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1.-INTRODUCCION

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud el incremento en la resistencia
antimicrobiana constituye en la actualidad un problema de salud publica a nivel
global. En 5 de 6 regiones de la organizacion mundial de la salud se reporta una
resistencia a cefalosporinas de tercera generacién y fluoroquinolonas mayor al 50%
para Escherichia coli esto mismo se observa para Klebsiella pneumoniae en 6 de
las 6 regiones para cefalosporinas de tercera generacion y en 2 de 6 regiones para
carbapenémicos (1). Dos de las enterobacterias mas frecuentemente aisladas.

Las enterobacterias que generan resistencia a penicilinas, cefalosporinas de amplio
espectro y monobactamicos por la producciéon de betalactamasas de espectro
extendido son reconocidos como una de las principales causas de infeccién tanto
nosocomial como adquirida en la comunidad. (2). Surgen principalmente debido a
mutaciones codificadas por los genes blaSHV, blaTEM, y blaCTX -M
encontrandose mas de 300 variables, (3). [En México varios estudios han reportado
un alta prevalencia de SHV-5 (2).]

Su prevalencia a nivel mundial es variable de acuerdo a las diferentes series
reportadas desde 5-8% en Corea, Japdn, Malasia y Singapur hasta 30 a 60% en
Brasil, Colombia y Venezuela.(3).

Al inicio de la década de 1980, Klebsiella pneumoniae fue la primera bacteria capaz
de producir una betalactamasa de espectro extendido (BLEE) en una infeccion
nosocomial. El aislamiento original ocurrié en un hospital universitario europeo. A
partir de esa fecha los aislamientos de bacterias productoras de betalactamasas de
espectro extendido se fueron presentando en Francia, Inglaterra y al final de dicha
década en el continente americano. (4)

Desde la década de los 90°s el principal productor de betalactamasas de espectro
extendido fue Klebsiella pneumoniae y brotes nosocomiales fueron en gran medida
reportados por este patdégeno. (3).

Los cultivos de Escherichia coli productora de betalactamasas de espectro
extendido se han incrementado dramaticamente a partir del siglo 21. (5). Datos
colectados en Europa, América y Asia mostraron a Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli productoras de BLEE en 7.5-44% y 2.2-13-5%
respectivamente. (6).

En el afno 2000 en diferentes paises incluyendo Espafia, Italia, Grecia, Reino unido
y Canada han mostrado una alarmante tendencia a la resistencia de multiples
antimicrobianos en los organismos productores de betalactamasas aislados de
pacientes de la comunidad. (7)

Entre enero del afo 2000 y diciembre del 2004, se registraron en el Hospital
Nacional de Clinicas de Cérdoba Argentina 129 episodios de bacteriemias por
enterobacterias: 35% pacientes ambulatorios y 65% hospitalizados. Los focos mas
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habituales el urinario (29,5%) y el abdominal (13,9%). La enterobacteria aislada con
mayor frecuencia en ambas poblaciones fue Escherichia coli, con una incidencia
media del 53,5%, seguida de Klebsiella spp. (21,7%) y Enterobacter spp. (12,4%).
Las bacteriemias por Klebsiella spp. Fueron mas comunes en la unidad de terapia
intensiva. (8).

En el hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en Monterrey, México, de
2006-2009 se reportan como microorganismos productores de betalactamasas de
espectro extendido 35.9% de Klebsiella pneumoniae, 35.6 % de Enterobacter
cloacae, 30 % de Escherichia coli y 20.5 % de Serratia marcescens. (2). En este
mismo hospital en 2012 se evaluan los factores de riesgo para el desarrollo de BLEE
concluyendo que el uso previo de cefalosporinas de amplio espectro fue el factor de
riesgo mas importante para la produccion de estos microorganismos. (9).

En el hospital civil de Guadalajara entre octubre de 2010 y 2011 un total de

75 Escherichia coli y 21 Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de
espectro extendido fueron aisladas lo que representa una prevalencia de 16.3% vy
26.9% respectivamente (10).

Determinar la prevalencia de enterobacterias que expresan betalactamasas de
espectro extendido asi como el comportamiento a través de los afios, favorece a
generar estrategias para el control de infecciones y nos concientiza de la
importancia del adecuado uso de antibioticos, y de esta manera contribuir a
controlar el emergente problema de salud publica que representa la resistencia
antibidticos, asi como estas estrategias una vez implementadas, impactan en el
pronostico del paciente, en el acortamiento de la estancia hospitalaria, y por tanto
en costos de salud.




2.- MARCO TEORICO

2.1. Enterobacterias

Las enterobacterias que desarrollan resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de
amplio espectro y monobactamas, por la produccion de betalactamasas de espectro
extendido, se han reconocido como una de las principales causas tanto de infeccion
nosocomial como de infecciones adquiridas en la comunidad (2). La familia
Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bacterias
gramnegativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como saprofitos en
el tubo digestivo, las Bacterias que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae son
bacilos Gram negativas, por lo general de 1-3 uym de largo y 0,5 ym de diametro
(11). Caracteristicas tipicas y distintivas de las enterobacterias: Son no formadores
de esporas, anaerobios facultativos, fermentan glucosa y otros azucares, reducen
nitratos a nitritos y producen catalasa pero (con excepcidén de Plesiomonas) no
producen oxidasa. La mayoria son moviles (con flagelos peritricos) (12).

2.1.1 Enterobacterias de importancia clinica

Las enterobacterias de mayor importancia clinica son Citrobacter (freundii, koseri,
amalonaticus), Edwardsiella (tarda), Enterobacter (cloacae, albertii, alvei),
Escherichia (coli, albertii), Hafnia (alvei), Klebsiella (pneumoniae, oxytoca,
granulomatis), Morganella (morganii), Pantoea/Enterobacter (agglomerans),
Plesiomonas (Shigelloides), Proteus (mirabilis, vulgaris), Providencia (stuartii,
rettgeri), Salmonella (enterica), Serratia (marcesces), Shigella [que pertenece
dentro de las especies de Escherichia coli](13) (dysenterii, flexneri, sonnei, boydii),
Yersinia (pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis).(11).

Las enterobacterias son causa de infecciones tanto nosocomial como adquirida en
la comunidad. Esas comprenden la mayoria de bacterias Gram negativas aisladas
en cultivos, incluyendo la gran mayoria de urocultivos, una gran proporcién de
hemocultivos, de cavidad peritoneal, y tracto respiratorio (12). Las diferentes
proporciones varian de acuerdo a la bibliografia aunque aproximadamente son las
responsables de una tercera parte de los aislamientos en las bacteriemias, dos
tercios de los aislamientos en gastroenteritis, y tres cuartas partes de los
aislamientos en infecciones del tracto urinario (8).

2.1.2 Caracteristicas antigénicas estructurales y de superficie
2.1.2.1 Membrana interna

Es impermeable a moléculas polares, regula el paso de nutrientes, metabolitos,
macromoléculas e informacion que entra y sale del citoplasma, y mantiene la fuerza




motriz protonica requerida para el almacenamiento de energia. Las proteinas de la
membrana interna entre otras funciones tienen bombas de expulsidon que eliminan
toxinas y antimicrobianos (12). Ademas de contar con proteinas de sefializacion
que relacionan estimulos externos con cambios en la transcripcion génica (14).

2.1.2.2 Espacio periplasmico

Entre las membranas interna y externa se encuentra el periplasma, contiene una
elevada concentracion de proteinas, y el peptidoglucano, se encuentra una variedad
de categorias funcionales de proteinas, entre ellas las oxidorreductasas de
disulfuro, peptidil-prolil isomerasas, chaperonas y proteasas implicadas en el
plegamiento y la degradacion de las proteinas entre sus funciones hay enzimas
desintoxicantes, y enzimas implicadas en la biogénesis de peptidoglucano,
lipopolisacarido y la capsula (12).

2.1.2.3 Pared celular de peptidoglucano

se compone de una capa delgada de peptidoglucano (mureina), que consiste en
aminoazucares alternantes de N-acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico
unidos mediante enlaces b-1,4 con un péptido corto compuesto por L-alanina, acido
D-glutamico, acido L-meso-diaminopimélico y D-alanina unida al grupo carboxilo del
acido muramico. Es responsable de la forma y la estabilidad osmoticas del
microorganismo (12).

2.1.2.4 Membrana externa

Es una bicapa, lipidica asimetria, compuesta por una hoja interna de fosfolipidos, y
una hoja externa lipolisacarido. Contribuye a la proteccién frente a varios
detergentes (incluidas las sales biliares), tinciones (incluido el azul de metileno) y
antibioticos hidréfobos (15).

2.1.2.5 Lipopolisacarido

Tiene tres dominios principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado
central («core») y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticion (16).

El lipido A (endotoxina), es la parte biolégicamente activa de la molécula reconocida
por huésped. El oligosacarido de repeticion unido al lipolisacarido se conoce como
antigeno O. el cual se utiliza para clasificar en serogrupos (12). (Por ejemplo
Escherichia coli cuenta con mas de 170 serogrupos de antigeno O. (17)).

2.1.2.6 Capsulay otros polisacaridos de superficie

Las enterobacterias en general producen polisacaridos de superficie adicionales,
como el antigeno comun enterobacteriano, la capsula (envoltura de polisacarido de
superficie) y acido colanico (se asemeja en muchos aspectos a un subconjunto de




tipos de capsula) (12). Las capsulas varian mucho en cuanto a su estructura quimica
y son la base del esquema de serotipificacion del antigeno K (17).

2.1.2.7 Flagelos

La mayor parte de las enterobacterias son moviles, esto a través de flagelos los
cuales son apéndices superficiales, flexibles que rotan e impulsan las bacterias a
en entornos liquidos, compuestos de una matriz helicoidal hueca de una proteina
llamada flagelina. EI centro de la molécula que se expone a la superficie es
sumamente variable dicha variedad esta representada en el esquema de tipificacion
del antigeno H, el tercer componente de la serotipificacion O:K:H (12). Es
reconocida por el sistema inmunitario innato del huésped, lo lleva al reclutamiento
de neutrdfilos y la iniciacidn de una respuesta proinflamatoria (18).

2.1.2.8 Fimbrias

Son apéndices superficiales adicionales denominados fimbrias. Tienen diversas
funciones, entre ellas: la adhesion a las células del huésped, la autoagregacion vy el
intercambio genético mediante conjugacién (a través de plasmidos los cuales
albergan genes de virulencia, transposones y genes de resistencia a los antibidticos,
codificando pili que median el contacto intercelular con la consiguiente trasferencia
de ADN). Hay varios tipos de fimbrias, que se distinguen por la morfologia, las rutas
de biosintesis y la funcién. Como las fimbrias chaperona («acompafiante»)-
acomodador que comprende los pili de tipo 1 ubicuos, en la que la adhesina puede
estar en el extremo distal de la punta (12). Los pili de tipo IV pueden retraerse, y
generar un tipo de locomocién bacteriana denominada “motilidad a sacudidas”
(twitching motility) (19).

2.1.3 Virulencia y factores de virulencia

La habilidad para causar enfermedad de las diferentes enterobacterias es muy
variable. Abarca flora comensal raramente nociva, patdégenos oportunistas que
pueden infringir una morbilidad y mortalidad considerable, y los principales
patdogenos que pueden inducir enfermedad en individuos en perfecto estado de
salud (12).

Se considera factor de virulencia a todo rasgo que se encuentra especificamente
en cepas de un microbio que causa enfermedad (12); por lo que la inactivacion
especifica del gen(s) asociado con la sospecha de rasgo de virulencia deberia
conducir a una pérdida medible en la patogenicidad o virulencia, el gen(s) asociado
con la supuesta rasgo de virulencia debe ser aislado por métodos moleculares. La
inactivacién especifica o delecién del gen(s) deben conducir a la pérdida de la
funcién en el clon (20).

Al considerar los factores de virulencia, resulta util la entrada, establecimiento y
multiplicacion, evitacién de los mecanismos de defensa del huésped, lesion tisular
y salida (12).




2.1.3.1 Adhesinas

La adherencia inicial del patdgeno a las células huésped es un requisito previo
absoluto para la enfermedad. Favorecen la adhesién microbiana de una manera
selectiva a receptores afines, con el objeto de vencer la repulsion electrostatica que
resulta de la carga negativa tanto en las células huésped como en las microbianas.

La adhesina fimbrial de tipo 1, se une a residuos de manosa encontrados en las
glucoproteinas y glucolipidos de las superficies de las células huésped. Se ha
demostrado que los pili de tipo 1 son criticos para la colonizacion y la enfermedad.

También sirven como adhesinas una variedad de proteinas de membrana externa
de la familia de proteinas invasina-intimina las cuales se insertan en la membrana
externa a través de sus terminales amino, la parte membranaria de estas moléculas
se conecta a través de una region bisagra flexible con un bastén rigido compuesto
por unidades de repeticion (12).

2.1.3.2 Sistema de secrecion y toxinas

Las toxinas se liberan al medio ambiente o se dirigen a las células huésped. Las
toxinas de las enterobacterias no suelen reproducir completamente la enfermedad
en ausencia de las bacterias que las producen por lo que desempefian a menudo
papeles secundarios o desconocidos en la patogenia, se pueden clasificar en base
a la funcion, objetivo, la actividad o la similitud estructural. Requieren de
maquinarias de secrecion especificas para su exportacion (12).

El sistema de secrecion de tipo | se compone de una adenosina trifosfatasa integral
de membrana interna (HlyD) y otra proteina integral de membrana interna (HlyB),
ambas capaces de reconocer una senal de secrecion en el terminal carboxilo y
unirse a la proteina hemolisina (toxinas susceptibles de causar la lisis de las células
huésped). La cual se inserta en las membranas de las células huésped, e induce la
lisis mediante un mecanismo aun no determinado.

El sistema de secrecién de tipo 11l (T3SS), no solo exporta proteinas a través de la
membrana bacteriana, sino que también inyecta en su interior a través de dicha
membrana (21). Muchas bacterias Gram negativas comparten esta habilidad de
inyectar factores de virulencia directamente dentro de las células eucariotas, a
través de un complejo mecanismo macromolecular, compuesto por mas de 20
diferentes proteinas (22). Estas nanojeringas moleculares, abarcan multiples
membranas con estructuras del tamafo de organelos supramoleculares, que se
albergan en un estrecho canal a través del cual, los sustratos viajan dependientes
de energia (ATP) (23). Entre estos sustratos o “proteinas efectoras” figuran los
receptores de adhesinas bacterianas, entre otras (12).
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2.1.3.3 Adquisicion de hierro.

Es necesario para casi todos los microorganismos como cofactor para varias
enzimas indispensables. Los patdogenos enterobacterianos han desarrollado
diversos sistemas muy eficientes para competir por la captacion del hierro con su
huésped. Estos sistemas estan bajo el control de una proteina reguladora llamada
Fur, que activa la transcripcion génica con concentraciones bajas de hierro.
Muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae producen un sideréforo
(moléculas de bajo peso molecular que quelan hierro) como la enterobactina, asi
miso cepas de Escherichia coli en infecciones extraintestinales generan
aerobactina (sideroforos codificado por plasmidos). Es comun a todos estos
sistemas de recaptacion de hierro, y también a sistemas para el transporte de
nutrientes tales como vitamina B12, una proteina de la membrana citoplasmica
llamada TonB, punto de convergencia en las rutas enterobacterianas de recaptacion
de hierro y un posible objetivo farmacolégico (12).

2.1.3.4 Lipopolisacarido y capsulas

Los lipolisacaridos tienen diferentes composiciones quimicas y diversas actividades
y potencia biolégicas. El antigeno O, componente muy variable de los lipolisacarido
es fundamental para la patogenia e inmunidad de infecciones enterobacterianas.
La extraordinaria potencia del lipolisacarido enterobacteriano como un inductor de
la respuesta inmunitaria innata se debe a la sefializacion a través del receptor tipo
Toll 4, factor primordial para determinar la evolucion de las bacterias
gramnegativas.

Algunas capsulas dotan a la bacteria de la capacidad de evitar la fagocitosis, en
modelos animales se ha sugerido un papel de la capsula en la patogenia de
infecciones particulares (12), como las capsulas K2 de Escherichia coli importante
para la colonizacién del tracto urinario, ya que proporciona protecciéon contra la
muerte mediada por el complemento (24).

2.1.3.5 Plasmidos

No son factores de virulencia en si mismos. Sin embargo, desempefian un papel
importante en la patogenia ya que en estos se codifican genes fundamentales
como los del sistema se secrecion tipo 3, el sistema de secrecion tipo 2, el pilus de
tipo IV. Ademas tienen capacidad para transferir informacion entre géneros
dispares. La aparicion y diseminacién de plasmidos R con amplio intervalo de
huéspedes que contienen genes de resistencia antimicrobiana ha sido un factor
fundamental en la diseminacion global de bacterias resistentes a multiples
antibidticos (12).
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2.1.4 Mecanismos de resistencia bacteriana

Entendemos por resistencia bacteriana la condicidon microbiologica caracterizada
por la capacidad natural o adquirida por parte de una cepa bacteriana de
permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un antibiético
(24).

La resistencia a los antibiéticos constituye un problema serio de Salud Publica en el
mundo, especialmente en cuando no existen politicas apropiadas para la utilizacion
de estos farmacos, contribuyendo a su uso indiscriminado y la aparicion de cepas
bacterianas multirresistentes, transmisibles y que se diseminan rapidamente.

Los tipos de resistencia puede ser por: Resistencia natural.- Mecanismos
permanentes determinados genéticamente, no correlacionables con el incremento
de dosis del antibidtico; Resistencia adquirida.- Aparece por cambios puntuales en
el DNA; Resistencia relativa o intermedia.- Se produce un incremento gradual de la
MIC (concentracion inhibitoria minima) a través del tiempo. Para obtener un efecto
terapéutico eficaz es necesario alcanzar niveles séricos y tisulares adecuados;
Resistencia absoluta.- incremento subito en la MIC de un cultivo durante o después
de la terapia; Pseudorresistencia.- Se puede observar una resistencia in vitro pero
una gran efectividad in vivo (26).

Como minimo, se han descrito ocho mecanismos caracteristicos de resistencia
antimicrobiana en las bacterias los cuales se resumen en la (Tabla 1) (12).
Tabla 1. Los ocho principales mecanismos de resistencia por clase

antimicrobiana

Mecanismo B- |Aminogluco| Cloramfe |Macroli|Sulfami| Tetracicl| Trimetro | Quinol | Glucopep | Lincosamid |Rifampic
lacama cido nicol do da ina prim ona tido a, ina
sas estreptogra
mina
Alteracion  |+++ +++ +++ + (GN) |- - - + - - -
enzimatica
Disminucion [+ (GN) |+ (GN) +(GN) [++ - +(GN) |+ (GN) [+ (GN) [++ (GN) |+ (GN) -
de la (GN)
permeabilid
ad
Bomba de
expulsiéon
Alteracion ++ ++ - +++ ++ + (H. +++ +++ +++ +++ +++
del lugar pylori)
diana
Proteccion
del lugar
diana
Sobreprodu
ccion de
diana
Evitacion
del proceso
de inhibicion
Union al - - - - - - - - ++ - -
antibidtico
+++ mecanismo muy frecuente, ++ frecuente, + menos frecuente, - ausente, GN gramnegativos,
H. pylori Helicobacter pylori
Fuente: tomada de.- MANDELL, G.L.; BENNET J.E.; ET AL. 2010 Principles and Practice of Infectious
Diseases 7ma Edicion. Philadelphia, Churchill livingstone elsevier. Vol 2. ISBN: 978-0-4430-6839-3
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La resistencia de los bacilos Gram-negativos a los antibiéticos betalactamicos
puede ser debida a varios mecanismos, que en ocasiones se asocian:

1. Alteraciones de la permeabilidad: Generalmente por mutaciones que afectan
a las porinas, se produce una disminucién de la concentracién del antibiotico
en el interior de la célula

2. Produccion de enzimas: Hidrolisis del antibidtico por las betalactamasas, la
produccion de betalactamasas es el mecanismo de resistencia mas
importante frente a los antibidticos betalactamicos. Son enzimas de
naturaleza proteica cuya sintesis esta controlada por un gen, bien
cromosomico o bien transferido por plasmidos.

3. Alteraciones en el lugar de accidn: Las mutaciones que dan lugar a la pérdida
de porinas especificas pueden acontecer en los aislamientos clinicos y
determinan la mayor resistencia a los antibioticos betalactamicos.

4. Expresion de bombas de eliminacion activa: Son bombas de flujo que
bombean al antimicrobiano al exterior, se reconoce cada vez mas como un
mecanismo habitual de resistencia en muchos patégenos relevantes desde
un punto de vista clinico (12,27, 28).

2.2. Betalactamasas

Las betalactamasas o penicilin amido-beta-lactamhidrolasas (EC 3.5.2.6) han sido
definidas por el Nomenclature Committee of the Internacional Union of Biochemistry
como “enzimas que hidrolizan amidas, amiditas y otras uniones C-N” (27).

Son aquellas enzimas que se caracterizan por conferir resistencia a Penicilinas,
Cefalosporinas, Cefamicinas, Carbapenems y Monobactamicos. (25). La hidrdlisis
de B-lactamicos por medio de enzimas [-lactamasas es el mecanismo de
resistencia mas comun para esta clase de antibidticos en bacterias Gram-negativas.
(29).

Muy probablemente, coevolucionaron con las bacterias como mecanismos de
resistencia frente a los antibioticos naturales con el tiempo, y la presidén selectiva
ejercida por el uso difundido de antimicrobianos en la medicina moderna podria
haber acelerado su desarrollo y propagacion.

En 1940 se describié la primera b-lactamasa como una «penicilinasa» capaz de
hidrolizar la penicilina en E. coli, aproximadamente al mismo tiempo que, en un
estudio publicado, se describid el primer uso clinico del antibiotico. (12) (30).

Existen diferentes tipos de clasificacion, de acuerdo con su estructura de
aminoacidos en cuatro clases moleculares, A-D, o clasificacion de Ambler, (Taba
2). O de acuerdo a la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros que divide las
enzimas en varios grupos funcionales de acuerdo con el perfil de su sustrato y
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sensibilidad a los inhibidores de la b-lactamasa, como el acido clavulanico (Tabla 3)

(26).
Tabla 2. Clasificacion de Ambler de las betalactamasas
Clase Lugar activo Tipo de enzima Sustratos Ejemplos
A Serina Penicilinasas
Amplio espectro Benzilpenicilina, PC1 en Staphylococcus
aminopenicilinas, aureus
carboxipenicilinas, TEM-1, SHV-1 en
ureidopenicilinas, Escherichia coli,
cefalosporinas de | Klebsiella pneumoniae
espectro reducido. y otras bacterias
gramnegativas
Espectro extendido | Sustratos de b- | En enterobacterias:
(BLEE) lactamicos de amplio | TEM-derivadas, = SHV-
espectro mas oximina | derivadas,
(cefotaxima, ceftazidima, | CTX-M derivadas; PER-
ceftriaxona) y aztreonam. | 1, VEB-1, VEB-2, GES-1,
GES-2,
IBC-2 en Pseudomonas
aeruginosa
Carbapenemasas Sustratos de espectro | KPC-1, KPC-2, KPC-3
extendido mas | en K. pneumoniae;
cefamicinas y | NMC/IMI,
carbapenemes familia SME
B Metalo-B- Carbapenemasas Sustratos de espectro | IMP, VIM, GIM, SPM,
lactamasas extendido mas | linajes SIM en P.
(ZN%) cefamicinas aeruginosa,
y carbapenemes especies de
Acinetobacter
C Serina Cefalosporinasas Sustratos de espectro | Enzimas  AmpC  en
extendido mas | enterobacterias y
cefamicinas Acinetobacter
y carbapenemes baumannii
D Serina Oxacilinasas
Amplio espectro Aminopenicilinas, Familia OXA en P.
ureidopenicilinas, aeruginosa

Espectro extendido

cloxacilina,

meticilina, oxacilina vy
algunas cefalosporinas
de espectro reducido
Sustratos de  amplio
espectro mas b-
lactamicos

oximino y monobactam

OXA-derivados en P.
aeruginosa

Carbapenemasas

Sustratos de espectro
extendido mas
cefamicinas

y carbapenemes

OXA-derivados en
especies de
Acinetobacter

Fuente: tomada de.- MANDELL, G.L.; BENNET J.E.; ET AL. 2010 Principles and Practice of Infectious
Diseases 7ma Edicion. Philadelphia, Churchill livingstone elsevier. Vol 2. ISBN: 978-0-4430-6839-3
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Tabla 3. Clasificacion funcional de Bush-Jacoby-Medeiros de las b-lactamasas
Grupo Tipo de enzima Inhibicién por|Clase Ejemplos
clavulanato molecular

1 Cefalosporinasa No C Enterobacter cloacae P99 (C), MIR-1 (P)

2a Penicilinasa Si A Bacillus cereus, Staphylococcus aureus (B)

2b Amplio espectro Si A SHV-1 (B), TEM-1 (P)

2 be Espectro extendido  |Si A Klebsiella oxytoca K1 (C), TEM-3 (P), SHV-2
(P)

2br Resistente al inhibidor |Disminucion  |A TEM-30 (IRT-2) (P)

2c Carbenicilinasa Si A AER-1 (C), PSE-1 (P), CARB-3 (P)

2d Cloxacilinasa Si DoA Streptomyces cacaoi (C), OXA-1 (P)

2e¢ Cefalosporinasa Si A Proteus vulgaris (C), FEC-1 (P)

2f Carbapenemasa Si A IMI-1 (C), NMC-A (C), Sme-1 (C)

3 Carbapenemasa No B Stenotrophomonas maltophilia L1 (C), IMP-1
(P)

4 Penicilinasa No A Burkholderia cepacia (C), SAR-2 (P)

Fuente: tomada de.- MANDELL, G.L.; BENNET J.E.; ET AL. 2010 Principles and Practice of Infectious

Diseases 7ma Edicion. Philadelphia, Churchill livingstone elsevier. Vol 2. ISBN: 978-0-4430-6839-3

Debido a su importancia e implicacion clinica se describen a continuaciéon los
siguientes mecanismos: [B-lactamasa tipo AMP-C, [B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas

2.2.1 B-lactamasa tipo AMP-C en enterobacterias

Las enzimas de clase C incluyen la b-lactamasa determinada por el gen
cromosdmico ampC de Escherichia coli K-12, que comparte una amplia homologia
de secuencia con b-lactamasas mediadas cromosomicamente de especies de
Shigella y Klebsiella. Estas enzimas son grandes proteinas (peso molecular, del
orden de 39.000) con actividad principalmente cefalosporinasa (12).

Estas B-lactamasas se caracterizan en su mayoria por:

e Son resistentes a inhibidores (Ac. clavulanico, sulbactam y tazobactam).

e Son activas sobre aztreonam, cefamicinas (como cefoxitina) y cefalosporinas
de primera, segunda generacién y en menor medida a cefalosporinas de
tercera. Las cefalosporinas de cuarta generacién son las mas estables.

e Son inhibidas por aztreonam, cloxacilina, oxacilina y acido boronico.

La produccion de AmpC puede ser constitutiva o inducible, siendo los niveles de
produccion dependientes del grado de expresion del gen blaAmpC. Algunos
organismos de importancia clinica que contienen Amp-C cromosomica son:
Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Serratia spp, Morganella morganii y
Providencia, por lo que muestran resistencia natural a algunos antibiéticos [3-
lactdmicos como cefalosporinas de primera generacién y aminopenicilinas. La
sobreexpresion de AmpC puede causar resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (cefotaxime, ceftazidime y ceftriaxone), carboxipenicilinas y acilureido
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penicilinas, determinando ademas disminucion de la sensibilidad a cefalosporinas
de cuarta generacion (29).

Los siguientes son criterios de sospecha para la presencia de enzimas de este tipo:

¢ Aislamientos con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, que
presenten una prueba confirmatoria de BLEE negativa

e Sensibilidad intermedia o resistencia a amoxicilina-acido clavulanico y a
cefalosporinas de tercera generacion sugieren la presencia de AmpC
plasmidica con sensibilidad completa o reducida a cefalosporinas de cuarta
generacion.

e Aislamientos con resistencia a cefoxitina.

¢ Achatamiento del halo de inhibicion de cefalosporinas de tercera generacién
(cefoxitina, ceftazidima) observado en las proximidades del disco de un buen
inductor (ampicilina, cefoxitina, imipenem y acido clavulanico) es
caracteristico de todos los microorganismos productores de [3-lactamasa
cromosomica inducible tipo AMPC. (29).

2.2.2 Betalactamasas de espectro extendido

Son enzimas de configuracion plasmidica, producidas por enterobacterias que
hidrolizan los antibidticos betalactamicos, incluyendo los que contienen el grupo
oximino, como las cefalosporinas de tercera, y monobactamicos (como aztreonam),
pero no cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) ni carbapenémicos. (31) (7).

El desarrollo de betalactamasas de espectro extendido se encuentran
predominantemente en especies de Klebsiella y Escherichia coli, pero se han
descrito en otras especies, asi, como Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus

(2).

La primera betalactamasa codificada por plasmidos en microorganismos Gram-
negativos, la conocida como enzima TEM-1, se describié en 1965. Se sabe que esta
enzima esta mediada por plasmidos y transposones lo que ha facilitado el paso de
la misma a otras especies bacterianas (actualmente en Enterobacteriaceae,
pseudomona aeruginosa, Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae).
Surgen principalmente debido a mutaciones codificadas por los genes blaSHYV,
blaTEM, y blaCTX —M encontrandose mas de 300 variables, (3).

La primera descripcion de una betalactamasa plasmidica con un perfil de resistencia
a la cefalosporina de tercera generacion pero sensible a cefoxitina se encontré en
Alemania (32) se comprob6 durante dicho estudio que la produccion de la
betalactamasa plasmidica fue transferible derivada de SHV-1 y se denominé a esta
SHV-2 (3).
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2.2.3 Tipos de betalactamasa de espectro extendido

Habitualmente las BLEEs derivan de las enzimas TEM o SHV y puede haber
mutaciones puntuales en el gen que las codifica lo que incrementa el espectro
fenotipico. A continuacién se describiran los diferentes tipos de betalactamasas de
espectro extendido.

2.23.1. TEM

La primera TEM-1 reportada fue en 1965 de un aislamiento de Escherichia coli de
una paciente en Atenas llamada Temoneira (33). La expresion de una
betalactamasa tipo TEM-1 es el mecanismo mas comun de resistencia a los
betalactamicos entre las bacterias gramnegativas (34).

Se han descrito en géneros de familia Enterobacteriaceae como Enterobacter
aerogenes (35), Morganella morganii, Proteus mirabilis (36), Providencia rettgeri
(37) y Salmonella spp. (38).

La TEM-1 es una enzima capaz de hidrolizar la ampicilina en mayor intensidad que
la carbapenicilina, oxacilina o cefalotina y tiene una actividad minima en contra de
las cefalosporinas de espectro extendido. Se inhibe por el acido clavulanico. TEM-
2 tiene el mismo perfil hidrolitico que TEM-1 pero difiere en tener un promotor nativo
mas activo y por diferencia en un punto isoeléctrico. (5.6 comparado con 5.4) (39)

La TEM-3 descrita por primera vez en 1988, fue la primera betalactamasa de tipo
TEM que mostro un fenotipo propio de una BLEE (40)

2.2.3.2 SHV

Su nombre va en relacion al término de variable sulfhidrilo. Generalmente se
encuentra en K. pneumoniae, siendo responsable de mas del 20% de la resistencia
a ampicilina mediada por plasmidos en esta especie. Son las enzimas mas
frecuentemente aisladas (41).

El gen que codifica la SHV-1 comparte un 65% de identidad con el de TEM-1 (42)
Se asocia con un gran incremento de la CMI de cefotaxima y un incremento
moderado en la concentracion minima inhibitoria de ceftazidima respecto a las
concentraciones minimas inhibitorias de SHV-1 para estos mismos antibidticos.
(43).

En Estados Unidos SHV- 4 y SHV- 5 se estan convirtiendo en los tipos
predominantes de BLEE encontradas en aislados nosocomiales de Klebsiella
pneumoniae. En Alemania, SHV- 2 y SHV- 5 parecen ser predominante; y en
Francia, SHV- 3, SHV-4, y TEM - 3 son mas comunes. SHV- 2 esta muy extendida
a nivel internacional (44).

2.2.3.3 CTX-M

Adquiere su nombre por su potente actividad hidrolitica contra la cefotaxima (3).
También es conocida su resistencia hacia cefuroxima y cefepime. Los
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microorganismos productores de BLEEs de tipo CTX-M tipicamente tienen CMI para
cefotaxima en rango de resistencia (>64 pg/ml) mientras que las CMI para
ceftazidima estan en rangos aceptables (2-8 pg/ml) (45) (46).

Son inhibidas mejor por tazobactam que por sulbactam o acido clavulanico. Se han
descrito en cepas de Salmonella enterica serovar, Typhimurium y Escherichia coli
pero también en otras especies de Enterobacteriaceae. (47).

El residuo serina en la posicion 237, presente en todas las CTX-M, tiene un papel
importante en la actividad de las betalactamasas de espectro extendido. Se incluye
en este grupo las siguientes betalactamasas: CTX-M1, CTX-M2, CTX-M9, CTX-
M10, CTX-M31, enzimas Toho-1y Toho 2 las cuales son unas betalactamasas que
estan relacionadas de forma estructural a las CTX-M, asi que al igual que estas
tienen una actividad hidrolitica potente contra la cefotaxima y ceftazidima (48) (49).

2.2.3.3 OXA

Las betalactamasas de tipo OXA reciben este nombre por su capacidad de hidrolizar
las oxacilinas. Se incluyen en el grupo 2d y se caracterizan por que confieren
resistencia a ampicilina y cefalotina, tienen la capacidad de llevar a cabo hidrolisis
tanto de cloxacilina como de oxacilinas mayores al 50% y suelen ser inhibidas por
el acido clavulanico. (26) Las BLEEs tipo OXA ocurren de forma casi predominante
en Pseudomonas aeruginosa (50) pero se han detectado también en algunas otras
bacterias Gram negativas.

2.2.3.4 Otras BLEES

Recientemente se han descubierto una variedad de betalactamasas que se median
por plasmidos o asociadas a integrones de enzimas clase A. (51) (52) Estas
enzimas no han podido clasificarse dentro de ninguna de las familias tipicas. La
PER-1 se describio por primera vez en Pseudomona aeruginosa aislandose en un
paciente en Turquia. (53). Representa el 60% de resistencias a ceftazidima en A.
baumannii. Este tipo de betalactamasa hidroliza las penicilinas y las cefalosporinas
de forma eficiente y suelen ser susceptibles a la inhibicién con acido clavulanico.
(54) La enzima PER-2 con un parecido genético a la enzima PER-1 de un 86% se
describié por primera vez en Argentina en un cultivo de S. typhimurium. Estas
enzimas comparten unicamente homologia con las TEM y las SHV de
aproximadamente 25-27%. (55).

Otra betalactamasa de reciente descubrimiento es la VEB-1 la cual muestra una
homologia genética de aproximadamente 38% con PER-1 y PER-2. Se descubrid
en un paciente Vietnamita hospitalizado en Francia. (56). Confiere alta resistencia
a la ceftazidima, cefotaxima y aztreonam lo que puede ser revertido por el acido
clavulanico. El gen que codifica esta enzima suele ser mediado por plasmidos; estos
plasmidos confieren resistencia a otros antibiéticos no betalactamicos.
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Otras descritas son la CME-1 descrita en Chryseobacterium meningosepticum (57)
y TLA-1 identificandose en E. coli en un hospital de México (58). Todas estas
enzimas confieren resistencia a las oxiiminocefalosporinas principalmente
ceftazidima y aztreonam.

En Brasil se aislé6 en S. marcescens una BLEE denominada como BES-1 que
presenta una CMI de aztreonam de (512 pug/ml) y de cefotaxima (64 ug/ml) mayores
que la ceftazidima (8ug/ml). Esta betalactamasa no comparte caracteristicas con
ninguna otra BLEE, tiene resistencia a la inhibicion con tazobactam pero no al acido
clavulanico ni sulbactam (51).

2.3 Factores de riesgo para colonizacién e infeccion con BLEE

Algunos factores de riesgo asociados a colonizacion fecal de pacientes ingresados
en unidades de alto riesgo han llegado a ser de mas del 40%. Los factores de riesgo
asociados a esto son los siguientes: proceso de gravedad clinico al ingreso, estado
nutricional pobre, ulceras por decubito, procedimiento invasivos como cateterizacion
arterial, nutricion parenteral, sondaje vesical, sonda nasogastrica, ventilacion
mecanica y terapia antimicrobiana previa. Todos estos factores relacionados con el
tiempo de estancia en la unidad de alto riesgo y la posibilidad de contacto horizontal
a través del personal de salud (59, 60, 61, 62, 63).

Es importante mencionar asi mismo la relacion existente entre la observacion de los
brotes epidémicos y un amplio consumo de antibidticos, especialmente
cefalosporinas de tercera generacion. El consumo elevado de los mismos facilitaria
la aparicion de clones productores de BLEEs, los cuales tienden a diseminar con
facilidad entre las unidades con factores predisponentes para la transmision
cruzada. (64).

Habitualmente el tiempo de hospitalizacion previo a la incubacién de un
microorganismo productor de BLEE suele ser entre un promedio de 11 y 67 dias (3,
59, 65).

Uno de los factores de riesgo de mayor importancia es el uso indiscriminado de
antibiéticos principalmente cefalosporinas de tercera generacion (59, 66, 67). Asi
mismo se ha asociado al uso de otras clases de antibidticos tales como quinolonas,
Trimetroprim con sulfametoxazol, aminoglucésidos y metronidazol (68, 60).

Los asilos y casas de cuidados como orfanatos pueden servir como portal de
entrada de microorganismos productores de BLEE hacia el hospital (69). Asi mismo
en aquellos pacientes en quienes la colonizacion o la infeccién sucedio
intrahospitalaria podran transmitir dicho microorganismo a la casa de cuidado o asilo
(70). Se ha asociado también al uso de antibioticoterapia indiscriminada en dichos
centros, lo que es frecuente. En un estudio reciente se demostré que un 38% de los
residentes del asilo estudiado habian consumido antibiéticos sistémicos al menos
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un mes previo (71). Toman importancia en este contexto los cuidadores de la salud
pues se ha demostrado la falta de lavado de manos en quienes manejan a los
residentes de estos centros de cuidado, facilitando asi la transmision de dichos
microorganismos a través de las secreciones como orina, heces y las secreciones
de las ulceras por decubito (71, 72).

En Espana se llevo a cabo un estudio de casos y controles en donde se examinaron
los factores de riesgo para desarrollar este tipo de infecciones y colonizacion
determinando que son factores de riesgo independiente los siguientes: Diabetes
mellitus, uso previo de quinolona, infecciones de vias urinarias recurrentes,
admisiones hospitalarias previas y edad avanzada (73).

La deteccion en el laboratorio de enzimas tipo BLEE es de suma importancia en el
laboratorio, debido a que la presencia de esta enzima involucra un cambio de
interpretacion de algunos de los antibiéticos B-lactamicos, sin importar el halo de
inhibicion o la concentracion inhibitoria minima obtenida. De esta forma, toda cepa
BLEE positiva debe ser reportada como resistente a todas las penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam. En el caso de cefoxitina, carbapenemes vy
combinaciones de B-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas se deben reportar
acorde al resultado del antibiograma (74).

2.4 Métodos fenotipicos de deteccion de BLEES

Las BLEES son mecanismos de resistencia dificiles de detectar por los laboratorios
a nivel intrahospitalario ya que hay diferencias en los perfiles de substrato de las
diferentes BLEEs y al efecto inoculo con las pruebas standard de sensibilidad lo que
puede traducir falsa sensibilidad a las cefalosporinas (64)

El instituto de estandares laboratoriales y clinicos (CLSI) establecié normas para la
deteccion de enzimas tipo BLEE en Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Klebsiella oxytoca, basados en unos puntos de corte que indican la disminucion de
sensibilidad a los farmacos habitualmente hidrolizados por estas enzimas
estableciendo un método de confirmacion basado en el hecho de la inhibicion de
estas enzimas por acido clavulanico. Las técnicas fenotipicas de deteccion emplean
un inhibidor de betalactamasas, por lo general es acido clavulanico el cual inhibe a
la BLEE, reduciendo el nivel de resistencia a la cefalosporina. (3)

2.4.1 Métodos de difusion con disco

En este tipo de procedimiento es sencillo, flexible y de bajo costo. Se colocan discos
de papel de filtro los cuales contienen cantidad conocida de antibiético en la
superficie de una placa de medio de cultivo previamente inoculada con el
microorganismo problema. Son discos de aproximadamente 6mm, se pueden
colocar la cantidad que se desee ser analizada. Al entrar en contacto con el medio
de cultivo absorbe agua de este e inmediatamente el antibidtico comienza a difundir
de forma radial de forma que general un gradiente de concentracion la cual es
inversamente proporcional a la distancia hasta el borde del disco. En las zonas
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donde hay concentracion suficiente el microorganismo no podra crecer, tras un
periodo de incubacién aparecera un halo de inhibicion de crecimiento alrededor de
los discos. El diametro del halo de inhibicion indica el grado de sensibilidad del
microorganismo al correspondiente antibiotico. El inconveniente de este método es
que no establece la CMI de forma directa. La CLSI establecié punto de corte en
milimetros de halos de inhibicion, que establece las categorias clinicas de sensible,
intermedio y resistente (75).

Suele ser un método confiable para detectar BLEEs, se sugiere que se aumenta la
sensibilidad de la prueba al reducir la distancia entre discos a 20 mm. (76) Se ha
sugerido también el uso de cefpodoxima en la técnica de doble difusion con disco.
La NCCLS recomienda el método de difusion con discos en placas de Mueller-
Hinton inoculadas con aislados al 0.5 de Mc Farland, de cefpodoxima (10ug),
cefpodoxima mas acido clavulanico (10/1 ug), ceftazidima (30ug), ceftazidima mas
acido clavulanico (30/10ug), cefotaxima (30ug) y cefotaxima mas acido clavulanico
(30/10ug). Se debera sospechar de BLEEs cuando se encuentran halos de
inhibicion para discos de cefpodoxima, ceftazidima o cefotaxima iguales o inferiores
a 17, 22 y 27mm respectivamente. La confirmacién se hace con la prueba de
sinergia necesitando al menos un incremento de 5mm o mas del halo de inhibicion
adicionando los discos con inhibidor de betalactamasa. (75)

2.4.2 Prueba de Epsilon

Este es un método que utiliza tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo por 5 mm
de ancho las cuales tienen un gradiente de concentraciones de antibidtico. Al
colocar la tira a una placa ya inoculada e incubada, la interseccion de la elipse de
crecimiento del microorganismo con la tira permite una determinacién directa de la
CMI. Tiene una sensibilidad para confirmar la presencia de BLEES entre 87-100%
y una especificidad del 95-100%.

Las tiras disefhadas para organismos productores de BLEE se dividen en dos
gradientes: la primera mitad tiene una concentracion decreciente de ceftazidima
(32ug/ml a 0.5 p/ml), la segunda mitad tiene ceftazidima en concentraciones
decrecientes (4 pg/ml a 0.064 pg/ml) mas acido clavulanico en concentracion fija.
Es considerada como positiva cuando la sinergia cuando se observa una
disminucion de tres o mas diluciones de la CMI de ceftazidima al afadir acido
clavulanico (77).

2.4.3 Métodos automatizados

Son métodos automatizados comerciales de micro dilucidon en caldo el cual se
integra a sistemas semiautomaticos de incubacion, lectura e interpretacion de
resultados. Se preparan diluciones del antimicrobiano en progresién geométrica en
base 2 utilizando un medio de cultivo adecuado, que tras la incubacion permite el
crecimiento del microorganismo determinando asi la concentracion que causa
inhibicion.
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Los valores de CMI reales se encontraran en algun valor situado entre la CMI
experimentalmente obtenida y la concentracion inmediatamente inferior. (78)

En la actualidad se disponen de varios métodos semiautomaticos como Vtek,
Microscan, BD- Phoenix System. (79)

2.4.4 Métodos bioquimicos y moleculares para la caracterizacion de
BLEES

Es de suma importancia también la caracterizacion molecular de las bacterias
productoras de beta lactamasas identificando el tipo de forma que si nos
anteponemos a un brote podriamos determinar la relacién de la clonalidad entre los
distintos aislamientos obtenidos. Estos métodos suelen aplicarse al confirmar la
presencia de la BLEE en el aislado correspondiente y sirven para caracterizar dicha
enzima.

Se incluyen dentro de los métodos bioquimicos a los siguientes: el
isoelectroenfoque, analisis del perfil de substrato, la cinética enzimatica y la
determinacion de los IC 50 para diferentes inhibidores de betalactamasas.

De los métodos moleculares se destacan las sondas de DNA, las técnicas de
amplificacion y la secuenciacion.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de enterobacterias representa un alto porcentaje de desarrollo
bacteriano en hemocultivos y urocultivos, reportados en diferentes series
aproximadamente 30% y 75% respectivamente. En este nosocomio he observado
un incremento en la resistencia a ceftriaxona, cefalosporina de tercera generacién
que por mucho es uno de los antibidticos mas ampliamente utilizados en este
hospital, de ahi surge la necesidad de evaluar si este incremento en la resistencia
a ceftriaxona es de significancia clinica. El problema es que el demostrar un
incremento en la resistencia a ceftriaxona o cualquier otra cefalosporina aunque
refleja el mal uso de antibiéticos, no responde a que mecanismo de resistencia
depende y en que bacterias es mas frecuente la resistencia a cefalosporinas. Por
ejemplo de nada sirve saber que hay un alto porcentaje de resistencia a ceftriaxona
frente a Pseudomonas aeruginosa cuando de antemano sabemos que la ceftriaxona
no tiene actividad contra este patdgeno.

Entonces nos enfrentamos a un incremento en la resistencia a uno de los
antibiéticos mas ampliamente utilizados. Por lo que, basado en los diferentes
mecanismos de resistencia, uno de los mas importantes de reconocer es la
presencia de betalactamasas de espectro extendido. Ya que si se tiene esta
betalactamasa de espectro extendido se sabe que hay resistencia a antibiéticos
betalactamicos, incluyendo, los que contienen el grupo oximino, como las
cefalosporinas de amplio espectro, y el aztreonam.

La busqueda de betalactamasas de espectro extendido es uno de los mecanismos
de resistencia antimicrobiana de las enterobacterias, de ahi que buscar su presencia
en este grupo que como ya se comentd representa un gran porcentaje de los
cultivos aislados, no solo de infecciones nosocomiales sino de las adquiridas en la
comunidad, es un reflejo del mal uso de antibidticos, que condiciona a la resistencia
a betalactamicos, cefalosporinas y monobactamicos, lo que de acuerdo a diferentes
estudios influye negativamente en la evolucion de los pacientes, incrementando la
morbimortalidad, costo hospitalario, estancias hospitalarias. Y por supuesto es una
llamada enérgica de atencion para crear e implementar estrategias locales para el
adecuado uso de antibidticos.

3.1 Pregunta de investigacion
¢ Existe diferencia estadisticamente significativa en la presencia de enterobacterias

betalactamasa de espectro extendido en hemocultivos y urocultivos tomados
durante el 2012, 2013 y 2014 en Hospital Central Norte de PEMEX?
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4.- JUSTIFICACION

Cientifica: El éxito en la terapéutica antimicrobiana ante cualquier infeccién, mas
alla de conocer las guias internacionales para el uso de antibidticos, guias
norteamericanas o incluso las guias de practica clinica mexicanas, radica en el
conocimiento del patron de resistencia local, ya que es bien conocido que este
patron cambia de nosocomio a hosocomio, de ahi que es imperioso contar con un
estudio, objetivo, cientifico y que sea metodoldégicamente correcto para la
evaluacion del comportamiento en el patron de resistencia bacteriana.

El incremento en el porcentaje de enterobacterias betalactamasa de espectro
extendido (BLEE) es un reflejo del uso inadecuado de antibiéticos, de ahi que
conocer objetivamente y determinar si es estadisticamente significativo el
incremento, sugiere que existe un uso inadecuado de antibioticos, por lo que sienta
las bases para proponer estrategias para reducir la resistencia antimicrobiana.

Econdmica: El adecuado uso de antibidticos a nivel nosocomial, impacta de manera
positiva en la mejoria del paciente y por tanto en la reduccion en las estancias
prolongadas y aunque no es el objetivo de este estudio, medir la disminucién en los
costos por hospitalizacion es de esperarse que la reduccién en la estancia
prolongada disminuya finalmente los costos hospitalarios.

Académica: Obtener el grado de especialista en Medicina Interna.
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5.- HIPOTESIS

H1.- Existe un incremento estadisticamente significativo en la presencia de
enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido en hemocultivo y
urocultivo tomados durante el 2012, 2013 y 2014 en Hospital Central Norte de
PEMEX

Ho.- No existe un incremento estadisticamente significativo en la presencia de
enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido en hemocultivo y

urocultivo tomados durante el 2012, 2013 y 2014 en Hospital Central Norte de
PEMEX

6.- OBJETIVOS

Obijetivo principal:

Comparar la presencia en urocultivo y hemocultivo de enterobacterias
betalactamasa de espectro extendido (BLEE), en los afios 2012, 2013 y 2014, en
el hospital central norte de PEMEX, para determinar si hay un incremento
estadisticamente significativo durante los afios previamente citados.

Objetivos especificos:

Identificar las 3 enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
mas frecuentemente aisladas.

Analizar la distribucién de enterobacterias BLEE por origen de cultivo.

7.- MATERIAL Y METODOS
7.1 Diseno:

Observacional analitico, Trasversal, Retrospectivo.
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7.2 Operacionalizacion de variables:

Enterobacterias Cualitativa Desarrollo

de

enterobacterias

nominal

en urocultivo o
hemocultivo
Betalactamasa de Cualitativa Reporte de
espectro nominal urocultivo o
extendido hemocultivo con
la presencia de
BLEE en

antibiogramas.

Bacterias que
pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae.-
bacilos Gram
negativas, por lo
general de 1-3 ym de
largo y 0,5 pm de
diametro.
Caracteristicas tipicas
y distintivas de las
enterobacterias Son
anaerobios
facultativos Reducen
los nitratos a nitritos
(con algunas
excepciones) No
licuan el alginato
Fermentan la glucosa
a acido con
producciéon de gas o
sin ella Son oxidasa-
negativos, a excepcion
de Plesiomonas
Producen catalasa La
mayoria son mdviles

(con flagelos
peritricos) No
formadores de
esporas

Enzimas capaces de
hidrolizar las
penicilinas, todas las
cefalosporinas (menos
las cefamicinas) y las
monobactamas, pero
no las carbapenemas

Genero:
Escherichia
Klebsiella
Enterobacter
Serratia
Citrobacter
Yersinia
Proteus

Morganella

1.- Si
2.-No
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7.3 Universo de trabajo y muestra:

El universo de este estudio se conformd por las enterobacterias reportadas en
hemocultivos y urocultivos en el Hospital Central Norte de Petréleos Mexicanos
durante los anos 2012, 2013 y 2014.

El universo fue de 4134 Urocultivos y 124 hemocultivos.

Muestra:
Se trabajo con una muestra representativa, probabilistica.

Se revisaron un total de 1019 cultivos, los cuales se separaron por sitio de cultivo y
ano.

7.4 Instrumento de investigacion

Se utilizé una cedula como herramienta de recoleccion de datos, empleando Excel
2013 de Microsoft Office. Donde se recabaron los cultivos por ficha, codificacion,
empresa, nhombre, fecha de toma, clave de estudio, desarrollo (enterobacteria
reportada) y la presencia de betalactamasa de espectro extendido o su ausencia
codificada con 1 o 2 respectivamente y segun corresponda, en hojas por separado
para hemocultivo y urocultivo (Anexo 1y 2).

Se define como herramienta de recoleccion de datos a cualquier recurso de que
pueda valerse el investigador para acercarse a los fendmenos y extraer de ellos
informacion relevante para su investigacion. Habitualmente el instrumento sintetiza
en si toda la labor previa de la investigacion, resume los aportes del marco tedrico
al hacer una seleccion datos que corresponde a los indicadores, y por lo tanto a las
variables.

Criterios de inclusion:

Se incluyen los urocultivos y hemocultivos reportados en los afios 2012, 2013 y
2014 con desarrollo de enterobacterias.

Criterios de exclusion:

Cultivos con desarrollo polibacteriano.
Cultivos reportados como contaminados.

Cultivos en los que no se reporte antibiograma.
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7.5 Desarrollo del proyecto

Posterior a la recoleccion de los datos bajo los criterios de inclusion y exclusion
determinando de esta forma nuestro universo y la muestra a analizar.

Las muestras adquiridas por hemocultivo y urocultivo fueron procesadas en el
laboratorio de microbiologia, bajo apego a los estandares de Comité Nacional de
Normas de Laboratorios Clinicos (NCCLS). Posteriormente al inocular las
secreciones e incubarlas se procede a la lectura a través de los paneles de
MicroScan ® los cuales fueron disefiados para la determinacion de la sensibilidad
de antimicrobianos y/o la identificacion en el nivel de especie de bacilos Gram
negativos aerobios y anaerobios.

Para la identificacion de los bacilos Gram negativos fermentadores y no
fermentadores se realizan pruebas convencionales y cromogénicas. La
identificacion se basa en la deteccidon de cambios de pH, la utilizacion del sustrato
y el crecimiento en presencia de antimicrobianos después de 16 a 42 horas de
incubacion a 35°C. Los paneles que contienen ceftazidima, aztreonam, cefotaxima
o ceftriaxona a 1ug/ml o cefpodoxima a 1 o0 4 pg/ml pueden utilizarse para detectar
la presencia de cepas de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca o Klebsiella
pneumoniae con sospecha de que producen betalactamasas de espectro extendido.
En el caso de las cepas por Proteus Mirabilis solo deberan utilizarse paneles con
ceftazidima, cefotaxima y cefpodoxima. Para la confirmacién de presencia de
BLEEs deberan utilizarse los que contienen Ceftazidima/acido clavulanico o
cefotaxima/ acido clavulanico. La prueba se considerara como positiva cuando se
observa una disminucion superior o igual a 3 diluciones dobles progresivas en la
CIM de los microorganismos sospechosos frente a la ceftazidima o cefotaxima en
presencia de una concentracion fija de acido clavulanico frente a la CIM obtenida
cuando los antimicrobianos son probados por si solos.

Se realiz6 el procesamiento y el analisis estadistico de los datos con el apoyo de
Excel y R (software estadistico). Asi mismo se llevd a cabo la redaccion de la tesis
durante el ultimo periodo con apoyo de Microsoft Word recabando la bibliografia a
través de Google, Clinical key, Science directy Pub Med.

7.6 Limite de tiempo y espacio

La preparacion de esta tesis se llevo a cabo en las instalaciones del Hospital Central
Norte de Pemex utilizando para la obtencion de los datos el SIAH (sistema integral
de administracion hospitalaria).

Se revisaron todos los urocultivos y hemocultivos reportados en el periodo que
comprende 1° de Enero del 2012 al 31 de Diciembre del 2014.
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7.7 Cronograma

FECHA DE INICIO

1. ° De Mayo de 2015

FECHA DE TERMINO

Julio 2015
Periodo en.- Meses
1121314 (516 (718 (9 (111 |1 11111 /1 1112 2 12
Ejecucion X
Analisis X [X
Preparacion X
de la
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8.- IMPLICACIONES ETICAS

Esta tesis es un estudio sin conflicto de interés y de no intervencion. Se llevo a cabo
bajo los principios basicos de la declaracion de Helsinki la cual fue promulgada por
la Asociacion Médica Mundial (AMM) como una propuesta de principios éticos para
investigacion médica en seres humanos, incluida la investigaciéon del material
humano y de informacion identificables.
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9.- RESULTADOS

Se revisaron 1019 cultivos.- 120 corresponden a hemocultivos y 899 a urocultivos:

Hemocultivos.-

Enel 2012, son 37, de estos 18 (48.65%), fueron BLEE [16 (88%) Escherichia
coliy 2 (12%) Serratia marcescens] y 19 (51.35%) NO BLEE [17 (90%) Escherichia
coli, 1 (5%) Klebsiella pneumoniae y 1(5%) Serratia marcescens];

Hemocultivos 2012

Hemacu Itiva. 2012 HemOCUItiVOS 2012
MBLEE
[MNO BLEE = BLEE = NO BLEE

TOTAL ESCHERICHIA KLEBSIELLA  SERRATIA
COLlI PNEUMONIAE MARCESCENS
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En el 2013, son 24, de estos 17 (70.83%) fueron BLEE [15 (88%) Escherichia
coliy 2 (12%) Klebsiella pneumoniae] y 7 (29.17%) NO BLEE [6 (86%) Escherichia
coliy 1 (6%) Klebsiella pneumoniae];

Hemocultivos 2013 Hemocultivos 2013

Hemocultive. 2013

=|3(L3E:|_EE =BLEE m=BLEE

B
17
2
TOTAL ESCHERICHIA COLI KLEBSIELLA

PNEUMONIAE

En el 2014, son 59, de estos 35 (59.32%) fueron BLEE [31 (88%) Escherichia
coli y 4 (12%) Klebsiella pneumoniae] y 24 (40.68%) NO BLEE [12 (50%)
Escherichia coliy 2 (8%) Klebsiella pneumoniae, 2 (8%) Klebsiella oxytoca y 8 (34%)
Enterobacter cloacae].

B Hemocultivos 2014
=35EBELEE = BLEE =NO BLEE
B
j ﬁ —7— |8 B
4 v s o
S & @ &
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Urocultivos.-

En el 2012, son 314, de estos 87 (27.71%), fueron BLEE [80 (92%)
Escherichia coli, 2 (2.3%) Klebsiella pneumoniae, 1 (1.15%) Klebsiella oxytoca, 1
(1.15%) Serratia marcescens, 1 (1.15%) Citrobacter freundii, 1 (1.15%) Proteus
mirabilis, 1 (1.15%) Morganella morganii] y 227 (72.29%) NO BLEE [194 (85%)
Escherichia coli, 15 (6%) Klebsiella pneumoniae, 1 (0.4%) Klebsiella oxytoca, 3
(1.4%) Serratia marcescens, 3 (1.4%) Citrobacter freundii, 8 (3.5%) Proteus
mirabilis, 2 (0.8%) Morganella morganii y 1 (0.4% Yersinia enterocolitical;

UROCULTIVO 2012 Urocultivo 2012

Uroculive 2012

MBLEE
Eno BLEE = BLEE =NO BLEE

En el 2013, son 296, de estos 79 (26.69%) fueron BLEE [75 (95%)
Escherichia coli y 2 (2.5%) Klebsiella pneumoniae y 2 (2.5%) Proteus mirabilis] y
217 (73.31%) NO BLEE [185 (85%) Escherichia coli, 9 (4%) Klebsiella pneumoniae,
1(0.5%) Klebsiella ozaenae, 3 (1.5%) Klebsiella oxytoca, 1 (0.5%) Klebsiella
ornithinolytica, 2 (1%) Serratia marcescens, 1 (0.5%) Citrobacter koseri, 2 (1%)
Citrobacter freundii, 3 (1.5%) Proteus vulgaris, 6 (2.7%) Proteus mirabilis, 1 (0.5%)
Morganella morganiiy 3 (1.5%) Yersinia enterocolitica];

UROCULTIVO 2013

Ursvo 2013 Urocultivos 2013
MeLEE
EINo BLEE mBLEE = NO BLEE

%ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ?

®
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& F T F L & & I
> & <& & F € F & & &
& or O & © o S AR\ e
B ¢ & ¢ SERCERRRE (o
) S ) N
\ & ° &>

+

33




En el 2014, son 289, de estos 95 (32.87%) fueron BLEE [91 (96%)
Escherichia coli, 2 (2%) Klebsiella pneumoniae, 1 (1%) Serratia marcescens, 1 (1%)
Citrobacter amalonaticus] y 194 (67.13%) NO BLEE [169 (87%) Escherichia coli, 14
(7.2%) Klebsiella pneumoniae, 1 (0.5%) Klebsiella oxytoca, 2 (1%) Citrobacter
freundii, 1(0.5%) Proteus vulgaris, 2 (1%) Proteus mirabilis, y 5 (2.5%) Morganella
morganii].

UROCLTIVOS 2014 Urocultivo 2014

Unocultive. 2014

MeLeEE
Elno BLEE

#BLEE =NO BLEE

9.1 Analisis estadistico

Se compararon variables categoricas mediante R (software estadistico), utilizando
Chi-cuadrado de Pearson con correccion de continuidad de Yates, estableciendo
una p significativa si es <0.05. Obteniendo para hemocultivos una p= 0.1273 (X-
squared = 2.3246, df = 1, p-value = 0.1273); y para los urocultivos una p = 0.2366
(X-squared = 1.4008, df = 1, p-value = 0.2366). No siendo significativo en ninguno
de los casos.
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10.- DISCUSION

Como ya se comentd, de acuerdo con la organizacién mundial de la salud, la
resistencia antimicrobiana constituye en la actualidad un problema de salud publica
que nos afecta globalmente, por lo que es imperioso establecer estrategias de
contenciodn, para evitar tanto la diseminacion de enterobacterias multirresistentes
cOomo generar nuevas resistencias.

En este estudio se encontrd un porcentaje de enterobacterias productoras BLEE en
hemocultivos de 48.65%, 70.83% y 59.32% para los afos 2012, 2013 y 2014
respectivamente, y aunque no hubo un incremento estadisticamente significativo en
el comportamiento a través de los afios (p= 0.1273) el porcentaje contrasta
radicalmente con el 5-8% en Corea, Japon, Malasia y Singapur, e incluso es
superior a las series reportados en paises de américa latina del 30 a 60% en Brasil,
Colombia y Venezuela (3).

En cuanto a los urocultivos se reporta en este estudio enterobacterias productoras
de BLEE de 27.71%, 26.69% y 32.87% en los afos 2012, 2013 y 2014
respectivamente, con un aparente incremento, sin embargo no resulto con
significancia estadistica (p=0.2366). La literatura es bastante variable en cuanto al
porcentaje de desarrollo de enterobacterias BLEE tomadas de urocultivo, oscilando
del 8% hasta 30%.

En la distribucién de frecuencias, el germen mas frecuentemente aislado para
hemocultivos fue Escherichia coli donde el 88% de las enterobacterias productoras
de BLEE corresponde con este patdgeno. En contraste con gran parte de la
literatura donde Klebsiella pneumoniae es el patégeno productor de BLEE mas
frecuentemente aislados en hemocultivos. En el estudio SENTRY se reporta a
América Latina, con uno de los porcentajes mas altos de desarrollo de Klebsiella
pneumoniae productora de BLEE siendo de hasta el 45%. En comparacién a esto,
mi estudio no reportd desarrollo de Klebsiella BLEE en el 2012, mientras que en el
2013 y 2014 se encontré en el 12% de las enterobacterias productoras de BLEE. El
tercer patogeno reportado en hemocultivos con produccion de BLEE fue Serratia
marcescens representando el 12% en ese afio, en 2013 y 2014, solo hubo de
desarrollo de Escherichia coli y Klebsiella.

En cuanto a los urocultivos, hubo concordancia con la literatura general ya que
Escherichia coli continua siendo el principal patdgeno causante de infeccion de vias
urinarias, por lo que no sorprende que de las 87 BLEE encontradas (27.71%), 80
(92%) corresponden a Escherichia coli. En cuanto al porcentaje de BLEE concuerda
con otros estudios donde se encontré en 29.5%(8). El segundo patégeno mas
frecuentemente encontrado en urocultivos fue Klebsiella pneumoniae la cual en
agrupacion con otras especies de Klebsiella representan 4.6% para el afio 2012,
para el 2013 hubo desarrollo de Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis en el 2.5
% para ambos casos. Y en el 2014 Klebsiella pneumoniae representa el 2% de los
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casos mientras que Serratia marcescens y Citrobacter amalonaticus ocupan el
tercer lugar de frecuencia ambas con un 1%.

En comparacion con la literatura mexicana en el hospital civil de Guadalajara se
reporta a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae productores de BLEE en el 16.3%
y 26.9% respectivamente. Mientras que en el hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” en Monterrey 35.9% de Klebsiella pneumoniae, 35.6 % de
Enterobacter cloacae, 30 % de Escherichia coliy 20.5 % de Serratia marcescens
resultaron productoras de betalactamasa de espectro extendido (9, 10).

36




11.- CONCLUSION

Pese a la percepcion subjetiva que observe en el incremento de betalactamasas
de espectro extendido en el Hospital Central Norte de PEMEX y tras apegarse al
método cientifico, no hubo significancia estadistica para ninguno de los casos ni
para hemocultivos ni para urocultivos en su incremento a través de los anos. Por lo
que se rechaza la hipoétesis alterna y se acepta la hipdtesis nula. Sin embargo se
deja en evidencia un alto porcentaje de desarrollo de BLEE en hemocultivos el cual
es alarmante ya que se reporté hasta el 70.83% en uno de los afios.

Es importante recalcar que el antecedente mas importante reconocido para el
desarrollo de betalactamasas de espectro extendido es el uso previo de
cefalosporinas de tercera generacion, recordando que en nuestro medio hospitalario
es uno de los antibiéticos mayormente utilizados, lo que quiere decir, que en base
a estos resultados y bajo un supuesto, que al menos en el aino 2013 de 100
pacientes que cursaran con bacteriemia secundaria a una enterobacteria y 70 de
estos recibieran tratamiento a base de ceftriaxona, no les seria efectivo, eso sin
considerar que existen otros mecanismos que confieren resistencia a
cefalosporinas como el ampC que no fueron medidos en este estudio. Por lo que es
importante ser consciente de la frecuencia tan alta de resistencia a cefalosporinas
al momento de prescribir antimicrobianos. Y continuar con estricto apego al comité
de uso de antimicrobianos.

Es necesario contar con mas estudios en este hospital para establecer la frecuencia
de enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido, realizar ademas
caracterizacion molecular ya que esto aporta informacion valiosa para el control de
brotes o contrarrestar su frecuencia de por si elevada. Por ejemplo al hacer
caracterizacion molecular se puede identificar si se trata de un clon de la misma
bacteria y de ser asi, es probable que el problema esté en la sanitacion de las
areas criticas, por colonizacién del lugar o la trasferencia de paciente a paciente,
como principal vector el personal de salud.

Por lo que aun y cuando no hay un incremento con significancia estadistica a través
de los afos medidos, la cantidad de enterobacterias productoras de BLEE es alta
tanto para hemocultivos como para urocultivos, por lo que hay que reconsiderar las
medidas para la contencidn de este problema de salud, asi como su constante
reevaluacion.
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11.1 Recomendaciones

Las recomendaciones generales son de capital importancia y ya son ampliamente
difundidas en el hospital, como el lavado de manos en todo el personal en contacto
con los pacientes y en los momentos indicados por la secretaria de salud y la
organizacion mundial de la salud.

La seleccién de antibidticos en base a las frecuencias de los principales patégenos
causales y su patron de resistencia en este nosocomio debe de conocerse y ser
ampliamente difundidas en todos los sectores donde se prescriban antimicrobianos.
Asi mismo es necesario continuar generando informacion acerca de dichos
patrones de resistencia.

Otra recomendacion es el desescalamiento antimicrobiano o ajuste de terapia en
cuanto se cuente con resultados de cultivos, optando por el antimicrobiano de
menor espectro que muestre sensibilidad y no por el de mayor espectro aun cuando
también muestre sensibilidad.

Sugiero que el comité de antimicrobianos considere la restriccion de cefalosporinas
de tercera generacion o se realicen estudios prospectivos para evaluar el impacto
real de la restriccion de cefalosporinas ya que Rahel et al (80) encontré que una
reduccion del 80 % en el uso de cefalosporina en todo el hospital durante un periodo
de 2 anos resulté en una reduccién del 44 % de Klebsiella resistente a ceftazidima
en el hospital y una reduccién del 88 % en la unidad de cuidados intensivos
quirurgicos. Sin embargo en otro estudio en 2004 Elisabeth Meyer et al. (81)
Utilizaron piperacilina tazobactam como terapia estandar en peritonitis, para
favorecer la reduccion de cefalosporinas de tercera generacién durante 30 meses,
sin encontrar impacto positivo en la situacion de la resistencia en la unidad de
cuidados intensivos, pero si sugieren una presion de resistencia selectiva por el uso
de piperacilina tazobactam. Por lo que es necesario continuar con estudios.
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