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RESUMEN

El presente trabajo de investigacidén tiene como objetivo principal, identificar y determinar los
mecanismos de resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de
muestras clinicas en pacientes ambulatorios del Hospital “Manuel Ygnacio Monteros”
durante el periodo agosto-septiembre 2013.

Se realizé un estudio descriptivo-prospectivo, con un enfoque cuantitativo de 78 muestras
recolectadas; la identificacion de las cepas implicadas se consiguié por pruebas bioquimicas
para caracterizacion de Gram negativos. El criterio de seleccion para determinar resistencia
fue realizado con las cepas que presentaron susceptibilidad disminuida a cefalosporinas de
tercera generacion, y a carbapenémicos. El porcentaje de resistencia fue medido por el
programa WHONET 5.6. La presencia de los mecanismos de resistencia de interés,
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), AmpC, y carbapenemasas, se midieron
mediante las técnicas recomendadas por el CLSI (Clinical and Laboratory Standart Institute).
Del total de las muestras analizadas, el 86% pertenecieron a urocultivos, la especie
implicada con mayor frecuencia fue Escherichia coli con un 82%. Se reportdé Unicamente en
cultivos de orina; BLEE en un 19%, AmpC 4% y carbapenemasas 1%. Los resultados
obtenidos revelan un indice considerable de prevalencia de BLEE en las infecciones

urinarias comunitarias.

PALABRAS CLAVE: bacilos Gram negativos, paciente ambulatorio, resistencia bacteriana,

betalactamasas.



ABSTRACT

The present investigation work, has as main objective to identify and determine the
mechanisms of bacterial resistance in Gram negative bacilli from isolated cultures of clinic
samples in outpatients of the "Manuel Ygnacio Monteros' Hospital in the August-September
2013.

A descriptive-prospective study with a quantitative approach of 78 samples collected; the
identification of the bacterial strains involved was performed by biochemical tests for
characterization of Gram-negative. The criterion for determining resistance was conducted
with strains that showed reduced susceptibility third generation cephalosporins, and
carbapenems. The resistance percentage was measured by the WHONET 5.6 program. The
presence of the resistance mechanisms of interest, extended-spectrum beta-lactamases
(ESBLs), AmpC, and carbapenemase were measured by means recommended by the CLSI
(Clinical and Laboratory Standart Institute) techniques.

Of all the samples analyzed, 86% were urine cultures, the species most frequently involved
was Escherichia coli with 82%.The production of beta-lactamases was reported only in urine
cultures; ESBL with 19%, AmpC 4% and carbapenemase with 1%. The results show a

significant prevalence rate of ESBL in community urinary tract infections.

KEYWORDS: Gram-negative bacilli, outpatient, bacterial resistance, beta-lactamase.



INTRODUCCION

La capacidad de las bacterias para eludir el efecto de los antibi6ticos es inagotable; y, se ha
convertido en un serio problema de salud mundial, teniendo como principales
consecuencias, el fracaso de la terapia antimicrobiana, aumento de la morbilidad, mortalidad
y en los costos de atencion médica; se estima que son billones de délares los que
anualmente se gastan como resultado de dicha resistencia, con una prevalencia sobre todo
en infecciones causadas por bacterias Gram negativas; causando el porcentaje mayoritario
de bacterias multirresistentes a nivel mundial, sobrepasando la barrera nosocomial para
afectar también a la comunidad. Las bacterias Gram negativas que causan infecciones
extrahospitalarias de importancia clinica son fundamentalmente de Ila familia
Enterobacteriaceae y bacilos Gram negativos no fermentadores (Sussmann, Mattos, &
Restrepo, 2011; Martinez & Calvo, 2010; Casellas, 2011).

La Infectious Diseases Society of America (IDSA) publicé, en el afio 2006, una lista negra
sobre los microorganismos mas peligrosos que tenemos entre manos; y frente a ello, en los
tltimos afios se fueron agregando mas de 200 compuestos antibidticos, entre ellos los
denominados  “betalactamicos” (penicilinas, cefalosporinas,  monobactamicos vy
carbapenémicos), que, son farmacos que por su vasta distribucién y escasa toxicidad han
sido considerados como idéneos en el tratamiento de infecciones por bacilos Gram
negativos, lo cual hizo presuponer, que las enfermedades infecciosas terminarian siendo
dominadas. Sin embargo, actualmente el panorama no es tan prometedor, pues los indices
de resistencia a los mismos es cada vez mayor, debido a los potentes mecanismos de
resistencia originados. (Suarez & Gudiol, 2009; Hart & Espinosa, 2008).

Sumado a ello, la OMS, estima que mas de la mitad de los medicamentos son prescritos,
dispensados o vendidos inapropiadamente; y la mitad de todos los pacientes fallan en tomar
tales medicamentos correctamente, de tal manera que son todos factores de riesgo para
crear resistencia (WHO, 2010).

El mecanismo de importancia clinica, por inactivar los betalactamicos, radica principalmente
en la produccion de enzimas denominadas betalactamasas; que hidrolizan el anillo
betalactamico de los mismos, quedando fuera de ejercer alguna accién terapéutica. Los
tipos de betalactamasas producidas pueden ser de espectro extendido (BLEE),
betalactamasas AmpC y carbapenemasas, capaces de dejarnos desprovistos del arsenal
terapéutico actual (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014).

En nuestro pais, la Red Nacional de Resistencia Bacteriana, tiene por objeto conocer los
patrones de resistencia de varios hospitales para mejorar la calidad de los laboratorios y

otorgar una base para mejorar la efectividad de las terapias antimicrobianas, dicho objetivo



no ha podido llevarse a cabo debido a que son pocas las investigaciones existentes sobre
este tema tanto a nivel regional como nacional (Gonzaga, 2010).

De la misma manera, son escasos los estudios que determinan los indices de produccion de
betalactamasas, en las infecciones extrahospitalarias, porque han sido tratadas, la mayoria
de veces de forma empirica, y el hecho resulta un poco absurdo sabiendo del crecimiento
exponencial de resistencia, y de la minoria de aparicion de nuevos farmacos.

Expuesto todo ello, el proposito del presente trabajo de investigacion, es determinar la
resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de muestras clinicas
en pacientes ambulatorios; para ello, se centrd en tres fines especificos; la determinacién de
la especie mas frecuente, la determinacién de los patrones de resistencia, y finalmente la
determinacion del mecanismo de resistencia de interés, en las muestras clinicas del Hospital
Manuel Ygnacio Monteros, por ser una de las entidades de salud con mas demanda de
infecciones asociadas a Gram negativos por parte de la comunidad.

El fin propuesto, se llevo a cabo siguiendo la metodologia establecida por el CLSI (Clinical
and Laboratory Standart Institute, 2012). Para la determinacion de BLEE, se utiliz6 los
métodos de sinergia de doble disco y discos combinados con inhibidor. La determinacion de
betalactamasas de tipo AmpC mediante aproximacion de discos (AmpC inducible) y sinergia
de doble disco (AmpC constitutiva) y para la determinacion de carbapenemasas, el test de
Hodge modificado.

Los resultados obtenidos permitieron estimar la realidad de la resistencia bacteriana de una
forma mas cercana, siendo el 24% de las muestras aisladas productoras de BLEE, vy la
especie Escherichia coli, la mas implicada en los procesos infecciosos de los pacientes

ambulatorios.
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1.1. Paciente Ambulatorio

Se define como “paciente ambulatorio”, al paciente que visita un establecimiento de atencion
de salud por razones de diagndstico o tratamiento sin pasar la noche en el mismo. A veces,
se llama paciente de dia o paciente diurno (NCI, 2009).

Mas especificamente, es el paciente que no ha sido internado dentro de un hospital o centro
médico y que ingreso infectado, es decir, que desarrollé la afeccion fuera del hospital
(infecciones extrahospitalarias), a diferencia de las infecciones intrahospitalarias, que son
adquiridas y desarrolladas en pacientes internados por alguna otra dolencia (NIH, 2011).

Las infecciones extrahospitalarias cominmente son debidas a bacterias del tipo bacilos
Gram negativos (OMS, 2010).

1.2. Bacilos Gram negativos

El término bacilo se usa para describir cualquier bacteria con forma de barra o vara, y puede
encontrarse en muchos grupos taxondmicos diferentes a las bacterias, la palabra Bacillus,
por su parte, hace referencia a un género especifico de bacteria y la calificacion “Gram
negativo” se debe a que no fijan el violeta de genciana en su membrana (EcuRed, 2014).
Todas las bacterias poseen una membrana celular interna, pero las bacterias Gram
negativas se caracterizan por la presencia de una membrana mas, una membrana externa
de lipopolisacarido (peptidoglicano) que es la que no permite que el colorante entre y tifia a
la bacteria, a diferencia de los Gram positivos, que fijan el violeta de genciana (tinciéon de
Gram) en la pared celular porque carecen de ésta capa de lipopolisacarido.

Por supuesto, ésta doble membrana evita también la entrada de cuerpos extrafios, entre
ellos ciertos farmacos y antibidticos a la célula, lo que explica parcialmente por qué suelen
ser mas resistentes a los antibiéticos que las bacterias Gram positivas.

Otra caracteristica a mas de la membrana de péptidoglicano importante en los Gram
negativos es su propiedad para intercambiar material genético (ADN) entre variedades de la
misma especie e incluso entre especies diferentes, lo que significa que si una bacteria Gram
negativa desarrolla mecanismos de defensa a un antibiético, esa bacteria més tarde puede
compartir su ADN con otro tipo de bacterias y éstas también pueden desarrollar los mismo
mecanismos (MSD, 2013).

Cuando los Gram negativos infectan las células, los mecanismos de defensa del ser

humano comprenden:



Integridad de las barreras anatomicas

e Presencia de anticuerpos normales en el suero contra el antigeno O de los bacilos
Gram (-)

e Fagocitosis mediada por granulocitos.

o Complemento (poder bactericida suero) que se puede activar por via alterna, éste
ultimo mecanismo, sélo sensibiliza a los bacilos Gram negativos que no poseen
capsula (sélo antigeno o somatico de superficie), pues se sabe que existen bacilos
Gram negativos que poseen cépsula (con antigeno K) y que son los mas virulentos
por ser resistentes a este mecanismo de defensa, y el complemento sélo puede
actuar sobre ellos en presencia de anticuerpos especificos (Ossa, 2011).

Las infecciones de importancia clinica causadas por bacilos Gram negativos en su mayoria
de los casos hacen referencia a bacilos Gram negativos de tipo Enterobacterias y no
fermentadores: Pseudomonas y Acinetobacter principalmente, por ser los gérmenes mas

comunes y multiresistentes (Vila & Francesc , 2010).

1.2.1. Enterobacterias (fermentadores de glucosa).

Esta familia comprende un nimero muy variado de géneros y especies bacterianas cuyo
habitat natural es el tubo digestivo del hombre, no son patégenos primarios, pero su
presencia en otras zonas del organismo producen infecciones basicamente en 4
localizaciones: infecciones biliares, infecciones a partir de una lesion del intestino,
infecciones ginecoldgicas y urinarias (Ossa, 2011).

Como su nombre lo indica son bacterias que se caracterizan por fermentar y oxidar la
glucosa como fuente de carbono para vivir, reducen los nitratos a nitritos y se desarrollan
rapidamente en medios simples, no siendo exigentes desde el punto de vista nutricional
(Algorta, 2011).

Las infecciones extrahospitalarias mas comunes por enterobacterias en América Latina son
producidas por Escherichia coli, Klebsiella spp, y Proteus mirabilis (Salas, Setas, & Mazoén,
2006).

1.2.1.1. Escherichia coli.

Constituye el microorganismo mas prevalente de esta familia, y es la especie dominante de
la flora aerobia del tubo digestivo, mas de 10 serotipos coexisten normalmente en el mismo

individuo. Son estas mismas bacterias integrantes de la flora normal las que pueden causar



en diversas circunstancias infecciones no solo intestinales sino también, extraintestinales
como: urinarias, septicemias, meningitis etc. El poseer determinadas caracteristicas
antigénicas, como el antigeno de envoltura K, que ya se mencion6 anteriormente, daria a
este germen potencialidades invasivas (Algorta, 2011).

Ademas poseen la habilidad de transmitir su ADN, lo que les confiere una mayor capacidad
de evolucionar y hacerse fuertes, por asi decirlo.

Se estima que mas del 80% de las infecciones del tracto urinario adquiridas en la comunidad

son ocasionadas por Escherichia coli (Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2009).

1.2.1.2. Klebsiella spp.

Son bacilos Gram negativos inmdviles, a menudo capsulados. La capsula es de naturaleza
polisacaridica. Abundan en el ambiente y colonizan las superficies mucosas de los
mamiferos. En seres humanos sanos: 5 - 35% en colon y 1 - 5% en bucofaringe. Se
adquiere principalmente por contacto entre personas. Produce infecciones extraintestinales
similares a las causadas por Eschechiria coli; la incidencia por Klebsiella es menor, a
excepcion de las infecciones del aparato respiratorio. La especia de mayor importancia es
Klebsiella pneumoniae ya que produce un alto indice de infecciones adquiridas en la
comunidad, y también intrahospitalariamente (Ossa, 2011).

Klebsiella pneumoniae, tiene como caracteristica natural, ser insensible a los efecto de la
penicilina y como caracteristica evolutiva crear mecanismos de defensa contra los farmacos
mas fuertes descritos hasta hoy (Nordmann, Cuzon, & Naas, 2009).

La neumonia por Klebsiella pneumoniae es la mas frecuente de las infecciones adquiridas

en la comunidad causadas por gérmenes Gram negativos (Salas, Setas, & Mazén, 2006).

1.2.1.3. Proteus spp.

A diferencia del género Klebsiella, éstos organismos poseen una movilidad extrema que les
permite invadir los medios sélidos bajo forma de "hauch".

La especie mas importante es Proteus mirabilis que causa el 90% de las bacteriemias y un
gran numero de Infecciones de la comunidad, produciendo infecciones extraintestinales

fundamentalmente a nivel de las vias urinarias (Ossa, 2011).

1.2.1.4. Enterobacter spp.



Las cepas de Enterobacter suelen colonizar a los pacientes hospitalizados, o0 a pacientes
que en particular han sido tratados ya con antibi6ticos, y han sido asociados con infecciones
de quemaduras, de heridas, de las vias respiratorias y del tracto urinario (Puerta & Mateos,
2010).

1.2.2. Bacilos no fermentadores de glucosa.

Con el término de bacilos Gram negativos no fermentadores se designa un grupo
heterogéneo de microorganismos incapaces de fermentar diversos hidratos de carbono,
entre ellos la glucosa. La mayoria de ellos son aerobios estrictos y abundan en reservorios
naturales como el suelo y agua, formando también parte de la microbiota normal del
hombre. Muchos de ellos se comportan como patégenos oportunistas y pueden causar
infecciones graves en el hombre. Los mas importantes desde el punto de vista clinico son:
Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. (Vila & Francesc, 2010).

1.2.2.1. Pseudomonas spp.

De las numerosas especies de Pseudomonas, Pseudomonas. aeruginosa es la mas
importante por su frecuencia en la patologia humana, capaz de sobrepasar las barreras
intrahospitalarias. Son muy moviles, lo cual favorece su capacidad de invadir el tracto
respiratorio y las vias urinarias, produce exotoxinas citotoxicas, es sumamente adherente y
forma biopeliculas densas (Casellas, 2011).

Entre las proteinas que intervienen en la infeccibon de Pseudomona. aeruginosa se
encuentran toxinas, como las exotoxinas A 'y S, asi como enzimas hidroliticas que degradan
las membranas y el tejido conectivo de diversos érganos. Esta situacion se ve agravada por
la dificultad para tratar las infecciones por Pseudomona. aeruginosa, ya que esta bacteria
presenta una alta resistencia natural a distintos antimicrobianos y desinfectantes (Malbran,
2010).

1.2.2.2. Acinetobacter spp.

Sin duda alguna, Acinetobacter. baumannii es la especie aislada con mas frecuencia y con
mayor importancia clinica, ademéas de ser de manera significativa la especie mas resistente
a los antibiéticos (Vila & Francesc, 2010).

A diferencia de Pseudomona aeruginosa, son inmdviles, poseen limitados factores de

adherencia, tienen una pobre dotacion de exotoxinas y el lipido A de su LPS (endotoxina) de
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la membrana externa no es tan agresivo (Casellas, 2011). Los Acinetobacter pueden
provocar infecciones purulentas en casi cualquier érgano del cuerpo y si bien estas bacterias
se consideran oportunistas en el ambito hospitalario, hay cada vez mas casos de
infecciones adquiridas en la comunidad (Ferrero, 2005).

Los lugares de infeccién frecuente son el aparato respiratorio y dispositivos intravasculares;
ocasionalmente puede colonizar las vias urinarias después de colocar una sonda, areas

quirdrgicas, zonas de quemadura canulas biliares, y senos paranasales (Algorta, 2011).

1.3. Antibi6ticos betalactamicos

Se entiende por “antibidticos” a las sustancias naturales, sintéticas o semi-sintéticas,
capaces de inducir la muerte o la detencién del crecimiento bacteriano, debido a sus
diferentes comportamientos farmacocinético y farmacodinamico (Seija & Vignoli, 2009).

Se ha escogido mencionar a los antibiéticos betalactdmicos, porque constituyen la familia
mas numerosa de antibibticos y la mas utilizada en la practica clinica para las infecciones
causadas por bacilos Gram negativos, debido a su buena distribucién y escasa toxicidad.

El mecanismo de accidn de todos los betalactdmicos es inhibir la sintesis de la pared celular
externa de los bacilos Gram negativos, produciendo la muerte de la bacteria, ya que la
pared protege a la bacteria del medio externo.

Segun el espectro, se dividen en cinco grupos: penicilinas, monobactamicos, cefalosporinas,
carbapenémicos y betalactamicos asociados a los inhibidores (Tabla 1) (Suarez & Gudiol,
2009).

1.3.1. Penicilinas.

Las penicilinas fueron los primeros betalactdmicos en descubrirse, y también los de menor
espectro en la actualidad (Suarez & Gudiol, 2009).

Pueden ser de origen natural (producidos por Penicillum spp.) y semisintético. Contienen un
nucleo constituido por &cido 6-aminopenicilanico, y las sustituciones en ésta posicion 6 del
anillo, hacen que la penicilinas difieran unas con otras induciendo modificaciones en la
actividad antibacteriana y en las propiedades farmacocinéticas. Su clasificacion es de
acuerdo al origen y su espectro de accion, siendo en éste ultimo patrén, las aminopenicilinas
las que tienen efecto sobre Escherichia coli, Proteus mirabilis y Salmonella spp. y las

carboxi y ureidopenicilinas sobre Pseudomonas spp. (Seija & Vignoli, 2009).
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1.3.2. Monobactamicos

Los monobactédmicos son derivados del &cido 3-aminomonobactamico (3-AMA). Tienen una
estructura betalactdmica sencilla con una estructura monociclica en la que el anillo
betalactamico no esta fusionado a otro secundario (Marin & Gudiol, 2003).

El “Aztreonam”, es el Unico monobactamico disponible para uso clinico, posee una excelente
actividad sobre los Gram negativos aerobios y facultativos, incluyendo a Pseudomonas spp.
(IntraMed, 2010).

1.3.3. Cefalosporinas

Son betalactamicos de origen natural (derivados de productos de la fermentacion del
Cephalosporiumacremonium).  Contienen un nucleo constituido por &cido 7-
aminocefalosporanico, que al igual que en las penicilinas, las modificaciones en las
posiciones de los enlaces del anillo, ocasionan diversos tipos de las mismas (modificaciones
en la posicion 7 del acido 7-aminocefalosporanico estan asociadas con la alteracion en su
actividad antibacteriana y sustituciones en la posicibn 3 estan asociadas con la
farmacocinética y con los parametros metabolicos del agente). Su clasificacion define
cuatro generaciones de cefalosporinas: de primera, segunda, tercera y cuarta generacién; y
todas ellas tienen efecto sobre las bacterias Gram negativas, en menor proporcién las de
primera generacion, las demas depende del grado de resistencia evolutivo que adquieran
las bacterias (Seija & Vignoli, 2009).

1.3.4. Carbapenémicos

Son una clase Unica de betalactamicos que presentan el mayor espectro de actividad
conocido dentro de este grupo de antibiéticos (Seija & Vignoli, 2009).

El anillo carbapenem es un anillo azobiciclo (condensacién de un anillo betalactamico y otro
pirrolidinico de 5 miembros. Posee en posicion 1 un atomo de carbono y un enlace no
saturado en 2 y 3), los distintos carbapenems son fruto (al igual que penicilinas y
cefalosporinas) de sustituciones en 1 y 2, siendo todos similares en cuanto espectro, se
diferencian en la actividad antimicrobiana que ejercen.

Se reconocen cuatro carbapenémicos: imipenem, meropenem, ertapenem y recientemente
el incorporado doripenem; todos indicados para bacilos Gram negativos y para positivos

también. (Fresnadillo, Garcia, Garcia, & Sanchéz, 2010).
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1.3.5. Betalactamicos asociados alos Inhibidores de betalactamasas

Los llamados inhibidores de las betalactamasas son moléculas que contienen en su
estructura un anillo betalactdmico. No tienen casi ninguna accién antibiética por si solos (con
la excepcion de sulbactam frente a Acinetobacter baumannii), pero presentan una gran
afinidad por las betalactamasas, que son enzimas producidas por las bacterias que
destruyen la actividad de determinados betalactamicos, como mecanismo e resistencia que
se verd més adelante. Los inhibidores son conocidos como inhibidores suicidas, debido a
que una vez que se unen a la enzima la destruyen pero también son destruidos por esta.
Hay tres en uso clinico: 4cido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Estos inhibidores unidos
a penicilinas o cefalosporinas recuperan la actividad perdida por éstas como consecuencia
de la produccion de betalactamasas, las mismas que deben ser susceptibles al inhibidor
para que la combinacién sea efectiva. Se encuentran disponibles: ampicilina/sulbactam,
amoxicilina/clavulanico, piperacilina/tazobactam y cefoperazona/sulbactam, la Ultima es una

cefalosporina asociada a un inhibidor (Seija & Vignoli, 2009).

Tabla 1. Clasificacion de los antibiéticos betalactamicos.

Antibidticos Betalactamicos
Penicilinas
. . Penicilina G
Bencilpenicilina ] ] o
Fenoxialquilpenicilina
Penicilina V
Aminopenicilinas Ampicilina
Amoxicilina
Carboxipenicilinas Carbenicilina
Ticarcilina
Ureidopenicilinas Azlocilina
Monobactamicos Aztreonam
Cefalosporinas
Cefazolina
_ » Cefalexina
Primera generacion _
Cefadroxilo
Cefradina
» Cefoxitina
Segunda generacion _
Cefuroxima
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Cefaclor
Cefonicid
Cefprozilo

Cefminox

Cefotaxima
» Ceftazidima
Tercera generacion )
Cefditoreno
Ceftriaxona

Cefixima

Imipenem
Carbapenémicos Meropenem

Ertapenem

Amoxicilina/Acido clavulanico
Inhibidores de los betalactamicos Ampicilina/Sulbactam
Piperazilina/Tazobactam

Fuente: Lorenzo, Moreno, Leza, Lizasoain & Portolés (2013)

1.4. Resistencia bacteriana

Cologuialmente, la resistencia es el fendmeno por el cual un microorganismo deja de verse
afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible (WHO, 2013).

Desde el punto de vista clinico se considera que una bacteria es sensible a un
antibacteriano cuando la concentracion de éste en el lugar de la infeccion es al menos 4
veces superior a la concentracion inhibitoria minima (CIM). Una concentracién por debajo de
la CIM califica a la bacteria de resistente y los valores intermedios como de moderadamente
sensibles (Chalan, 2013).

La resistencia bacteriana actualmente se ha convertido en un serio problema de salud
mundial y tiene como principales consecuencias el fracaso de la terapia antimicrobiana, el
aumento de la morbilidad y mortalidad y en los costos de la atenciobn médica (Hart &
Espinosa, 2008).

Se considera que la resistencia bacteriana se da como resultado del abuso de antibiéticos.
Se estima que mas de la mitad de los medicamentos son prescritos, dispensados o
vendidos inapropiadamente y la mitad de todos los pacientes fallan en tomar tales

medicamentos correctamente, de tal manera que las indicaciones médicas incorrectas asi
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como el uso indebido de agentes antimicrobianos, administracion, ruta, dosis y duracion del
tratamiento son todos factores de riesgo para crear resistencia (WHO, 2010).

La resistencia que presentan las bacterias Gram negativas son un grave problema de salud
en todo el mundo, ello se relaciona con la gravedad de las infecciones que pueden causar,
las dificultades para establecer un tratamiento empirico correcto, la ausencia de nuevos
antimicrobianos activos y la facilidad para la dispersion de la multirresistencia. Ademas, el
namero de infecciones comunitarias por éstas bacterias va en ascenso, algunas de las
especies de Gram negativas, cuya resistencia es mas preocupante desde el punto de vista
de la salud publica son E.coli, y Klebsiella pneumoniae, los no fermentadores: P.
aeruginosa y Acinetobacter spp. en menor cantidad, pues en su mayoria ocasionan
infecciones intrahospitalarias (Farifias & Martinez, 2013).

Los ultimos datos disponibles del afio 2008 en Ecuador reportan, que a nivel comunitario la
resistencia a cefalosporinas y penicilinas por parte de Eschechiria coli es de un 719%,
Shiguella spp. del 96% y Salmonella spp. en un 30% (Quizphe, Murray, Mufioz, Peralta, &
Calle, 2011).

1.4.1 Tipos de resistencia.

El fendmeno de resistencia tiene un sustrato intrinseco o adquirido que se expresa
fenotipicamente por mecanismos bioquimicos. De esta manera puede observarse la
resistencia desde el ambiente biolégico y otro el bioquimico (Sussmann, Mattos, & Restrepo,
2010).

1.4.1.1. Resistenciaintrinseca.

Es una propiedad innata que permite que todas las bacterias de una misma especie sean
resistentes por naturaleza a algunas familias de antibiéticos y eso les ofrece tener ventajas
competitivas con respecto a otras cepas y puedan sobrevivir en caso que se emplee un
antibidtico de esa familia (Fernandez, Lépez, Ponce, & Machado, 2003).

La resistencia natural es un cardcter constante, un mecanismo permanente, determinado
genéticamente y sin correlacion con la dosis de antibiético, como ejemplo se puede
mencionar la resistencia natural que presentan los bacilos Gram negativos aerobios a la
clindamicina, Proteus mirabilis a las tetraciclinas, o ain mas conocida la resistencia que

tiene Klebsiella pneumoniae a las penicilinas (Pérez & Robles, 2013).
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1.4.1.2. Resistencia Adquirida.

La aparicibn de la resistencia adquirida en una bacteria se da evolutivamente y su
frecuencia depende de la utilizacion de los antibidticos (Pérez & Robles, 2013).

Se produce a través de mutaciones (cambios en la secuencia de bases de cromosoma) y
por la trasmision de material genético extracromosémico procedente de otras bacterias. En
el primer caso, la resistencia se trasmite de forma vertical de generacién en generacion. En
el segundo, la trasferencia de genes se realiza horizontalmente a través de plasmidos,
integrones y transposones; esto Ultimo no solo permite la trasmisién a otras generaciones,
sino también a otras especies bacterianas. De esta forma una bacteria puede adquirir la
resistencia a uno o varios antibiéticos sin necesidad de haber estado en contacto con estos
(Fernandez, Lopez, Ponce, & Machado, 2003).

Cuando se habla de las mutaciones, éstas pueden ser solo cambios microevolutivos, es
decir que comprometen un par de nucleétidos en la estructura del DNA, mientras que los
macroevolutivos involucran grandes segmentos del mismo incluyendo inversiones,
duplicaciones, inserciones, deleciones y transposiciones. Es decir que pueden existir
mutaciones de genes preexistentes o adquisicion de nuevos genes (Gonzaga, 2010).

Los plasmidos y transposones son elementos genéticos moviles donde se transportan los
genes de resistencia. Los plasmidos son fragmentos de DNA bacteriano con longitud
variable, algunos con capacidad para replicarse independiente de la maquinaria genética
gue dispone la célula, lo que les da el apelativo de conjugativos y no conjugativos segun
esta capacidad. Por otro lado los transposones son secuencias de DNA (doble cadena) que
pueden ser traslocados entre cromosomas o de un cromosoma a un pladsmido o entre
plasmidos, gracias a un sistema de recombinacion propio; esto sumado a la capacidad de
los plasmidos de trasladarse de una célula a otra, durante la conjugacién, permite la
adquisicion de genes de resistencia entre bacterias de la misma especie o0 especies distintas
lo que facilita la expansion epidémica de la resistencia. Y finalmente los integrones son
elementos génicos que algunos plasmidos y transposones poseen que les permite capturar
varios genes exdgenos determinando la aparicion de una resistencia a varios antibioticos
(resistencia mdaltiple) (Sussmann, Mattos, & Restrepo, 2010).

Cabe mencionar, que no siempre la resistencia es inducida por la dosis de antibiéticos, asi
lo manifiesta José Martinez, microbi6logo del Centro Nacional de Biotecnologia de Espafia,
que sugiere que la mayoria de las resistencias surgen cuando los antibiéticos matan a las
bacterias susceptibles y Unicamente las pocas que son resistentes prevalecen y se
reproducen. En otras palabras, los antibiéticos no ocasionarian resistencia, mas bien
inducirian que se seleccionen las bacterias resistentes e incrementan la prevalencia

proporcional (Rosenblatt, 2009).
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Ademas de los términos “natural” y “adquirida”, existen otras denominaciones de resistencia:
e Resistencia relativa o intermedia. Ocurre un incremento gradual de la CIM a través
del tiempo. Para obtener un efecto terapéutico es necesario alcanzar niveles
séricos y tisulares adecuados. La susceptibilidad o resistencia del germen es

en este caso dependiente de concentracion.

e Resistencia absoluta. Sucede un incremento subito en la CIM de un cultivo durante o
después de la terapia. Es inefectivo el incremento de la dosis clinica usual,
ejemplo de ello es la Pseudomonas spp. resistente a gentamicina.

e Seudorresistencia. Fenédmeno en el cual la diferencia entre MBC (concentracion
bactericida minima) y la CIM es muy grande, lo cual sucede con las relaciones
MBC/MIC mayores de 8, lo que permite la persistencia del microorganismo

(Sussmann, Mattos, & Restrepo, 2010).

1.4.2. Mecanismos de resistencia.

Las bacterias pueden desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos
antibiéticos y del mismo modo un antibiético puede ser inactivado por distintos mecanismos
y por diversas especies bacterianas (Nicola & Jose, 2012).

Los mecanismos de resistencia adquiridos son mas importantes clinicamente y de ellos los
transmisibles ain mas, pues las mutaciones son relativamente raras, ocurren Unicamente
en 1 evento por cada 107-1010 bacterias, segun un estudio del 2009 del Canadian Medical
Association Journal (Rosenblatt, 2009).

En fin, convencionalmente se conocen desde el punto de vista molecular y bioquimico tres
mecanismos por los cuales las bacterias se vuelven resistentes; apariciéon de
modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto diana, es decir, barreras de
permeabilidad, variaciéon del propio punto diana o alteracién del sitio blanco y la inactivacién
del antibiético debido a la produccion de enzimas bacterianas (Sussmann, Mattos, &
Restrepo, 2010).

A continuacién se describird éstos tres mecanismos, y se hara hincapié a la inactivaciéon del

antibiético, por ser el mecanismo que elude la accion de los betalactamicos propuestos.

1.4.2.1. Barreras de permeabilidad.

Las bacterias pueden generar modificaciones que impidan la llegada del farmaco al punto

diana mediante dos formas.
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e Entrada disminuida del farmaco.
*Permeabilidad de la membrana externa: claramente definida en los microorganismos Gram
negativos que poseen una membrana lipidica externa que constituye una barrera intrinseca
para la penetracion de antibidtico.
*Permeabilidad de la membrana interna: otra forma de resistencia de la bacteria consiste en
una modificacion energética que compromete el transportador anionico que lleva el
antibidtico hacia el interior de la célula. La presencia de capa lipidica en la membrana actia
como un mecanismo de resistencia para medicamentos hidrofébicos.
*Porinas: son canales de difusion presentes en la membrana externa de la bacteria. De la
modificacion por mutacion de estas proteinas se genera una disminucién del paso del
antibiotico. Este es el mecanismo empleado por Serratia marcescens, Eschechiria coli y
Pseudomonas aeruginosa contra aminoglucésidos y carbapenémicos.

¢ Bombas de eflujo.
En la membrana celular se encuentran las llamadas bombas de eflujo que llevan a cabo la
internalizacion y expulsion de los antimicrobianos El eflujo es mediado por proteinas
transmembranales, en el caso de las bacterias Gram negativas involucra también
componentes en la membrana externa y citoplasma, debido a que altera la produccién de
energia y se disminuye no solamente la entrada del antibidtico sino que a su vez las
bacterias reducen la concentracién del antibiético y se promueve la extraccion activa del
mismo. Confiere resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloramfenicol y betalactamicos,
antisépticos y desinfectantes de tipo amonio cuaternario (Pérez & Robles, 2013; Sussmann,
Mattos, & Restrepo, 2010).

1.4.2.2. Alteracion del sitio blanco.

Consiste en la modificacion de algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la
pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales, entre otras. Por
ejemplo, la modificaciébn por mutacién de los genes GyrA y GyrB que codifican para las
topoisomerasas Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a Pseudomona
aeruginosa y a Eschechiria coli frente a las quinolonas.

En cuanto a las modificaciones a nivel ribosomal podemos mencionar los cambios que
ocurren en las subunidades 30S y 50S los cuales son los sitios de accion de
aminoglucdsidos, macrélidos, tetraciclinas y lincosamidas. La resistencia bacteriana contra
gentamicina, tobramicina y amikacina consiste en una mutacion de la subunidad ribosomal
30S (Pérez & Robles, 2013).

17



1.4.2.3. Inactivacion del antibiético.

La inactivacion del antibiético es un proceso molecular caracterizado por ser fenotipico, pues
se da mediante la produccion de enzimas que causan destrucciébn o modificacion de la
estructura quimica del farmaco (Giedraitien, Vitkauskien, Naginien, & Pavilonis, 2011).

Las enzimas que causan destruccion de la estructura quimica del antibiético, mas conocidas
y utilizadas por los Gram negativos, son las betalactamasas y son el mecanismo resistente
mas comun en las bacterias Gram negativas, porque hidrolizan el ndcleo betalactdmico
rompiendo el enlace amida, de los antibioticos betalactamicos y carbapenémicos; pueden
ser de origen cromosémico o plasmidico, las primeras, como se vera a continuacion son
mecanismos de resistencia natural, que permiten establecer patrones especificos y las
segundas son mecanismo de resistencia evolutiva que confieren nuevas abstinencias.
Como ya se mencion0, cada bacteria 0 grupo bacteriano tiene su patron de resistencia
natural y adquirida que hay que tener presente, pues muchos grupos bacterianos comparten
determinados tipos de resistencia, es asi, que se decidi6 clasificar a las enzimas
inactivadoras, segun la resistencia al tipo de antimicrobiano (Navarro, Calvo, Canton,
Fernandez, & Mirelis, 2011).

1.4.2.3.1. Betalactamasas resistentes a los inhibidores (IRT, OXA) o de espectro
ampliado.

Originalmente son un mecanismo de resistencia natural; las primeras betalactamasas
reconocidas fueron las penicilinasas, luego, las betalactamasas TEM-1y TEM-2, ambas de
codificacién plasmidica y transferibles a otras bacterias por conjugacion, lo que explicéd su
rapida dispersion. Posteriormente se encontré otro tipo de betalactamasa denominado SHV-
1, que si bien inicialmente fue cromosomica, hoy en dia es codificada generalmente en
plasmidos transferibles. Estas betalactamasas ampliaban el espectro de hidrélisis de la
penicilinasa por lo que se las llamo de espectro ampliado (BLEA). Pronto a partir de estas
enzimas y mediante mutaciones puntuales aparecieron las betalactamasas resistentes a la
inhibicion por los inhibidores de betalactamasas. Estas enzimas se han denominado IRT
(inhibitor-resistant TEM mutant) porque en su mayoria derivan de TEM-1 y TEM-2, aunque
también se han descrito derivadas de SHV-1. Ademas, algunas oxacilinasas como la OXA-1,
también confieren un fenotipo similar al de las IRT, que se caracteriza por resistencia a
aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas siendo insensibles a la accion de los
inhibidores de betalactamasa de clase A como el acido clavulanico y, en su gran mayoria no
tienen actividad sobre el resto de betalactamicos (Navarro, Calvo, Cantén, Fernandez, &
Mirelis, 2011).
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1.4.2.3.2. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Son todas de origen plasmidico y son responsables de la resistencia adquirida, la cual se
presenta de acuerdo con diferentes factores, entre ellos, la presion selectiva de los
antibioticos y los sistemas de comunicacion genética (Crespo, 2006).

Tienen la capacidad de hidrolizar y causar resistencia o sensibilidad disminuida a
penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxime, cefoxitina, ceftazidime, cefepime) vy
monobactamicos (aztreonam), en pocas palabras son capaces de lograr resistencia
bacteriana a las cefalosporinas de 3ra generacion, monobactamicos y aminoglucdsidos,
pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos (imipenem, meropenem y ertapenem),
siendo inhibidas por el acido clavulanico. Estas betalactamasas pertenecen a la clase
molecular relacionadas con TEM y SHV. Como se extendi6 el espectro de la hidrdlisis con
respecto a las BLEA, fueron denominadas betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
Posteriormente a ello se encontré BLEE llamadas CTX-M por su efecto particular sobre la
cefotaxime y la ceftriaxona. En fin, Desde su descripcion inicial, se han identificado méas de
300 BLEE diferentes, y la mayoria pertenece a las familias TEM, SHV y CTX-M

Otras enzimas BLEE también pertenecientes a la clase A, son las betalactamasas CMT
(complex mutant TEM) como la TEM-50 que combinan una cierta resistencia a la inhibicion
por el &cido clavulanico junto a una mayor actividad frente a oximino-cefalosporinas.
Algunas enzimas de la familia OXA se consideran también betalactamasas de espectro
extendido y se han descrito con mayor frecuencia en Pseudomonas aeruginosa (Casellas,
2011).

1.4.2.3.3. Betalactamasas cromosdmicas AmpC.

Otro tipo de betalactamasas son las serin-betalactamasas, que pueden ser de origen
cromosomico constitutivo o inducible y plasmidico constitutivo o inducible. Para que la
produccion sea constitutiva o inducible, depende del grado de expresion del gen blaAmpC.
Cuando el gen blaAmpC se expresa de forma constitutiva, puede hacerlo a niveles basales
bajos, confiriendo un fenotipo de resistencia salvaje caracteristico de la especie bacteriana o
puede hacerlo a unos niveles muy superiores al basal produciendo cantidades elevadas de
AmpC (hiperproduccién de AmpC). Asi, naturalmente son resistentes a aminopenicilinas,
aminopenicilinas combinadas con inhibidores, cefalosporinas de 1ra generacién y
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan), éste espectro de hidrélisis puede ampliarse y afectar
ademas a cefalosporinas de cuarta generacion (AmpC de espectro extendido), por
resistencia adquirida, pero se desconoce cuél es la prevalencia, la relevancia clinica y
epidemiolégica de estas variantes de AmpC, pues en los aislados que tienen un

genblaAmpC inducible, su expresion puede estar desreprimida establemente de forma
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parcial o total. A diferencia de los clasicos productores de BLEE, los productores de AmpC
son resistentes a cefoxitina, La cloxacilina y el aztreonam, asi como el acido borénico y sus
derivados (acido fenil-borénico), inhiben a las betalactamasas de tipo AmpC, mientras que el
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam no son buenos inhibidores (Martinez, 2009).

1.4.2.3.4. Carbapenemasas.

Este grupo de enzimas hidroliza hasta el dltimo escalon terapéutico, los antibidticos
carbapenémicos; las carbapenemasas al igual que todas las betalactamasas ya
mencionadas pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o0 en elementos
moviles. Se ha propuesto una clasificacion en dos grupos: carbapenemasas de serina y
metalo-betalactamasas (MBL); las primeras confieren patrones de resistencia Unicos y a
todos los betalactdmicos, a diferencia de las MBL, que son sensibles a todos excepto al
aztreonam (Tafur, Torres, & Villegas, 2008).

El EDTA, es un determinante de éstas dos clases convencionales, pues inhiben a las MBL,
pero no a las de clase A. que tienen pero como peculiaridad la inhibicién parcial por acido
clavulanico (mejor con tazobactam). Dentro de las carbapenemasas de clase A, las que
tienen mayor importancia epidemiolégica son las denominas KPC que se han descrito no
solo en Enterobacteriaceae sino también en Pseudomonas aeruginosa y en Acinetobacter
baumannii.

Desde el punto de vista fenotipico, las enzimas KPC hidrolizan de forma eficiente
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos y son inhibidas por el &cido bordnico, aunque
ésta inhibicibn no es exclusiva, ya que también es un inhibidor eficiente de las
betalactamasas de tipo AmpC.

Dentro de la clasificacion molecular tenemos un grupo mas, el grupo de las OXA (clase D
de Ambler y 2df de Bush y Jacoby) también se encuentran variantes que hidrolizan los
carbapenémicos. Entre ellas destacan las variantes de los subgrupos OXA-23, OXA-24,
OXA-58 (Giedraitien, Vitkauskien, Naginien, & Pavilonis, 2011).
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El presente proyecto de investigacion fue de tipo descriptivo-prospectivo, con un enfoque
cuantitativo, basado ordenadamente en tres fases:

2.1. Recoleccién de la muestra

El estudio se realizé con los cultivos obtenidos de muestras clinicas de pacientes
ambulatorios del Hospital “Manuel Ygnacio Monteros”, durante el periodo Agosto -

Septiembre del 2013, positivos para bacilos Gram negativos.

2.2. ldentificaciéon del germen

La identificacion de la cepa bacteriana se consiguio, en principio obteniendo cultivos puros
(re-siembra en medio Agar McConkey en placa), luego, mediante pruebas bioquimicas para
caracterizacion de Gram negativos: Agar de hierro y lisina (LIA), Agar de hierro y triple
azucar (TSI), citrato de Simmons (SIM), Ureasa (Urea), y Sulfuro indo-motilidad (SIM).

2.3. Determinacién del mecanismo de resistencia

Una vez identificado el bacilo Gram negativo, inicialmente, su susceptibilidad bacteriana se
determiné con el método de disco difusion en agar Mueller Hinton mediante la técnica de
Bauer y Kirby con una turbidez equivalente a 0,5 de la escala de McFarland a una
temperatura 35+2°C, siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI), para los antibidticos: amoxicilina-acido clavulanico (AMC) (20/10 ug),
cefotaxime (CTX) (30 ug), ceftazidime (CAZ) (30 ug), aztreonam (ATM) (30 ug), imipenem
(IMI) (10 pg), ampicilina-sulbactam (SAM) (30 ug), cefoxitina (FOX) (30 ug), cefepime (FEP)
(30 pg), amikacina (AMK) (30 pg), ciprofloxacino (CIP) (5 ug), acido nalidixico (NAL) (30 pg),
piperacilina-tazobactam (100/10 ug) y ampicilina (AMP) (30 pg).

Posterior a ello, el criterio de seleccion para evaluar una posible cepa sospechosa se realizé
con las muestras que presentaron susceptibilidad disminuida o resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion, cefoxitinay a carbapenems (halos de inhibicion iguales o inferiores

a los didmetros referidos, para al menos uno de los antibi6ticos).

2.3.1. Deteccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).
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Se usaron dos métodos: el método de sinergia del doble disco para detectar una posible
BLEE y el método de discos combinados con inhibidor, éste dltimo como prueba
confirmatoria; en el método de sinergia de doble disco, se utilizé una placa de Agar Mueller
Hinton (MH) inoculada previamente con la suspension bacteriana sospechosa, sobre ella y
en el centro se coloco el disco de amoxicilina-acido clavulanico (AMC) (20/10 ug), y a una
distancia de 25 mm los discos de cefotaxime (CTX) (30 pg), ceftazidime (CAZ) (30 ug),
aztreonam (ATM) (30 pg) y cefepime (FEP) (30 ug). EI aumento del halo con un efecto
sinérgico en forma de huevo entre el inhibidor y los discos de cefalosporinas, fue tomado
como positivo. En el método de discos combinados con inhibidor, se colocé los discos de
cefotaxime + Ac. Clavulanico (CTC) (30/10 ug) y ceftazidime + Ac. Clavulanico (CCV) (30/10
Mg) al frente de los discos de cefotaxime (CTX) (30 ug), y ceftazidime (CAZ) (30 ug)
respectivamente. La diferencia del tamafio del halo entre los discos con el inhibidor debe ser
menor a cinco en relacion a los discos de cefalosporinas solas para evidenciar la deteccién
de BLEE.

T "

e ]

Figura 1. Deteccion fenotipica de BLEE. (a). Método de sinergia de doble disco positivo, se
observa el efecto sinérgico (distorsién de los halos de inhibicion) (b). Método confirmatorio
discos combinados con inhibidor positivo, se observa diferencias mayores a 5mm.

Fuente: Torres, A. (2013)

2.3.2. Deteccidn fenotipica de betalactamasas tipo AmpC.
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Como ya se lo mencion6 las bacterias Gram negativas tienen la facultad de producir
betalactamasas tipo AmpC cromosémica inducibles, como no inducibles (constitutiva), y es
posible detectar las dos clases de las mismas.

2.3.2.1. Deteccion fenotipica de betalactamasas tipo AmpC cromosomica
inducible.

Se realiz6 la prueba de aproximacion de discos; en esté, se situaron los discos de
inductores débiles [cefotaxime (CTX), ceftazidima (CAZ) y aztreonam (ATM)] cercano a un
disco inhibidor fuerte [imipenem (IMI) (10 ug), o cefoxitina (FOX) (30 pg)], el achatamiento
del halo del betalactamico inductor débil, en la zona adyacente del inductor fuerte demuestra

la expresion inducible de la betalactamasa

Figura 2. Deteccién fenotipica de betalactamasas tipo AmpC inducible. Prueba de
aproximacion de discos positiva, se observa el achatamiento del halo del betalactamico
inductor débil en la zona adyacente al del inductor fuerte como indica la flecha.

Fuente: Torres, A. (2013)

2.3.2.2. Deteccion fenotipica de betalactamasas tipo AmpC cromosémica
no inducible (constitutiva).

Al igual que la deteccion de BLEE, se realiz6 mediante el método de sinergia de doble
disco, se situd en el centro el disco de acido borénico (30 pg) y a una distancia de 25 mm
los discos de cefotaxime (CTX) (30 pg) y ceftazidime (CAZ) (30 ug), el aumento del halo de
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las cefalosporinas respecto al inhibidor (efecto sinérgico) demuestra la expresiéon no
inducible de la betalactamasa.

Figura 3. Deteccién fenotipica de betalactamasas tipo AmpC cromosémica constitutiva.
Método de sinergia de doble disco positivo, se observa la sinergia entre los discos de las
cefalosporinas y el 4&cido clavulanico.

Fuente: Torres, A. (2013)

2.3.3. Deteccion fenotipica de Carbapenemasas

Para la deteccion de carbapenemasas se aplicé el Test de Hodge Modificado; se inocul6
una placa de agar Mueller-Hinton con una suspension de la cepa Escherichia coli ATCC
25922 en solucion salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland
diluida al 1:10, posteriormente se colocé un disco de imipenem en el centro de la placa y se
inoculé 3 colonias de la cepa sospechosa formando una estria radial desde 2-3 mm del
disco de imipenem hacia el borde de la placa, el crecimiento de la cepa indicadora a los

lados de la estria, nos afirma la presencia de carbapenemasas.

25



Figura 4. Deteccién fenotipica de carbapenemasas. Test de Hodge modificado positivo, se
observan dos cepas positivas (derecha) y una negativa (izquierda).
Fuente: Torres, A. (2013)

2.4. Andlisis estadistico: Porcentaje de resistencia.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 la prueba del Chi-cuadrado de
Pearson con un nivel de significancia del 95% con el programa SPPS para Windows. Los
perfiles de suceptibilidad y los porcentajes de resistencia fueron analizados con el programa
WHONET version 5.6 recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud.
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Con el propésito de identificar y determinar el patron de resistencia bacteriana en bacilos
Gram negativos de cultivos aislados de muestras clinicas en pacientes ambulatorios del
Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” durante el periodo agosto-septiembre 2013, se detallan
los siguientes resultados.

3.1. Tipo de muestras clinicas aisladas.

Tabla 2. Tipo de muestras clinicas analizadas de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel
Ygnacio Monteros" durante el periodo agosto-septiembre 2013.

Tipo de muestras clinicas Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Urocultivo 67 85,9%
Secrecion vaginal 5 6,4%
Secrecioén uretral 4 5,1%
Coprocultivo 1 1,3%
Exudado (herida) 1 1,3%
Total 78 100%

Fuente: Torres, A. (2013)

W Urocultivo

M Secrecion vaginal
[ Secrecion uretral
H Coprocultivo

M Exudado (herida)

Grafica 1. Tipo de muestras clinicas analizadas de pacientes ambulatorios del Hospital
"Manuel Ygnacio Monteros" durante el periodo agosto-septiembre 2013
Fuente: Torres, A. (2013)
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Se analizaron 78 muestras clinicas (Tabla 2), de las cuales en su mayoria, correspondieron
a cultivos de orina (85,9%), secreciones vaginales (6,4%) y secreciones uretrales (5,1%); el
porcentaje restante proviene de cultivos de heces y de exudado (1,3%) (Gréfica 1).

Son un motivo frecuente de consulta médica en diferentes regiones del mundo, las
infecciones del tracto urinario, las mismas que son causadas, en el 93%, por bacilos Gram
negativos; constituyendo altas tasas de incidencia y morbilidad en la poblacién pediatrica y
adulta (Diaz, Cabrera, Fernandez, Gonzéalez, Carrasco, & Bravo, 2006).

Reportes de las Ultimas décadas, en paises hispanos como Guatemala y Espafa,
determinan que las muestras clinicas aisladas con mas frecuencia por bacilos Gram
negativos derivan de infecciones urinarias; urocultivos, seguidos por secreciones vaginales y
finalmente secreciones uretrales (Hotchandan & Aggarwal, 2012).

En nuestro pais y ciudad, estudios relacionados en los afios 2009 y 2013 respectivamente,
semejan los mismos resultados, siendo los cultivos de orina, las muestras clinicas mas
comunes asociadas a bacilos Gram negativos por parte de la comunidad (Sanchez,
Carrasco, & Campoverde, 2010; Malla, 2014).

3.2. Especies de bacilos Gram negativos.

Tabla 3. Especies de bacilos Gram negativos analizados en muestras clinicas de pacientes
ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio Monteros" durante el periodo agosto-septiembre
2013.

Especies de bacilos Gram negativos Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Escherichia coli 65 83,2%
Klebsiella pneumoniae 5 6,4%
Enterobacter aerogenes 2 2,6%
Proteus mirabilis 2 2,6%
Proteus vulgaris 1 1,3%
Enterobacter cloacae 1 1,3%
Klebsiella oxytoca 1 1,3%
Pseudomonas aeruginosa 1 1,3%
Total 78 100%

Fuente: Torres, A. (2013)
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Grafica 2. Especies de bacilos Gram negativos analizados en muestras clinicas de pacientes
ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio Monteros" durante el periodo agosto-septiembre
2013.

Fuente. Torres, A. (2013)

Dentro del grupo de bacilos Gram negativos, los que causan la mayoria de las infecciones
comunitarias urinarias, ginecolégicas, biliares y a partir de lesiones intestinales son del tipo
Enterobacterias, porque son bacterias que de manera natural habitan en el tubo digestivo
del hombre, se desarrollan rdpidamente en medios simples, y no son exigentes desde el
punto de vista nutricional (Ossa, 2011).

Los resultados del presente estudio indicaron una incidencia mayoritaria por parte de
Escherichia coli (83,2%), seguida de Klebsiella pneumoniae (6,4%), y de las bacterias
Enterobacter aerogenes y Proteus mirabilis con el mismo porcentaje (2,6%) (Tabla 3 y
Grafica 2).

Las especies mencionadas son consideradas como patdgenas de importancia clinica,
debido al incremento de las infecciones ocasionadas, y al uso cada vez mayor de técnicas
diagndsticas y terapéuticas agresivas para combatirlas, sin contar con el costo econémico

que implica el tratamiento adecuado (Puerta & Mateos, 2010).
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Se considera que las bacterias Escherichia coli, infectan el tracto urinario con mayor
facilidad e invasividad, porque poseen propiedades aln mas especificas que otras especies
de Gram negativos, que les confieren mayor virulencia. Presentan una mayor capacidad de
adherencia al epitelio vaginal y urinario, mediada por "Pili” o fimbrias, tienen una mayor
resistencia a los factores bactericidas del suero y producen hemolisinas y antigeno capsular
(antigeno K), que les permite alterar funcional y estructuralmente el sistema excretor-urinario
(Blanquer, Solé-Violan, Carvajal, & Lucena, 2010).

Actualmente se estima que del 86 al 90% de las infecciones comunes del tracto urinario a
nivel mundial son provocadas por ésta especie. (Rivera, Casares, Ponce, & Starez, 2013).
En el afio 2009, el Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia de los
antibidticos reporté a Escherichia coli en todas las infecciones causadas en el ambito
comunitario y en la mayoria de paises estudiados se situaba en primer lugar, dentro de
ellos, Ecuador.

En dependencia de la localizacion en el sistema genito—urinario, de las capacidades de
virulencia antes mencionados y de factores predisponentes como edad, sexo, estado
inmunolégico, malformaciones renales, entre otros, se determinan diferentes formas clinicas
de presentacién de las infecciones urinarias, entre las que se pueden mencionar la
pielonefritis, cistitis o uretritis, con evolucién aguda o crdnica, siendo el diagnéstico mas
comun en pacientes ambulatorios y caso posterior de hospitalizacion. (Diaz, Cabrera,
Fernandez, Gonzélez, Carrasco, & Bravo, 2006).

La bacteria Klebsiella pneumoniae (6,4%), actualmente es considerada como un importante
germen causante de bacteriemias extrahospitalarias, sélo después de Escherichia coli, y
gue presenta mayor perfil de resistencia a antibidticos fuertes, ademas su virulencia es
mucho mayor en pacientes ambulatorios que cuando ocasiona las infecciones
nosocomiales comunes (Puerta & Mateos, 2010).

En Colombia, se reportd un indice del 5,4% de aislamientos de Klebsiella pneumoniae, en el
periodo de los afios 2005 a 2008 en pacientes ambulatorios (Castro, Barreto, Guzman,
Ortega, & Benitez, 2010).

En Loja, en el 2010 y 2013, se reportaron indices del 27% y 5,1% respectivamente (Aguirre,
2011; Malla, 2013).

En los dltimos porcentajes; las bacterias Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Enterobacter
cloacae y Pseudomonas aeruginosa se sabe que son gérmenes oportunistas, en especial
Pseudomonas aeruginosa, que podria causar infecciones urinarias mas invasivas con peor
pronostico, debido a la resistencia natural que presenta a los antimicrobianos (Farifias &
Martinez, 2013).
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3.3. Resistencia bacteriana de bacilos Gram negativos.

Expuesta la interpretacion de la concurrencia de especies de bacilos Gram negativos
asilados con mayor frecuencia, en las infecciones de pacientes ambulatorios, se determind
resistencia bacteriana en mayor o menor proporcion a todos los antibidticos probados.
(Gréfica 3).
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74,7%

70% B NAL
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OATM

40% H FEP
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Grafica 3. Resistencia bacteriana de bacilos Gram negativos aislados de pacientes
ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio Monteros" en el periodo agosto-septiembre 2013.
Fuente: WHONET 5.6

La resistencia para quinolonas [acido nalidixico (NAL) (53%) y ciprofloxacino (CIP) (33%)] y
aminoglucésidos [netilmicina (NET) (22,7%) y amikacina (AMK) (18,9%)] fue considerable.
Congruentemente, éstos grupos de antibioticos son considerados como de primer orden
para infecciones bacterianas en general, y son inactivados por mecanismos diferentes a los
usados para betalactamicos, como mutaciones de DNA y alteracion del sitio blanco
comunmente (Zurita, 2010).
El betalactamico que presento el mayor indice de resistencia fue la ampicilina (AMP) (75%).,
se considera que la ampicilina actualmente se encuentra fuera de alcanzar una respuesta
terapéutica como tratamiento antibiotico, debido a que la gran mayoria de bacterias han
adquirido una resistencia natural a lo largo del tiempo. (Zurita, 2010).
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Seguidamente, se reportdé una resistencia significativa para el monobactamico aztreonam
(ATM) (32,7%); y para las cefalosporinas [cefepime (FEP) (31,6%), ceftazidime (CAZ)
(29,2%) y cefotaxime (CTX) (29,5%)].

Los resultados de los antibiéticos mostrados presentan una intima relacion, en cuanto a los
mecanismos de resistencia producidos por los Gram negativos para disminuir su
susceptibilidad; y de interés clinico, por la efectividad de causar resistencia casi total al
tratamiento es la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE); a excepcion
del usado con cefoxitina (Calvo, Cabton, Cuenca, Mirelis, & Navarro, 2011).

Los otros mecanismos menos eficaces de resistencia para cefalosporinas, son la falla para
atravesar la membrana externa dificultada por los lipopolisacéaridos y proteinas de la pared
celular y la deficiencia para ligarse a las PFP; otro posible mecanismo es la unién en el
medio de la cefalosporina con la BLEE excretada lo que previene la unién del antibacteriano
con la PFP (Zurita, 2010).

Investigaciones actuales realizadas en Espafia, muestran que la resistencia de éste grupo
de antibidticos betalactAmicos junto con la ampicilina llega hasta el 100% (Carlet & Pittet,
2013).

En Ecuador, datos disponibles del afio 2008, indican que la resistencia a ampicilina (AMP)
es del 71% por parte de Escherichia coli, a nivel comunitario (Quizphe, Murray, Mufioz,
Peralta, & Calle, 2011).

Un estudio descriptivo realizado en un hospital regional de tercer nivel en la ciudad de Quito,
en el afio 2012, infieren una alta resistencia para ampicilina del 67% a 88%, y para
cefalosporinas del 67% al 100%, especialmente para ceftazidime (Silva, Montalvo, Martinez,
Palma, & Delgado, 2012).

Para el afio 2013, en el Hospital “Manuel Ygnacio Monteros” se reportaron porcentajes tan
similares para las cefalosporinas cefepime (FEP), ceftazidime (CAZ) y cefotaxime (FEP) vy
menores para el aztreonam (ATM) (27%) (Malla, 2014).

Cabe mencionar que resulta interesante que la cefoxitina (FOX) presente un indice mucho
menor de resistencia (8%); siendo también, una cefalosporina. No se ha establecido alguna
relacibn porque la produccién de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) no
inactivan la accién de éste farmaco, se cree que, quizas pueda deberse a que la cefoxitina
(FOX) es de naturaleza de “cefamicinas”, un tipo de cefalosporinas también, pero con
variaciones etiolégicas y estructurales derivadas (Daoust, Onishi, Wallick, Hendlin, &
Stapley, 2010).

Sin embargo, el mecanismo de produccion de betalactamasas de tipo AmpC, si seria el

responsable en gran parte de presentar resistencia a la Cefoxitina (FOX), de hecho,
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dichoefecto es considerando como un indicador de la produccion de éste tipo de
betalactamasas (Calvo, Cabton, Cuenca, Mirelis, & Navarro, 2011).

Ademas, las betalactamasas de tipo AmpC, estan relacionadas en la resistencia observada
en los inhibidores del acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Martinez, 2009).

Después de los indices de resistencia para cefalosporinas, se encontré los reportados para
los inhibidores de Dbetalactamasas [amoxicilina/Ac. clavulanico (AMC) (21,7%),
piperacilina/tazobactam (TZP) (16,2%) y ampicilina/sulbactam (SAM) (31,2%)].

En Colombia en el afio 2010, se reportd que del 50-80% de aislamientos uropatégenos,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis presentaron resistencia
considerable frente a antibiéticos ampicilina/sulbactam (SAM) y amoxicilina/Ac. clavulanico
(AMC), y la resistencia global por pacientes ambulatorios fue de 64,6% y 66,5%
respectivamente (Castro, Barreto, Guzman, Rolando, & Benitez, 2010).

En el Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia de los
antibidticos/2009, se reportaron las mismas prevalencias de resistencia, sin embargo, en el
estudio descriptivo realizado en la ciudad de Quito, en el afio 2012, el porcentaje de
resistencia para inhibidores de betalactamicos es mas parecido a los resultados del
presente estudio, 19% al 33% por debajo de cefalosporinas (Silva, Montalvo, Martinez,
Palma, & Delgado, 2012).

En Loja, en el 2013, en el Hospital del Dia, se reportaron porcentajes menores de
resistencia para SAM (17%) y para TZP (2%) (Alvarado, 2014).

El indice de resistencia para el carbapenémico probado imipenem (IMP) fue relativamente
bajo (5%), no obstante, es muchisimo menor que el reportado por el estudio denotado
anteriormente, donde la resistencia fue tan solo del 0,4% y por el estudio reportado por
Malla (2013), donde el indice fue del 3,7%.

La inactivacion o la disminucién de la actividad de estos farmacos es debida a la produccion
de carbapenemasas, donde se ha propuesto que las de clase “serina”, confieren patrones
de resistencia Unicos y a todos los betalactdmicos, quedando asi desprovistos algun tipo
antimicrobiano eficaz (Tafur, Torres, & Villegas, 2008).

Los otros mecanismos que confieren resistencia son similares a la de los betalactamicos,
falla para atravesar la membrana externa (impermeabilidad) y deficiencia para ligarse a las
PFP de resistencia (CSLI, 2012).

Por otro lado, se ha encontrado que la resistencia a imipenem (IMP) es mas dependiente de
la pérdida de porinas exclusivamente y no de las bombas de expulsion que serian selectivas

para otros carbapenémicos (meropenem y doripenem) (Tafur, Torres, & Villegas, 2008)
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3.3.1 Producciéon de betalactamasas.

Una vez estimado el porcentaje de resistencia para cada antibiético, se determiné las cepas

bacterianas que presentaron produccion de betalactamasas.

Tabla 4. Mecanismo de resistencia bacteriana de bacilos Gram negativos aislados de
muestras clinicas de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio Monteros" en el

periodo Agosto-Septiembre 2013.

Mecanismo de resistencia Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Betalactamasas de espectro extendido 15 19,2%
Betalactamasas de tipo AmpC 3 3,8%
Carbapenemasas 1 1,3%
Otros mecanismos 59 75,6%
Total 78 100%

Fuente: Torres, A. (2013)
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Gréfica 4. Porcentaje del mecanismo de resistencia bacteriana de bacilos Gram negativos
aislados de muestras clinicas de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio

Monteros" en el periodo Agosto-Septiembre 2013.
Fuente: Torres, A. (2013)

35



La produccion de betalactamasas se determind en el 24% de las especies aisladas, y en
cultivos de orina Unicamente; de éste porcentaje, la mayoria fue del fenotipo betalactamasas
de espectro extendido BLEE (19,2%), y en menor proporcion del fenotipo betalactamasas
AmpC (3,8%) y carbapenemasas (1,3%) (Tabla 4 y Grafica 4).

Actualmente se estima que la tasa de producciéon de BLEE por las enterobacterias en paises
de Latinoamérica es mas alta que en otras regiones del mundo, constituyendo un problema,
ya que en estos casos las opciones terapéuticas se limitan a los carbapenémicos; ademas,
los plasmidos que codifican para la produccion de BLEE, contienen frecuentemente genes
que inducen resistencia a otros agentes antimicrobianos; sumado a ello, la verdadera
prevalencia de BLEE es desconocida y probablemente esté subestimada por las dificultades
de su deteccion; sin embargo, queda claro que los microorganismos productores de BLEE
estan distribuidos mundialmente y su prevalencia esta en aumento, por ejemplo; parecen ser
frecuentes en muchos paises de la regién, como Espafia y Cuba, donde los porcentajes
llegan hasta el 22% (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014; Garcia, 2012)

Las betalactamasas AmpC a diferencia de las BLEE, al no poseer un método estandarizado
para su deteccion fenotipica, ha dificultado dilucidar su fenotipo cromosémico y plasmidico,
ademas, la carencia de un tratamiento especifico, hacen considerar a estas enzimas como
un emergente problema terapéutico; en Argelia, Messai y otros paises de América latina, no
existen datos suficientes acerca de la prevalencia de AmpC, pero sefialan que el 1% de
cepas de Eschechiria coli encontradas tienen el fenotipo. En Cuba, el porcentaje es del 8,2
% y de 4,2% en la produccién de carbapenemasas (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014).

En Venezuela en el afio 2011, se determin6 que el potencial de inactivacién del antibiético
por BLEE fue de 93,8%; por betalactamasas tipo AmpC de 4,3%, y por carbapenemasas
1,9% (Marcano, De Jesus, Hernandez, & Torres, 2011).

En nuestro pais, en la ciudad de Guayaquil, un estudio presentado en el 2008, reporté un
indice de produccion de BLEE de 13,20% con un potencial de inactivacion a los
betalactdmicos del 100% (Guevara, Mejia, Lopez, & Barberan, 2008).

En el 2013, en Loja, se asilaron 117 muestras clinicas de bacilos Gram negativos, de las
cuales, 20 fueron productoras de BLEE y 3 productoras de betalactamasas AmpC, que en
porcentajes equivaldrian al 17% y 3% respectivamente (Malla, 2014).

Cabe mencionar, que la mayor parte de cepas que produjeron betalactamasas fueron
aisladas en pacientes ambulatorios que fueron ingresados al 4rea de emergencia, éstos
resultados son indiscutibles, porque al ser pacientes con infecciones bacterianas donde el
tratamiento no es eficaz, son remitidos de urgencia, porque sus afecciones ya han
alcanzado picos mas altos de invasividad y desarrollado quizas trastornos relacionados mas
graves (Gomez & Garcia, 2011; Casella, 2011).
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Y en contexto, la mayoria de las infecciones comunitarias, causadas por Gram negativos
gue requieren hospitalizacion posterior son las del tracto urinario (Blanquer, Solé-Violan,
Carvajal, & Lucena, 2010).

3.3.1.1. Cepas productoras de BLEE.

Tabla 5. Cepas de bacilos Gram negativos productoras de BLEE aisladas de UROCULTIVOS en
relacion a la localizacién de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel Ygnacio Monteros"
en el periodo agosto-septiembre 2013.

Emergencia Consulta externa
Cepas productoras de BLEE Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje
(n) (%) (n) (%)
Escherichia coli 9 11,5% 4 6,4%
Klebsiella pneumoniae 1 1,3%
Total 9 11,5% 6 7,7%

Fuente: Torres, A. (2013)

El 19% de las cepas productoras de BLEE, correspondieron a las especies Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae (Tabla 5).

La produccion de BLEE por Escherichia coli, fue reportado en pacientes de emergencia
(10,9%) y en menor proporcion en pacientes de consulta externa (7,0%). La produccion de
BLEE por Klebsiella pneumoniae fue reportada Unicamente en pacientes de emergencia
(1,3%).

Una publicacion que incluyé 504 aislamientos de Escherichia coli en el 2008 en instituciones
de toda América Latina, encontré una tasa de 26,8% de produccion de BLEE (Garcia, 2012).
En Espafia, un andlisis retrospectivo determind que, de 5.247 aislamientos de Escherichia
coli procedentes de cultivos de orina, existia una tendencia creciente en cuanto a la
produccion de BLEE, del 0,8% en 2000-2001, el 2,5% en 2001-2003 y el 3,5% en 2004-
2005, y para el 2010 de 7,5% (Blanquer, Solé-Violan, Carvajal, & Lucena, 2010). En México,
se determindé que, alrededor del 10% de las cepas de Escherichia coli aisladas de
infecciones urinarias, mostraron produccion de BLEE, considerandolas en estado de
emergencia (Arreguin, Cebada, & Simén, 2009).

En Cuba éste indice fue del 16,9% en el 2012 (Rivera, Casares, Ponce, & Suarez, 2013).
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En nuestro pais, Quito reporté indices del 51,8% y 23,2% en los afios 2008 y 2009
respectivamente (Pacheco & Ledn, 2011).

En Loja, en el afio 2013, en dos centros de salud, se reportaron cepas de Escherichia coli
productoras de BLEE, del 9,1% y del 11,9% (de 239 y 117 muestras clinicas)
respectivamente (Malla; Alvarado, 2013).

Se han descrito algunos factores de riesgo asociados a las infecciones urinarias
comunitarias por enterobacterias productoras de BLEE ingresadas a emergencia: edad
avanzada, sexo, diabetes, hospitalizacion previa, tratamiento antibiético en los meses
previos (incluyendo penicilina, cefalosporinas de tercera y de segunda generacion y
quinolonas) e infeccion urinaria recurrente, donde la demostracibn en estudios
experimentales muestra la capacidad que tiene Escherichia coli de invadir las células
epiteliales vesicales y formar “comunidades bacterianas intracelulares” en biofilms, lo que
constituye un reservorio interior de Escherichia coli productora de las infecciones urinarias
recurrentes (Pigrau, 2013).

La produccién de BLEE por Klebsiella pneumoniae en infecciones comunitarias, es
relativamente baja, sin embargo, su distribucién se ha reportado en diversas regiones del
mundo (Fernandez, Saballs, & Grau, 2009).

Una publicacion que evalu6 2 841 aislamientos de Klebsiella pneumoniae de infecciones
intraabdominales y urinarias, en mas de 100 centros distribuidos en todo el mundo del
periodo 2008 - 2009 determin6 que el 22,4% de aislamientos eran productores de BLEE. La
tasa mas alta de produccion de BLEE fue encontrada en aislamientos provenientes de
Ameérica Latina (34,6 %), comparado con Europa (19,7 %) y Norte América (10 %) (Garcia,
2012).

Como se sabe, Klebsiella pneumoniae es un germen caracteristico de producir infecciones
en pacientes hospitalizados, su aislamiento en el ambito ambulatorio, puede deberse a que
el paciente pudo haber tenido una hospitalizacién anterior, portador de sonda vesical, pues
se estima que la produccién de BLEE, en estos casos es comun y del 15% tanto si el origen
es nosocomial como comunitario (Martinez, Cobos, & Mensa, 2013).

También, al igual que Escherichia coli, ésta bacteria usa biofilms para protegerse del ataque
bactericida, y producir incrustaciones en el epitelio uretral lo que facilitaria una infeccion mas
invasiva (Antonia, 2013).

Un articulo cientifico, sobre aislados consecutivos de Eschechiria coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de BLEE en hospitales espafioles presentado en el 2013, report6
un indice mayor de produccion de BLEE en Klebsiella pneumoniae (5%) que en Escherichia
coli (4%) y la adquisicion se consideré6 como comunitaria estricta en el 10% con posible

hospitalizacion a futuro.
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Hallazgos moleculares han determinado la presencia de enzimas cefotaximasas plasmidicas
(CTX-M) en Escherichia coli y en Klebsiella pneumoniae causantes de infecciones
comunitarias, relacionadas a una hospitalizacion posterior debido a la gravedad de
resistencia que otorgan dichas enzimas (SSeral, Pardos, & Castillo, 2010).

En el Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia de los antibi6ticos
presentado en el afio 2009, Klebsiella pneumoniae muestra indices elevados de resistencia
a CTX y CAZ, reaccionandolos con la produccién de BLEE con fenotipo (CTX-M) en nuestro
pais. En nuestra ciudad, en el “Hospital del Dia”, la produccion de BLEE por ésta especie es
del 1,2% (3 aislamientos de 239 muestras clinicas) (Alvarado, 2013).

El tratamiento de eleccién para infecciones serias por enterobacterias productoras de BLEE
son los carbapenémicos, en infecciones no severas, el uso de quinolonas o aminoglucésidos
podrian ser indicados (si el aislamiento es sensible a alguno de estos antimicrobianos). Sin
embargo, las alternativas terapéuticas son limitadas ya que las enterobacterias productoras
de BLEE tienen generalmente mayores niveles de resistencia a las quinolonas y
aminoglucésidos, lo cual se puede constatar en el presente trabajo. Si bien las BLEE son
inhibidas in vitro por los inhibidores de las betalactamasas, éstos no serian de eleccion para
enfermedades serias, ya que la produccion de BLEE y la pérdida de las porinas pueden
provocar una reduccion en la actividad de dichos inhibidores, y como consecuencia, la falla
terapéutica (Garcia, 2012)

3.3.1.2. Cepas productoras de betalactamasas de tipo AmpC

Tabla 6. Cepas de bacilos Gram negativos productoras de betalactamasas AmpC, aisladas de
UROCULTIVOS en relaciéon a la localizacion de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel
Ygnacio Monteros" en el periodo agosto-septiembre 2013.

Emergencia Consulta externa
Cepas productoras de
betalactamasas AmpC Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje
(n) (%) (n) (%)
Escherichia coli 1 1,3%
Proteus mirabilis 2 2 50
Total 2 2,5% 1 1,3%

Fuente: Torres, A. (2013)
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Con respecto a la produccién de betalactamasas de tipo AmpC (3,8%), las especies
etiologicas encontradas fueron Escherichia coli y Proteus mirabilis (Tabla 5).

La produccion por Escherichia coli, fue reportada en pacientes de consulta externa (1,3%) y
la produccion por Proteus mirabilis en pacientes de emergencia (2,5%).

Hasta el momento se sabe, que la sintesis de betalactamasas de tipo AmpC, en dichas
especies, son relativamente escasas. Los datos obtenidos del estudio SENTRY 2007, en el
que participaron 30 hospitales americanos; determinaron, la produccién de betalactamasas
de tipo AmpC por Escherichia coli en 1,2%. En Espafa el indice para el afio 2009 fue de un
2% para Escherichia coli y del 0,43% para Proteus mirabilis (Seral, Castillo, & Gude,
2012).

En Santiago, a lo largo de tres afios y ocho meses (2006 - 2009), se encontré que la
prevalencia de Proteus mirabilis productor de AmpC pas6é del 0,17% al 4,5%,
mayoritariamente asociado a infeccién urinaria en pacientes ancianos comunitarios (Trevifio,
Navarro, Areses, Garcia & Regueiro, 2012).

En Loja, en el “Hospital de Dia” se reportd un indice del 1,6% (4 cepas, de 239 muestras)
(Alvarado, 2013).

Al decir que la produccion de betalactamasas de tipo AmpC por cepas de Escherichia coli y
por Proteus mirabilis son infrecuentes, es debido a que normalmente este fenotipo no es
producido por dichas especies. Cromosémicamente de manera intrinseca (inducible), la
produccion de betalactamasas de tipo AmpC es comUnmente reconocida de las especies
Enterobacter spp., Providencia spp., Serratia spp., Citrobacter spp., y Pseudomonas
aeruginosa, y explican la resistencia natural a las aminopenicilinas y a los betalactdmicos
con inhibidor. Escherichia coli, también posee betalactamasas de tipo AmpC cromosdmicas
pero no del tipo inducibles; sino del tipo constitutivas, y aun asi su expresion a niveles bajos
no otorgarian resistencia; para ello debe de existir una hiperproduccion de las mismas; y
cuando hay dicha hiperproduccion es capaz de conferir resistencia a todos los
betalactdmicos a excepcién de cefalosporinas de cuarta generacion y carbapenémicos. En
Proteus mirabilis, sin embargo, la resistencia a los inhibidores de betalactamasas y
cefoxitina, no es ocasionada por betalactamasas de tipo AmpC cromosémicas, pues esta
bacteria y algunas otras (Salmonella spp., K. pneumoniae) naturalmente no poseen los
genes correspondientes de esto tipo de betalactamasas, por lo que se infiere, que han sido
adquiridas por plasmidos, es decir son betalactamasas AmpC plasmidicas, y su estado es
preocupante debido a la capacidad de transmision que tienen hacia otras especies, y por la
dificultad de deteccion en el laboratorio, no existe un método estandarizado. (Martinez,
2009).
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3.3.1.3. Cepas productoras de carbapenemasas.

Tabla 7. Cepas de bacilos Gram negativos productoras de carbapenemasas, aisladas de
UROCULTIVOS en relacion a la localizacion de pacientes ambulatorios del Hospital "Manuel
Ygnacio Monteros" en el periodo agosto-septiembre 2013.

Emergencia
Cepas productoras de carbapenemasas

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Pseudomonas aeruginosa 1 1.3%
Total 1,3%

Fuente: Torres, A. (2013)

La produccion de carbapenemasas (1,3%), fue encontrada en la especie Pseudomonas
aeruginosa Unicamente y en el area de Emergencia (Tabla 6).

La resistencia a carbapenems es poco comun, como bien se lo ha delimitado, ain mas en
pacientes ambulatorios, las investigaciones infieren que para generar éste tipo de
resistencia, debe existir a la par produccion de carbapenemasas, y algun otro mecanismo, el
mas implicado hasta el momento es la disminucion de la permeabilidad de la membrana por
perdida de porinas (Zavascki, Bulitta, & Landersdorfer, 2013).

En Pseudomonas aeruginosa, ademas se ha descubierto que la produccion de
carbapenemasas, esta asociada a la formacién de biopeliculas embebidas, que contienen
moléculas involucradas en evadir el sistema inmune del cuerpo humano presentando una
mejor predisposicion para causar resistencia, ademas de moléculas formadoras de
agregacion bacteriana en microcolonias independientes de responder a la hidrolisis de los
carbapenémicos, asi, se aproxima que es capaz de presentar una resistencia tan agresiva
del casi 75 - 90% a estos antibidticos (Imipenem y meropenem) (Ochoa, Lépez, Escalona,
Cruz, & Davila, 2013).

Los descubrimientos de resistencia originados en los que se encuentran implicadas éstas
especies varian de la casa de Salud y de las regiones, pero se estiman que van desde 2% al
27% en pacientes con infecciones comunitarias de tipo urinarias en su mayoria, a nivel
intrahospitalario, éstos porcentajes se multiplican como ya es de esperarse (Nicolau &
Oliver, 2010)
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CONCLUSIONES

Al finalizar el estudio realizado en pacientes ambulatorios del hospital “Manuel Ygnacio

Monteros” durante el periodo agosto-septiembre del 2013 se pudo concluir:

El germen Gram negativo mas comun implicado en los procesos infecciosos de pacientes
ambulatorios es Escherichia coli (82%).

La produccion de betalactamasas se encontré en cultivos de orina; BLEE (19,2%),
betalactamasas AmpC (3,8%) y carbapenemasas (1,3%); vy, las bacterias Escherichia coli,
Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa, fueron las especies predominantes asociadas
a dichas betalactamasas respectivamente.

Los resultados obtenidos revelan que las infecciones del tracto urinario son una de las
condiciones mas comunes en la consulta ambulatoria; y considerando que, Escherichia coli
es el agente causal mas frecuente, y productor de BLEE, es imperativo tomar medidas
especificas a la brevedad posible, pues posiblemente los indices seguiran en ascenso a lo

largo del tiempo.
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RECOMENDACIONES

Al ser un problema global y en ascenso, la determinacion de resistencia bacteriana
deberia incluir mas centros hospitalarios de la provincia de Loja en préximos estudios; de
ésta manera se lograria tener una vision més realista de dicha problematica y nos
pudiéramos enfocar en los indices alcanzados, con el fin de proponer medidas de

prevencion y manejo.

Para conseguir una mejor estimacién sobre la naturaleza especifica de la produccién de
betalactamasas, se deberia implementar técnicas moleculares que nos permita
determinar los genes y las enzimas implicadas, que ayudaria a la busqueda de terapias

mejor dirigidas.
Instaurar los métodos de deteccion fenotipica de betalactamasas en los laboratorios

microbioldgicos para que las infecciones comunitarias persistentes no sean tratadas de

forma empirica.
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