenzima (e) a
través del estado de transicion de desacilacion tetraédrica (d). Tenga en cuenta que las identidades de
las bases B1 y B2 varian entre las clases de p-lactamasa.”

2.6.1 Clasificacion de las p-lactamasas

La gran variedad de B-lactamasas que se han identificado hasta el momento, muestra un grupo
amplio y no homogéneo de enzimas que puede subdividirse en multiples clases. La base de
datos de P-lactamasas contiene mas de 4300 enzimas de este tipo, las cuales han

experimentado diferentes grados de caracterizacion.”? Se utilizan dos sistemas de

23



clasificacion para este conjunto de enzimas (Cuadro 2), el sistema basado en la actividad
propuesto por Bush-Jacoby-Medeiros y el sistema planteado por Ambler. Este tltimo divide
a las B-lactamasas en cuatro clases distintas, denominadas A, B, C y D, identificadas con base
en motivos de secuencia especificos, pero también distinguidas por diferencias
fundamentales en el mecanismo hidrolitico. Las tres clases de tipo serin proteasas (A, Cy D)
comparten un motivo invariante Ser-Xaa-Xaa-Lys. Las enzimas pertenecientes a la clase B,
que comprenden un grupo heterogéneo de metaloenzimas de zinc (metalo-p-lactamasas o
MBL), tienen un sitio activo binuclear de Zinc unido no covalentemente a 2 moléculas de
agua para impulsar la reaccion hidrolitica. Estas se distinguen por un motivo His-Xaa-His-
Xaa-Asp que forma un centro de metal ubicado en la interfaz de las dos laminas B que

comprenden el niicleo de la proteina.>®

Cuadro.2 Clasificacion de las f-lactamasas

Bush-
Bush (2009) Jacoby Ambler Sustrato ac. clav. EDTA Representantes
(2010)
. .. AmpC, OMY-
1 1 C cefalosporinas y cefamicinas No No 2 FOXMIR.ACT:GCLC
le cefalosporinas No No GCIL,CMY-37
2° penicilinas Si No PC-1
% pemcﬂmas y cefalospc?yrlnas de Si No TEM-1,TEM-2,SHV-1
primera generacion
Tbe cefalosporinas de espectro si No TEM-3,SHV-2,CTX-M-
extendido y monobactamicos 15,PER-1
2br = penicilinas No No TEM-30,SHV-10
Tber cefalqspormas de espect'ro No No TEM-50
extendido y monobactamicos
2¢ carbenicilinas Si No PSE-1, CARB-3
2 2ce carbenicilinas y cefepime Si No RTG-4
2d cloxacilina Variable No OXA-23,0XA-24,0XA-48
cloxacilina y cefalosporinas de .
2de D e Variable No CepA
2df cloxacilina y carbapenemes Variable No KPC,MBL,SME
cefalosporinas de espectro
2e A extendido (no actian sobre Si No KPC y SME
monobactamicos)
2f carbapenemes Variable No
3 3 B carbapenemes No Si IMP,VIM,GIM,SPM,SIM,NDM
3b p No Si CAU,GOB,FEZ

Nota: Tomada de Bush K, Jacoby G, Antimicrob agents and chemotherapy.2010,54(3); 969-976
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2.7 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE son enzimas producidas por los bacilos Gram negativos, principalmente
enterobacterias como K. pneumoniae y E. coli, aunque también por microorganismos no
fermentadores como P. aeruginosa. Estas enzimas hidrolizan la union amida del anillo -
lactamico de las penicilinas, oximinocefalosporinas (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima,
cefepima) y monobactamicos (aztreonam), pero no cefamicinas (cefoxitina) ni
carbapenémicos (imipenem, meropenem Yy ertapenem), siendo inhibidas por el acido

clavulanico y los monobactamicos.”?

Los genes que las codifican se encuentran en elementos méviles que facilitan su diseminacioén
y con frecuencia presentan co-resistencia a otros antibioticos como aminoglucosidos,
cotrimoxazol y quinolonas. La mayoria de este tipo de enzimas pertenecen a la clase
molecular A de Ambler. Entre ellas se encuentran las TEM y SHV (TEM referente a la
paciente Temoniera, y SHV iniciales de “sulphydryl variable), derivadas de B-lactamasas
con menor espectro de hidrolisis, la familia CTX-M, procedente de P-lactamasas
cromosoOmicas del género Kluyvera, y otras menos prevalentes como las PER, VEB, BES,
GES, TLA y SFO. Algunas enzimas de la familia OXA (clase D de Ambler), se incluyen en

esta familia, siendo condicionadas por el perfil hidrolitico propio de este grupo de enzimas.*’

» BLEE tipo TEM

La B-lactamasa tipo TEM-1 se identificaron por primera vez en 1963 en E. coli y Salmonella.
Posteriormente se disemino entre Enterobacteriaceae y otros patégenos Gram negativos para
convertirse en una fuente generalizada de resistencia a P-lactaimicos. TEM-1 cataliza
eficientemente la hidrdlisis de penicilinas y cefalosporinas de primera generacion y
proporciona resistencia bacteriana de alto nivel a estos farmacos. El nimero de variantes
TEM es ahora mayor que 200.°® Las sustituciones mas comunes en este tipo de enzimas
muestran una hidrolisis mejorada de oxiimino-cefalosporina incluyen E104K, R164S / H,
MI182T, A237T, G238S y E240K. Las [-lactamasas mutantes recuperadas de TEM
mantienen la capacidad para hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion, ademads,

demuestran resistencia a inhibidores de p-lactamasas son consideradas como BLEE.*
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» BLEE tipo SHV

Las B-lactamasas tipo SHV son enzimas de clase A, hidroliza de manera eficiente cefotaxima,
y en menor grado menor ceftazidima, son fuertemente inhibidas por el 4cido clavuldnico y el
tazobactam. Estas enzimas son codificadas en diferentes plasmidos asociados con otros genes
de resistencia a los antibidticos. Actualmente, se han descrito 189 variantes alélicas de tipo
SHYV Las BLEE de tipo SHV se han detectado en una amplia gama de Enterobacteriaceae y

en brotes de P. aeruginosa'y Acinetobacter spp.>%

» BLEE tipo OXA

Las B-lactamasas tipo OXA pertenecientes a la clase D, estan constituidas por dos grupos de
familias significativas con perfiles propios: por una parte, se encuentra una variante de tipo
metaloenzima con una alta capacidad de hidrolizar la oxacilina y la cloxacilina, las cuales se
caracterizan porque son poco inhibidas por los inhibidores de las betalactamasas y EDTA. El
segundo grupo de familias presenta un perfil hidrolitico semejante a las BLEE. Sus genes
pueden estar integrados en el cromosoma, plasmidos o integrones. Ademas, poseen una gran

variabilidad en la secuencia de aminoacidos y se han identificado 498 variantes.*°

» BLEE tipo CTX-M

Las B-lactamasas CTX-M son enzimas de clase A que se caracterizan por la capacidad de
hidrolizar eficientemente la cefotaxima. Estas enzimas se han extendido a nivel mundial
convertirse en los BLEE mas extendidas en bacterias Gram negativas. Las BLEE de tipo
CTX-M se dividen en cinco grupos, basados en la homologia de secuencia de aminoacidos
(CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25). La diseminacion mundial observada en
este grupo de enzimas desde principios del siglo XXI, se debe tanto a su localizacion en
elementos genéticos moviles ampliamente distribuidos como su introduccion en clones con

alto éxito de diseminacion, como el clon de E. coli UPEC ST131.%7
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2.8 Carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas activas frente a las oximinocefalosporinas, cefamicinas y
carbapenems.’! La primera carbapenemasa conocida fue descrita en Bacillus cereus. En el
caso de las carbapenemasas de clase A, las enzimas mas importantes son las KPC debido a
su distribucion global, principalmente en bacterias como K. pneumoniae, responsables de la
mayoria de las infecciones oportunistas de pacientes comprometidos en el dmbito de la
atencion médica. Las carbapenemasas clase B, son metaloenzimas dependientes de Zinc y
son generalmente de naturaleza cromosomica, aunque recientemente se han asociados a
plasmidos conjugativos e integrones. Son inhibidas por EDTA, pero no por acido
clavuldnico, presentan actividad hidrolitica sobre las penicilinas, cefalosporinas y
cefamicinas, pero no al sobre el aztreonam.’””> A las carbapenemasas clase D pertenecen
algunas [-lactamasas tipo OXA que presentan actividad sobre los carbapenems

principalmente a imipenem y meropenem. !

2.9 p-lactamasas tipo AmpC

Las B-lactamasas tipo AmpC pertenecientes a la clase molecular C, son activas frente a las
penicilinas, cefalosporinas (ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona), cefamicinas (cefoxitin y
cefotetan) y monobactamicos (aztreonam), con excepcion de las cefalosporinas de cuarta
generacion (cefepima, cefpiroma) y los carbapenémicos. Ademads, son resistentes a la
combinacion de B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas, pero son inhibidas por el
4cido boronico y la cloxacilina.!! La produccién de este tipo de enzimas puede ser de forma
constitutiva o inducible, siendo los niveles de produccion dependientes del grado de
expresion del gen bla ampc. Cuando el gen se expresa de forma constitutiva (ausencia de genes
reguladores del tipo ampD o ampR) puede hacerlo a niveles basales bajos, confiriendo un

fenotipo de resistencia natural o salvaje, caracteristico de la especie bacteriana.*®
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2.10 Estudio prospectivo en pacientes con infeccion cronicas de vias urinarias

En un estudio prospectivo realizado en el laboratorio de patogenicidad bacteriana del
Hospital Infantil de México “Federico Gomez” / Facultad de Medicina UNAM (PAPIIT-
IN221318 y HIM/2014/022 SSA. 1122) En los ultimos 5 afios, en nifios y adultos con
Infeccidon crénica de vias urinarias, se identifico que 90% de las cepas de E.coli aisladas
fueron multirresistentes a la mayoria de los antimicrobianos empleados en el esquema de
tratamiento. Dado que los pacientes con infecciones de repeticion requieren el uso constante
de antimicrobianos de entre los cuales se emplea principalmente los B-lactamicos tanto en
atencion primaria como en hospitales. El uso indiscriminado de estos agentes antibacterianos
dentro de la terapia contribuye a la resistencia asociada a la produccion de enzimas -

lactamasas.
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3. Metodologia

3.1 Material Biologico

Los diagnoésticos y caracteristicas de los pacientes cuyas muestras fueron incluidas en este
estudio se describen en el Cuadro 3. La seleccion de las 336 cepas pertenecientes a 16 nifios
(252 aislados) y 4 adultos (84 aislados) con ICVU (> 3 casos al afio) que fueron multi-tratados

con antimicrobianos y presentaron persistencia.

Cuadro 3. Caracteristicas de la poblacion de estudio

No de
PACIENTE GENERO EDAD DIAGNOSTICO muestras
positivas

AZR F 15 Incontinencia urinaria 2
ARV F 11 Incontinencia urinaria secundaria a espina bifida oculta 2
NBA F 5 Sindrome de Hinman 5
XZG F 14 Disfuncion miccional 11
OGO F 12 Obstruccion uroepitelial izquierda 2
KMB F 6 Reflujo vesicoureteral bilateral + IVUR 5
CMV M 15 Incontinencia asociada a malformacion ano-rectal 3
RMR F 18 Vejiga eurogénica por mielomeningocele 7
PSS F 13 Escoliosis dorsolumbar 4
ZGH F Reflujo vesicouretral +vejiga hipoactiva 4
FMH F 7 Vejiga neurogénica 1
AGG M 15 Trauma de uretra 5
PSL F 7 Disfuncion miccional 3
MVC F 11 istuncion mice 2
AA F 10 - 7
XG F - 6

CR F - 1

EC F 62 6
RMO M 55 >3 casos de IVU al ano 6
EGR F 51 8

*F: femenino, M: masculino

Los pacientes forman parte del proyecto HIM/2014/022 SSA. 1122 “Desarrollo de
Autovacunas para el Tratamiento y Control de Infecciones Persistentes de Vias Urinarias”

y PAPII-IN221318 “Estudio prospectivo de seguimiento de pacientes con infeccion de vias
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urinarias, caracterizacion fenotipica, genotipica y ensayo de actividad antimicrobiana de

compuestos naturales y sintéticos en las cepas de Escherichia coli uropatégena aislada”.

Las cepas se mantuvieron en conservacion en tubos de gelosa especial y se recuperaron por

siembra a modo agotamiento radial en agar sangre.

3.2 Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana

Para determinar la susceptibilidad a antimicrobianos se efectu6 la prueba descrita por Kirby
& Baitier de acuerdo con la siguiente descripcion: se preparo una suspension bacteriana en un
tubo de ensayo con 3mL de caldo luria, esta se ajusto con la turbidez al tubo 0.5 en la escala
de Mc Farland (1.5x10® UFC/mL). Se inocularon por masificacion 8 cajas de agar Miieller
Hinton por cepa, utilizando un hisopo estéril, y se colocaron 4 discos de antibioticos por caja
con al menos 22 mm de distancia entre ellos y 12 mm de distancia del borde de la caja, estas
se incubaron a 37°C por 24 horas. Se utilizaron 33 antibitticos (Oxoid, UK) enlistados en el
Cuadro 4. Los resultados se interpretaron considerando el didmetro del halo de inhibicion,
segun los criterios del manual del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
catalogandose LA CEPA como susceptible (S), intermedia (I) y resistente (R). Se utilizd
como cepa de referencia E.coli ATCC 25922.

Cuadro 4 Patrones interpretativos del didmetro de la zona de inhibicion para Enterobacteriaceae

Antibiético Cédigo Concentracion del disco Didmetro interpretativo (mm)
Resistente Intermedio Sensible

Ampicilina AMP 10 pg <13 14-16 17>
Piperacilina PRL 100 pg <17 18-20 21>
Carbenicilina CAR 100 pg <19 20-22 23>
Mecilanam MEL 10 pg <11 12-14 15>
Amox-acido AMC 20-10 pg <13 14-17 18>
clavulanico

Piperacilina- TZP 100-10 pg <17 18-20 21>
tazobactam

Cefozolina KZ 30 ug <14 15-17 18>
Cefalotin KF 30 ug <14 15-17 18>
Cefamandol MA 30 ug <14 15-17 18>
Cefepime FEP 30 ug <14 15-17 18>
Cecefoperazona CFP 75 ng <15 16-20 21>
Cefoxitin FOX 30 ug <14 15-17 18>
Ceftriaxona CRO 30 ug <13 14-20 21>
Ceftazidime CAZ 30 ug <14 15-17 18>
Furoxime CXM 30 ug <14 15-22 23>
Meropenem MEM 10 pg <13 14-15 16>
Nitrofurantoina F 300 ug <14 15-16 17>
Aztreonam ATM 30 pg <15 16-21 22>
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Gentamicina CM 10 ng <12 13-14 15>

Amikacina KA 30 ug <14 15-16 17>
Kanamicina K 30 pg <13 14-17 18>
Trobramicina TOB 10 pg <12 13-14 15>
Estreptomicina S 10 ng <11 12-14 15>
Tetraciclina TE 30 ug <14 15-18 19>
Ciprofloxacina CIP S5ug <15 16-20 21>
Norfloxacina NOR 10 ng <12 13-16 17>
Acido nalidixico NA 30 ug <13 14-18 19>
Trimetroprim- STX 1.5/23.75 pg <10 11-15 16>
sulfametoxazol

Sulfonamidas S3 250/300 pg <12 13-16 17>
Trimetroprim w 5nug <10 11-15 16>
Cloramfenicol C 30 pug <12 13-17 18>
Fosfomicina FOS 200 pg <12 13-15 16>
Fosfomicina FOT 200 pg <12 13-15 16>
trometramol

Nota. Edicion 27 del afio 2018

3.3 Identificacion fenotipica de BLEE por sinergia de doble disco

Para la revision de los perfiles de susceptibilidad se tomd en cuenta los patrones de resistencia
descritos por el CLSI (Cuadro 5) como base para establecerlos criterios de seleccion de las

cepas que serian sometidas a la prueba fenotipica de sinergia de doble disco.

Cuadro 5. Principales patrones de resistencia a f-lactimicos en funcién a tipo de B-lactamasa implicada

Fenotipo AMP AMC TZP CTX CAZ FOX FEP IMP MEM CAZ ATM

UPEC no BLEE R S S S v S S S S /S S

Carbapenemasas R R R R R \Y R R R R /R

NOTA: AMP, ampicilina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; TZP, piperacilina-tazobactam; IMP, imipenem; FOX,
cefoxitina; CXM, cefuroxima; MEM, meropenem; FEP, cefepima; CAZ, ceftazidima; ATM, aztreonam; V, variable; S,
sensible; R, resistente; r, halos reducidos

Las cepas que fueron sometidas a esta prueba se seleccionaron a partir de los resultados de
los antibiogramas, el CLSI propone los siguientes criterios como screening para posibles

cepas productoras de BLEE en E. coli:

J Susceptibles a AMC.
. Resistentes a mas de dos de los siguientes antibioticos: FOX, CAZ, FEP y CXM.

Para confirmar la produccion de enzimas tipo BLEE, se utiliz6 la técnica de sinergia de doble
disco. Esta consiste en la utilizaciéon de inhibidores de B-lactamasas en un antibiograma

convencional Se inoculo una placa de agar Miieller-Hinton a partir de una suspension de la
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cepa problema crecida en medio luria ajustando la turbidez al tubo 0.5 de la escala de
McFarland. Sobre ella se colocd en la parte central de la caja un disco de AMC (30 ng),
después se colocaron los discos (Oxoid, UK) de ATM (30 pg), CTX (30 pg), CAZ (30 pg)
y FEP (30 pg) a una distancia de 20 mm de forma perpendicular al disco de AMC.
Posteriormente las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas, se utiliz6 como cepa de
referencia K. pneumoniae ATCC 700603. Se interpreta como resultado positivo la
ampliacion o deformacion (efecto de huevo, cola de pez o baldén de futbol americano) del

halo de inhibicidn en la zona de interseccion con AMC, para al menos uno de los antibioticos.

3.4 Identificacion fenotipica de carbapenemasas por test de Hodge modificado

El CLSI propone como criterio de seleccion de cepas productoras de carbapenemasas la
resistencia a MEM, IMP o ERT. Para la identificacion fenotipica de las carbapenemasas, se
siguid el procedimiento estdndar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion en placa. Esta técnica consiste en inocular por masificado una placa de agar Miieller-
Hinton a partir de una suspension de la cepa E. coli ATCC 25922 con una turbidez
equivalente a 0.5 de la escala de Mc Farland diluida 1:10 con agua estéril. Después, se colocod
un disco de Meropenem (MEM) en el centro de la placa y se inocularon de 3-5 colonias de
la cepa control IMSS oxa-1’ formando una estria radial desde 2-3 mm del disco con el
carbapenémico hacia el borde de la caja. Se realiza el mismo procedimiento para las cepas
problema (maximo 4 estrias por caja). Se considera como resultado positivo aquel que
presenta la formacion de una punta de flecha entre la interseccion del halo de inhibicion y la

estria productora de carbapenemasa debido al crecimiento de la cepa E. coli ATCC 259224
Ensayo de discos combinados con inhibidores

Las cepas positivas para el Test de Hodge se someten a la siguiente prueba para identificar
de manera fenotipica el tipo de carbapenemasa (MBL y KPC) ademas de las -lactamasas de
tipo Ampc. Esta técnica consiste en emplear discos impregnados con inhibidores selectivos
de esta clase de enzimas. Para la deteccion de carbapenemasas del tipo MBL, se utiliza el
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente quelante, debido a que tiene la

capacidad de combinarse con los iones metalicos del centro activo de esta clase de enzimas.
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Para ello, se prepard una solucion madre de EDTA 0.5 M con un pH de 8 bajo condiciones
de esterilidad. Posteriormente se anadio 10 pL de la solucion del inhibidor a discos blancos
estériles, dejando absorber al menos 30 min. asegurdndose de que los discos estén lo

suficientemente secos antes de su aplicacion.

Se sigui6 el procedimiento estandar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion, se inoculo por masificado una placa de agar Miieller-Hinton a partir de una
suspension de la cepa problema ajustada a la turbidez del tubo 0.5 de la escala de Mc Farland
y se coloco un disco con EDTA en el centro de la placa y a ambos lados discos de Meropenem
(MEM) e Imipenem (IMP) a una distancia de 15 mm centro a centro. Las placas se incubaron
a 37 °C por 24 horas. Se interpreta como resultado positivo la ampliacion o deformacion del
halo de inhibicién entre el inhibidor y alguno de los carbapenémicos.*

Para la deteccion de las carbapenemasas de tipo KPC se emplea como inhibidor selectivo el
acido boronico. Para ello, se prepar6 una solucion madre de acido boronico (120 mg de 4cido
fenilbordnico disueltos en 3 mL de DMSO y 3 mL de agua) en condiciones de esterilidad,
esta solucion se dispenso (10 pL) en discos blancos. Se sigui6 el mismo procedimiento que
para el EDTA. Se interpreta como resultado positivo la deformacion o ensanchamiento del
halo de inhibicion con los dos discos de los carbapenémicos y el disco de 4cido boronico.
Por tltimo, para la identificacion de las enzimas de tipo AmpC se utilizé como inhibidor
selectivo la cloxacilina. La técnica se realizdo empleando el procedimiento estandar para la
prueba de difusion con disco, posteriormente se colocod un disco de cloxacilina (OB) 5 ug en
el centro de la placa y a ambos lados discos de CAZ y FOX a una distancia de 15 mm centro
a centro, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se interpreta como resultado positivo
la deformacion o ensanchamiento del halo de inhibicion entre los discos de las cefalosporinas

y el disco de OB.

3.5 Identificacion genotipica de BLEE

Obtencion del DNA bacteriano

El DNA se obtuvo por el método descrito en el Manual Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kit Catalog No. D6005, Zymo Research. E.U y se conservo a -20 °C hasta su
utilizacion.
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Deteccion de genes bla

La deteccion de los genes bla ctx-m, bla suv, bla tem, bla oxa-1, se llevo a cabo por el método
de PCR punto final descrito por Kiiru ** utilizando los iniciadores puntualizados en la Cuadro
6. La mezcla de amplificacion se realizoé en un volumen final de 20 pl para cada uno de los
genes, compuesta de 10 pl de Master Mix (2X) (ThermoScientific), 1 pul de cada iniciador
(30 pmol/ul), 7 ul de agua inyectable y 2 ul del ADN bacteriano. La amplificacion se realizo
en un termociclador marca TECHNE modelo *Prime (U.K). Se utiliz6 como control negativo
la cepa K12 de E. coli y como control positivo IMSS SHV-9, IMSS TEM-13, CTX-M15 e
IMSS OXA-1-60 respectivamente las cuales fueron previamente secuenciadas, el producto

de PCR corresponde a plasmidos de las enzimas correspondientes.>*

Cuadro 6. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de genes de resistencia de E. coli

Genes Primer Temperatura Numero Extension Numero
bla Secuencia de nucledtidos (5°-3) de de ciclos del de acceso
alineamiento producto al gen
(pb)
bla TEM TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG 56 °C 30 840 EF125012
TEM-R CCAATGCTTAATCAGTGAGG
bla SHV SHV-F TTCGCCTGTGTATTATCTCCCTG 30 AF148850
SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGTTCG 58 °C 854
bla CTX-M-F ATGTGCAGTACCAGTAATGTGATGGC 35
CTX-M CTX-M- | TGGGTGAAGTATGTAACCAGAATCAGCGG 58 °C 593 Y10278
R
bla OXA-1-F | ATGAAAAACACAATACATATCAACTTCGC 30
OXA4-1 OXA-1-R GTGTGTTTAGAATGGTGATCGCATT 58 °C 820 102967

Los productos obtenidos tras la amplificacion se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% (1.125 g de agarosa en 75 mL de tampon Sodio Borato al 1X), 5 ul del
amplicon de cada muestra se mezclé con 1uL del buffer de carga (cyan/Orange Loading
buffer, Invitrogene®), se utiliz6 un marcador de peso molecular de 1500 pb (Cleaver
Scientific Ltd,CSL- MDNA-100 BP,U.K). El gel fue sometido a un campo eléctrico a 100
Volts durante 60 minutos, posteriormente para su observacion se tifio con Bromuro de Etidio

(0.001%) y la visualizacion de los productos amplificados se realizé con un transiluminador
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de luz ultravioleta marca Cleaver Scientific TTD modelo OmniDoc Gel Documentation

System (U.K).

3.6 Caracterizacion por serologia de E.coli.

La tipificacion serologica se realizd por el método descrito por @rskov & Orskov>® de
aglutinacién en microplacas, empleando 187 sueros preparados en conejo contra el mismo
numero de antigenos somaticos de E. coli y 56 antigenos flagelares reportados hasta el

momento (SERUNAM).

Obtencion e identificacion del antigeno somatico(O). Las cepas de E. coli se resembraron
en medio de agar soya tripticaseina (TSA) inclinado, se encubd a 37 °C por 24 h. Una vez
que hubo crecimiento bacteriano en el medio se adiciond solucién salina al 9% hasta cubrir
todo el pico de flauta dejando reposar por al menos 30 min. El sobrenadante se colocd en
otros tubos de ensaye (16x150) y se llevo a la autoclave a 110 °C por 1 hora. Posteriormente
se le agregd formalina (9mL al 10%) y se dejaron reposar lh. Para la Identificacion del
antigeno somatico se utilizaron microplacas serolédgicas (3 placas) de 96 pozos y fondo en U,
en cada pozo se colocd 50 uL de los 187 (O1-O187) sueros anti-O de E. coli diluidos 1:100.
Adicionalmente se incluyeron 50 sueros contra los antigenos de Shigella (15 de S. disenteria,
13 de S. flexneri, 20 de S. boydii y 2 de S. sonnei). Posteriormente las microplacas se
incubaron a 50 °C por 18-24 h, al finalizar la incubacion se registraron los resultados de

aglutinacion. >

Obtencion e identificacion del antigeno flagelar (H). Las cepas se inocularon en tubos
de16x150 con tubos Craigies con medio semisolido y se dejaron encubar a 30 °C con un
intervalo de 1 a 14 dias. Cuando en el medio semisolido se observo el crecimiento bacteriano,
se procedio a inocular las cepas en el Caldo biotriptasa y se incub6 a 30 °C durante 24 h.
Posteriormente se le agregd formalina (9mL al 10%) y se dejaron reposar 1h Para la
identificacion del antigeno flagelar. se llenaron las placas de 96 pozos y fondo en U con 50
nL de 56 sueros anti-antigeno H y se incubaron a 50 °C durante 2 h. Al final de la incubacion

se registraron las reacciones de aglutinacion. >3
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4. Resultados

Susceptibilidad Antimicrobiana

Los ensayos de susceptibilidad de 336 cepas de E. coli a 33 antimicrobianos, mostré que
23/33 de los antibidticos presentaron un porcentaje de resistencia mayor al 20 % y solo se
presentd susceptibilidad mecicilina, piperacilina/tazobactam, cefepime, cefoxitina,
meropenem, amikacina, cloranfenico, fosfomicina, fosfomicina/trometamol. Cabe
mencionar que se observo una elevada cantidad de cepas mutantes dentro de los halos de
inhibicion, principalmente en antibioticos combinados como lo es el TMP/SXT pese a la baja

resistencia que presentaron los aislados 23% (77/336).

De acuerdo con la clasificacion de Magiorakos, *! el 88% (296/336) de los aislados fueron
clasificados como MDR. Al realizar un analisis comparativo de la resistencia a diferentes
antibioticos, entre las cepas aisladas de nifos y adultos. Las cepas de E. coli aisladas de nifios
mostraron una alta tasa de resistencia a la familia de las penicilinas 63 % (158/252),
quinolonas 43% (108/252) y sulfas 36% (90/252) lo cual reduce en gran medida los esquemas
de tratamiento, sin tomar en cuenta tratamientos mas severos. En el caso de los adultos, la
resistencia recae principalmente en las quinolonas 55% (46/84), a los anfenicoles 20%
(17/84), seguida de las fluoroquinolonas 17% (14/84), considerando de estas ultimas al
ciprofloxacino 52% (44/84) debido a que es uno de los antimicrobianos mas utilizados en el

tratamiento de las IVU. (Figura 5).
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Figura 5. Porcentajes de resistencia de los 336 aislados a las 14 familias de antimicrobianos bajo los criterios

del CLSI, 2018

Se seleccionaron 144 cepas UPEC (43%) que mostraron perfiles compatibles con la posible
produccion de BLEE. Ademas, se consider¢ la presencia de 30 cepas (9%) que presentaron
resistencia al grupo de los carbapenémicos y 21 (6%) cepas que presentaban un fenotipo
compatible con la produccion de B-lactamasas del tipo AmpC. Se confirmé la produccion de
BLEE (por sinergia de doble disco) en 78/144 de las cepas candidatas, asi mismo se ratifico
la presencia de 17/30 cepas productoras de carbapenemasas (por test de Hodge) y 16/21 cepas
portadoras de enzimas tipo AmpC. Lo que representa un 33% (111/336) de cepas de E.coli
son productoras de B-lactamasas. Tomando en consideracion la clasificacion de Ambler y la
actividad de cada enzima de los 111 aislados (Cuadro 7) el 61% pertenecen a la clase A,

seguidas por D (18%), C (15%) y por ultimo B (6%).
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Cuadro 7. Distribucion de p-lactamasas en cepas UPEC

Clase Actividad enzimatica Representantes N cepas %
Carbapenemasa KPC 10 9%
4 CTX-M 31 28%
BLEE TEM 21 19%

SHV 6 5%

B Carbapenemasa MBL 7 6%
C Inducible AmpC 16 15%
D BLEE OXA 20 18%

Total 111
Genes bla

El analisis de la presencia de genes codificadores de BLEE en los 111 aislados de UPEC
productores de B-lactamasas, se confirmo6 la presencia en 78 (70%) de las cepas portadoras
de genes bla, de las cuales 48 portaban un solo gen bla y 30 de los aislados presentaron

combinaciones de estos genes (Figura 6).

bla OXAl+bla TEM [N 13
bla TEM + bla CTX-M I ©
bla OXA1l+bla CTX-M [N 7
bla OXA1+ bla TEM+bla CTX-M 1l 1
blaSHV NG -
blaOXA1 IS 10
bla TEM I 12
bla CTX-M I 20

0 5 10 15 20 25

Numero de cepas

Figura.6 Distribucion de genes bla aislados de cepas de E. coli
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Filogenia

Para conocer si las cepas productoras de P-lactamasas tiene una correlaciéon con algin
filogrupo descrito en E.coli. Se utilizaron los resultados de filogenia que previamente
obtenidos.* El analisis mostré que las 111 productoras de P-lactamasas se encuentran
repartidas en los 4 filogrupos, con una mayor prevalencia en los filogrupos A 39% (43/111)
pertenecientes al grupo de comensales y B2 34 % (38/111) del grupo de las extraintestinales

(Figura 8).

D 14,(13%)
o B2 38,(34%)
Q.
2
o
S
“ B1 16,(14%)

A 43,(39%)

0 10 20 30 40 50

N

Figura 7. Distribucion filogenética de cepas de E. coli productoras de B-lactamasas

El analisis estadistico no mostro diferencia significativa entre los filogrupos comensales (A,
B1) y extraintestinales (B2, D) las cepas productoras de B-lactamasas como dentro de las no
productoras. Para conocer si existe un patron de susceptibilidad a diferentes antibidticos se
realizé un andlisis de entre la produccion de enzimas Carbapenemasas, BLEE y AmpC con

el sustrato.
Serologia

Las cepas productoras de B-lactamasas se incluyeron en 17 serotipos diferentes, 4 sefialados
como clasicos y 13 como no clasicos UPE, distribuidos en 36 y 46 cepas respectivamente.
Al resto de las cepas no se pudo definir el serotipo (Cuadro 8). En el grupo de los serotipos
clasicos O25:H4, fue el que presenté mayor incidencia dentro de este conjunto de aislados y
los serogrupos no clasicos mostraron una alta variabilidad sin presencia de algin serotipo

predominante.
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Cuadro8. Caracterizacion serologica de cepas £.coli UPEC productoras de B-lactamasas

Clasificacion de los Serotipos ™ N (%)
serotipos

Clasicos 025:H4 Y 36 (35%)
075:H-©
O7:H4®
OIH-@

Ol11:H25°
023:H-%
045:H-*

OND:H-?

0164:H4?

096:H16"”
No clasicos 09:H-¥

OND:H-?
08:H-¥ 46 (45%)
06:H1%

OND:H9 ¥

0170:H-%

0156:H-"

0102:H6 ¥

049766:H4 @
OND:H32®
0124: HND?
No tipificables 21 (20%)

Correlacion entre el fenotipo y genotipo de las cepas de E. coli productoras de B-lactamasas

Para conocer si existe un patron de susceptibilidad a diferentes antibidticos se realizo un
analisis entre la produccion de enzimas Carbapenemasas, BLEE y AmpC con los perfiles de
resistencia. Como se mencion6 anteriormente 17/111 (15%) de los aislados analizados son
productoras de carbapenemasas (KPC y MBL) aislados del urocultivo de 8 pacientes. Sin
embargo, 6/17 (35%) de estas cepas contienen informacion genética para la sintesis de las
enzimas BLEE (bla tem, bla ctx-m, bla oxa-1). Al realizar una correlacion con los resultados
de susceptibilidad, la produccion de carbapenemasas y la procedencia de los genes BLEE se

observaron 4 diferentes patrones deresistencia descritos como grupos del I al IV (Cuadro 9).
En el grupo 1 y II se asociaron las cepas productoras de KPC mientras que en el grupo Il y

IV se encuentran las cepas productoras de MBL. Algunas de estas cepas presentan genes

asociados a la produccion de BLEE (grupo 11 y I1I)
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Cuadro 9. Caracterizacion de cepas productoras de Carbapenemasas

Carbapenema Genes No

G Criterios de seleccion sas Serologia BLEE Paciente  Urocultivo agEs Filogrupo
AMC FOX FEP CXM CTT MEM ERT 025:H4 EC 02 2 B2
I KPC Ol11:H25 Ul 2 D
S R R S S R R 023:H7 /H-*/ ARV - ; N
07:H4
OR:H9 bla tem CMV Ul 1 ND
I R R R R S R R KPC
OND:H-* bla ctx-m XZG U3 2 Bl
096:H16 bla revdbla ey u2 1 A
111 R S R R S R S MBL M
025:H4* bla oxa-1 RMR U6 2 B2
Ol:H- AZR 2 2 A
v S S S R S R S MBL
0O152:H8 ERR Ul 2 A

Nota: Se consideraron los halos de inhibicion para los siguientes antimicrobianos empleados en las pruebas fenotipicas: amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), cefoxitina (FOX), cefepime (FEP), cefotetan (CTT), meropenem (MEM), imipenem (IMP), ertapenem (ERT), los
genes bla especificos fueron SHV-9, TEM-13, CTX-M15 y OXA-1-60 correspondientes a las principales familias de BLEE. ND (no
determinado hasta el momento).(*) Serogrupo predominante dentro de un mismo urocultivo

Las cepas productoras de KPC fueron resistentes a MEM y ERT mientras que las productoras
de MBL solo presentaron resistencia a MEM. Los 6 aislados que presentaron combinacién
con algun gen BLEE, el patrén de sensibilidad fue la resistencia a AMC y a la mayoria de las
cefalosporinas. La variacion en los serogrupos y la filogenia no muestra ninguna correlacion

significativa.

Al realizar la correlacion entre las cepas de E.coli productoras de BLEE (sinergismo) con la
presencia de genes bla, se pudo clasificar a las cepas en 5 grupos de acuerdo al patron de
sensibilidad a los diferentes B-lactdmicos (Cuadro 9). El grupo I, se encuentran 19 cepas

aisladas de 4 pacientes que presentaron bla tem 0 en combinacion con bla oxa-1 0 bla crx-m.

En el grupo II se encuentran 13 cepas aisladas de 4 pacientes que presentan bla oxa1y

blaoxar/bla crxm

Cuadro 9. Caracterizacion de cepas productoras de BLEE

Serologia Genes BLEE Paciente Urocultivo e Filogrupo
. ST - cepas
Grupos Criterios de seleccion
AMC CXM CAZ ATM FEP FOX 0O8:H-/0156:H- bla tem/ bla oxa-1 — Ul 4 B2
O?:H- bla tem U3 3 B2
I OND:H- Ul 3 A
bla tem XG
R R R S R S O12:H- U2 3 A
O6:H1 PSS Ul 3 A
bla tem/bla ctxm
025:18 EGR Ul 3 D
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OND:H9 bla oxa-1 XG Us 3 B2
1I 049766:H4*/OND:H32 PSL U2 4 ND
S R R S R S bla oxa-1
025:H4 OGO U2 3 B2
OR:H4 bla oxa-1/bla ctx-m XZG U8 3 B2
O153:H51 18[9 3 B2
S S R S R S bla suv AA
11T O75:H- u7 3 B2
045:H- NBA Ul 3 B2
OR:H25*/011:H25 KPS U2 4 ND
v S R S S R S OND:H- bla ctxm KBC U3 3 ND
O75:H- EGR U2 3 D
OR:H25*/011:H25 SC Ul 4 ND
. bla crx-m/bla tem/ bla
\' R R R R R R 025:H4 oAl OGO U2 1 B2

Nota: Se consideraron los halos de inhibicion para los siguientes antimicrobianos empleados en las pruebas fenotipicas: amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), cefoxitina (FOX), aztreonam (ATM), cefepime (FEP), piperacilina/tazobactam (TZP), ceftazidima (CAZ), los genes
bla especificos fueron SHV-9, TEM-13, CTX-M15 y OXA-1-60 correspondientes a las principales familias de BLEE. ND (no determinado
hasta el momento). (*) Serogrupo predominante dentro de un mismo urocultivo

En grupo III se encuentran 6 cepas aisladas de 2 diferentes urocultivos del mismo paciente

que presentan el gen bla suy.
En el grupo IV se encuentran E. coli aisladas de 6 pacientes que portan el gen bla ctx-mis

El Gltimo grupo de BLEE (V) se encuentra una cepa E. coli Filogrupo B2, resistente a los 6
antibioticos tomados como criterio de seleccion y en cuyo genoma se encontrd 3 de los 4

genes bla buscados en este estudio.

En el cuadro 10. se muestra un sexto grupo de 17 cepas en el que se encuentran cepas que
tienen la informacion genética para las B-lactamasas de tipo AmpC de 17, presentan
resistencia a los inhibidores de las P-lactamasas, no presentan correlacion con algin
serogrupo en especifico ni Filogrupo particular. Este tipo de enzima no exhibié combinacion

con ningun gen BLEE o carbapenemasa (Cuadro 10).

Cuadro. 10 Caracterizacion de cepas productoras de enzimas inducibles tipo AmpC

Grupos Criterios de seleccion Serologia Enzima Paciente Urocultivo N cepas Filogrupo
AMC FEP FOX CRO TZP OR:H25%/0102:H6 FMH Ul 4 ND
OND:H- Ul 3 Bl
ZGH

VI 025:H4 AmpC us 3 B2
R S R R

0124:H? /OND:HND* CR Ul 4 ND

025:H4 RMR U6 3 B2

Nota: Se consideraron los halos de inhibicion para los siguientes antimicrobianos empleados en las pruebas fenotipicas: amoxicilina/acido
clavulanico (AMC), cefoxitina (FOX), cefepime (FEP), piperacilina/tazobactam (TZP), ceftazidima (CAZ), ceftriazona (CRO). ND (no
determinado hasta el momento). (*) Serogrupo predominante dentro de un mismo urocultivo
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5. Discusion

La poblacion a nivel mundial estd padeciendo las consecuencias econdmicas y sanitarias de
la constante falla de los tratamientos ante microorganismos MDR, al menos 700 000 personas
fallecen cada afio por enfermedades asociadas a las bacterias farmacorresistentes (ONU
2019). Dentro de la amplia gama de mecanismos de resistencia desarrollados por las
bacterias, uno de los que més destaca dentro de los bacilos Gram negativos es la produccion
de B-lactamasas.®® Cepas UPEC productoras de BLEE son de distribuciéon mundial y su
prevalencia varian segun los paises, la politica de antibidticos, la fuente y el afio de

aislamiento de las bacterias.'’

En Meéxico se ha aislado cepas UPEC productoras de [-lactamasas, de aislados
intrahospitalarios o de comunidad (PUCRA, 2018, Lagunas-Rangel FA. 2018, Paniagua-
Contreras GL. 2018), sin embargo, no se ha realizado un andlisis de LA resistencia a
diferentes antibioticos y la prevalencia de BLEE en los aislados de pacientes con ICVU, cuya
caracteristica es la recurrencia asociado a complicaciones anatdmica o fisioldgica de las vias
urinarias. El objetivo de este estudio fue identificar cepas BLEE de una coleccion de E. coli
aislados de la orina de nifios y adultos con ICVU y correlacionar los resultados con algunas

caracteristicas fenotipicas y genéticas de las cepas analizadas.

Para seleccionar las cepas candidatas a prestar B-lactamasas, se realizd6 un ensayo de
sensibilidad a diferentes antibidticos. El analisis de estos resultados, mostraron cepas MDR
en un alto porcentaje, sin embargo, se pudo observar un patroén de resistencia diferente entre
las cepas aisladas de nifios y adultos. Las cepas aisladas de los nifios presentaron un mayor
porcentaje de resistencia, principalmente a las penicilinas, quinolonas y sulfas, debido a que
este tipo de pacientes fueron sometidos a intervencion quirtrgica o presentaban reflujo
vesicoureteral y mantenian tratamiento profilactico por periodos largos.’! En el caso de los
adultos, la resistencia incurre en las quinolonas anfenicoles, y fluoroquinolonas esto podria
relacionarse con el tipo de tratamiento de primera linea en pacientes con IVU no

complicada.?’

En el 2018 el Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA)
reporto en aislados UPEC, 49% de resistencia a cefalosporinas, 82% ampicilinas y 63 % para

ciprofloxacino, los cuales contrastan con los resultados mostrados en este estudio, exhibiendo
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porcentajes mas elevados para estos antibioticos. En ambos estudios la resistencia se centra
en los B-lactdmicos y las quinolonas en el caso de PUCRA, esto puede deberse a la cantidad
y tipo de poblacion seleccionada de estudio, ya que no se menciona que se haga una distincion
entre pacientes por edad o el grado de severidad de la infeccion, que son factores por

considerar para los esquemas de tratamiento.

De acuerdo con lo sugerido por la Infectious Diseases Society of America (IDSA), para poder
considerar un antimicrobiano como tratamiento empirico, el punto de corte recomendado de
resistencia debe ser igual o menor a 20% en el 4rea connotada.”® Tomando en cuenta este
porcentaje y utilizdndolo como medida de corte para la poblacion estudiada, se tiene que solo
se podria hacer uso de anfenicoles, carbapenémicos y aminoglucésidos para los nifios con
ICVU y para los adultos, se dispone de més de 6 familias como posibles opciones para el
tratamiento profilactico, lo cual no es altamente recomendado por los efectos secundarios
que estos pueden llegar a presentar, la reduccion de la ventana terapéutica y el aumento del

costo.’3

Con los resultados de sensibilidad a antimicrobianos se realizo la seleccion de 144/336 cepas
de E. coli candidatos a la produccion de -lactamasas (de acuerdo con el CLSI), sin embargo,
solo en 111 (33%) cepas se confirm6 su presencia por sinergia. Esta diferencia se puede
explicar porque en las bacterias la produccion de enzimas no es el unico mecanismo de
resistencia a antimicrobianos.®* Como se menciond anteriormente, nuestros resultados
mostraron que el 33% de las cepas analizadas producen alguna enzima de tipo B-lactamasa,
comparando este resultado con otros realizados previamente en nuestro pais reportan un
incremento de UPEC productoras de BLEE en dos periodos, 2014 fue 14.4% '° y en 2017
fue de 31.3% !, este ultimo muy cercano al valor obtenido en nuestros resultados. Este
incremento en el tiempo (de 10.3% en el 2007 a 40.8% en 2017), también fue documentado

en un estudio retrospectivo en aislados UPEC en un hospital de Morelia Michoacan.*

En otros paises como Espafia (9.2%), Hungria (9.02%), Arabia (33%) e Iran (67.5%) los
porcentajes de cepas UPEC-BLEE aislados en 2017 fueron variables, en 2 casos tres veces
mas bajo que los resultados obtenidos en nuestro pais en ese mismo periodo. Esto puede
deberse a multiples factores, principalmente a la falta de regulacion sanitaria en algunos
paises y la automedicacion, como principales factores para el incremento contante de este

tipo de cepas.®’
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Dentro de las enzimas p-lactamasas que pertenecen a la clase A (TEM, SHV, CTX-M y
KPC); el predominio de bla ctx-m-15 fue el principal subtipo de BLEE. Situacion similar
reportada a nivel mundial, el motivo por el cual las cepas portadoras de este subtipo
predominan en las IVU se desconoce a ciencia cierta, sin embargo, se sugiere que este
incremento se debe a una mayor tasa de transmision del plasmido o alguna ventaja ecologia

sobre otro subtipo de BLEE.%*

En otras cepas productoras de enzimas de la clase A investigadas (TEM y SHYV), los
porcentajes de prevalencia son similares a lo reportado en paises como China y Kenya, en
los cuales bla Tem es el siguiente gen mayormente identificado seguido de bla suv.** En
México Paniagua- Contreras G. y cols. (2018) y Galindo Mendez y cols. (2017) reportan
como segundo gen predominante bla Tem, aunque en porcentajes mucho mas bajos que los
obtenidos en este estudio y una mayor presencia del gen bla suv en cepas UPEC aislados de
comunidad. Las carbapenemasas de la clase A (KPC) y B (NDM y VIM) presentan un alto
impacto epidemioldgico en América, su distribucion depende en gran medida del area
geografica, siendo KPC la de mayor predominio.” En México no se tienen reportes de este
tipo de enzimas ni de las de tipo inducible por la baja incidencia (1%) que se tiene a nivel
Latinoamérica en E. coli,'® la mayoria de los estudios solo analizas cepas productoras de

BLEE.

Con el proposito de caracterizar mejor los aislados y comprender mejor la epidemiologia en
el territorio, este estudio examino la relaciones filogenéticas y serologicas de los aislados de
E. coli productoras de -lactamasas, se observo el predominio de estas cepas con serogrupos
no clasicos y agrupados en filogrupos comensales (A y B2), estos hallazgos puede deberse a
que la gran mayoria de los episodios de IVU esta producida por microorganismos que
provienen del colon, lo que condiciona en gran medida la etiologia. Dentro de los serogrupos
clasicos identificados en las cepas UPEC productoras de - lactamasas fue O25:H4 el mas
prevalente, resultados similar reportado en México por Miranda-Estrada et al.,2016. UPEC
025:H4-ST131 se ha distribuido a nivel mundial y en el 2013 Johnson JR et al., se reporta
la sub clona H30Rx asociada con la produccion de CTX-MI15 y resistencia a las
combinaciones de Penicilinas con inhibidores de P-lactamasas, quinolonas y a los
aminoglucosidos (tobramicina y amikacina). Lo que lo convierte en uno de los denominados

“clones de alto riesgo” de importancia en salud publica. Cabe mencionar que en México no
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se realizan estudios tan especializados para detectar este tipo de clonas, ademas no se realizan
los estudios serologicos para efectuar la correlacion con la produccion de BLEE y tener un

mejor analisis de la situacion epidemiologia del pais.

Al complementar el estudio con el analisis filogenético se encontrd que, la mayoria de estas
cepas pertenecen al filogrupo A y B2. En contraste con lo reportado en Espaia 54% de los
aislados pertenecian al filogrupo B2 y el 23% al B1. El grupo A se ha considerado
clasicamente un filogrupo no virulento, cuyas cepas son en su mayoria comensales. Diversos
estudios han postulado que el tracto intestinal actia como reservorio de cepas con potencial
uropatdégeno por lo que aislados de filogrupos comensales se encontrarian con cierta

frecuencia causando IVU.!3

La identificacion de bacilos Gram negativos resistentes a carbapenémicos, en los que el
principal mecanismo implicado en la resistencia es la produccion de B-lactamasas capaces de
hidrolizar este grupo de antimicrobianos y asociados principalmente a elementos genéticos
transferibles ha tomado gran relevancia debido a que son parte del listado de patdgenos
prioritarios que emitido por la OMS en el 2015. Este trabajo mostro la presencia de perfiles
hidroliticos especificos para este tipo de enzimas, la expresion de un fenotipo compatible con
la presencia de una carbapenemasa, generalmente ilustrado por la resistencia a las
cefalosporinas de amplio espectro y a alguno de los carbapenémicos utilizados en las pruebas
de rutina. En México este tipo de estudios cobran mayor relevancia porque contribuyen la
prevencion como medio para contrarrestar el impacto tanto epidemioldgico como econdmico
de la resistencia bacteriana y su modo de transmision. Sin embargo; es importante reiterar
que los resultados descritos en este trabajo reflejan solamente la realidad de nuestra poblacioén
estudiada; es necesario validar estos resultados mediante estudios epidemioldgicos mas
extensos, incluyendo la susceptibilidad que presentan otras enterobacterias causantes de [VU
contras los antimicrobianos disponibles en la zona. Con el objetivo de implementar
estrategias de control enfocadas a detener la propagacion de estas cepas, es necesario el
conocimiento mas a fondo de su epidemiologia que pudiera demostrar la diseminacion clonal

de los aislamientos de E. coli en el ambiente hospitalario.
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. Conclusiones

El ensayo de sensibilidad a los antimicrobianos mostrdé que 88% de los aislados de
E.coli de pacientes con ICVU se incluyen en el grupo MDR y se observa altas tasas
de resistencia principalmente a B-lactamicos, quinolonas y sulfas.

Con base en el andlisis retrospectivo se logro establecer una prevalencia del 33% de
cepas UPEC productoras de BLEE aislados de 20 pacientes con IVU's cronica en el
2018.

No se encontrd prevalencia de algun serogrupo en las diferentes cepas productoras de
B-lactamasas.

Las cepas productoras de P-lactamasas se agruparon preferencialmente en los
filogrupos A y B2.

CTX-M-15 y TEM son la enzima detectada con mayor frecuencia entre los aislados
de E. coli BLEE causantes de ICVU.

Un 38 % de las cepas productoras de BLEE presentaron combinaciones de genes.

Se identificaron perfiles de resistencia propios para cada una de las variantes de BLEE
y Carbapenemasas en este estudio, lo que establece un punto de corte para la rapida

identificacion de este tipo de aislados al menos en esta poblacion.
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