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RESUMEN

Se estudio un total de 117 cepas aisladas, verificando que la muestra clinica mas prevalente
fue orina (79,48%), las cepas estuvieron determinadas mediante pruebas bioquimicas,
siendo la cepa més frecuente Escherichia coli (72,64%). La susceptibilidad bacteriana se
establecié por el método de difusién en disco en agar Mueller Hinton mediante la técnica de
Bauer y Kirby. Se consideré como sospechosas las cepas que presentaron halos <21mm
para las cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima y cefotaxima), cefoxitina (<15
mm) y carbapenemicos (<20 mm). Estas cepas fueron sometidas a las pruebas
confirmatorias, mediante el método de discos combinados con inhibidor, segun
recomendaciones del CLSI 2012. Se encontré que el 64,51% corresponde a cepas

productoras de BLEE, siendo la més frecuente Escherichia coli (12,25%).

Se evalu6 la presencia de B-lactamasas tipo AmpC, mediante la técnica prueba de
aproximacion de discos, verificandose que el 15,78% corresponde a cepas productoras de
AmpC, detectdndose en: Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, y Pseudomonas aeruginosa.
En igual forma se analizé el test de Hodge para carbapenemasas, pero en nuestro estudio

no se observé la produccién de este mecanismo de resistencia.

Palabras Claves: B-lactamasas, antibiético, resistencia bacteriana, B-lactamasas de
espectro extendido.



ABSTRACT

It was studied 117 isolated strains, verifying that urine sample was the most frequent sample
(79,84%), the strains were determinate by biochemical test, founding that the most common
sample was the Escherichia coli (72,64%)To determinate the bacterial susceptibility it was
used the disk diffusion in Muller Hinton agar method using the Bauer and Kirby technique. It
was considerate that the strains that shows bacterial resistance to the third generation
cephalosporin (ceftazidime and cefotaxime), cefoxitin and carbapenems. These strains were
exposed to the confirmatory tests, using the combined disk with inhibitor method, according
to recommendations of the CLSI 2012. It was found 20 strains ESBL and the most frequent
was the Escherichia coli (23.72%) found in outpatients.

The same way, it was evaluated the presence of type AmpC beta-lactamases producers
strains, using the approaching disks technique, By the use of that technique was identified 3
AmpC producer strains in  Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, y Pseudomonas

aeruginosa.

Key words: Beta-lactamases, antibiotic, bacterial resistance, ESBL.



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibiético generado principalmente por
el uso indiscriminado e irracional de éstos y no sélo por la presion evolutiva que se ejerce en
el uso terapéutico (Garcia, et al. 2005).

En las bacterias Gram negativas la resistencia a los B-lactdmicos esta originada por varios
mecanismos, pero el mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la produccion de B-
lactamasas. Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos y se producen de manera constitutiva o inducible. De todas las 3-
lactamasas descritas hasta el momento, cabe destacar, por su interés e implicaciones
clinicas, las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las B-lactamasas tipo AmpC y las
carbapenemasas. El incremento de la resistencia mediante la produccion de B-lactamasas
restringe el empleo de los antibidticos B-lactamicos como tratamiento empirico en las
infecciones ocasionadas por estos microorganismos (Lindsay, 2011).

La aparicion y propagacion de las bacterias que producen las enzimas B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) se han descrito en todo el mundo como punto critico de urgencia
debido a la alta dispersion de estas cepas en diferentes tipos de infecciones, investigaciones
demuestran que se presenta mayormente en las enterobacteriaceae y confieren resistencia
a las penicilinas, a todas las cefalosporinas y al aztreonam, pero no a los carbapenemes ni a
las cefamicinas, siendo inhibidas por el acido clavulanico. Por ello las BLEE son un
problema de salud publica con proporciones alarmantes de prevalencia en Latinoamérica
que alcanza tasas preocupantes en Colombia, Guatemala, Perd, México, Venezuela,
Ecuador, Argentina, Chile, Panama y Brasil (Mattar & Martinez, 2007).

A través del tiempo los patrones de resistencia han ido en aumento, inicialmente
relacionados al ambiente hospitalario, estos mecanismos de resistencia estan emergiendo
en la comunidad, tal es el caso de las enterobacterias productoras de [B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) y AmpC, aisladas en espacios extrahospitalarios (Park-Leung, et
al. 2007).

Estudios han demostrado que una buena parte (18,1%) de bacterias BLEE positiva, fueron
aislados de pacientes ambulatorios; probablemente debido a que, este grupo de bacterias
producen infecciones y estan ampliamente distribuidos en la poblacion, lo que facilita el
proceso de recombinacion y transferencia de material genético entre bacterias, haciendo
posible que microorganismo como Escherichia coli presenten una gran diversidad de

patrones de resistencia (Rodriguez, et al. 2009).



Considerando la importancia que ha adquirido en las ultimas décadas el problema de
resistencia bacteriana, no se cuenta con informacion real de la prevalencia de la resistencia
antimicrobiana en bacterias Gram negativas a nivel local y nacional; desde este punto de
vista nos proponemos hacer un estudio, el cual tiene como objetivo determinar los posibles
mecanismos de resistencia a antibidticos B-lactdmicos y su frecuencia en nuestra localidad
en pacientes ambulatorios del “Hospital Manuel Ygnacio Monteros” durante el periodo
octubre-noviembre 2013, con la finalidad de obtener datos reales, confiables y actuales que
sirvan para el tratamiento oportuno y eficaz previniendo la morbimortalidad por infecciones
resistentes y evitar su diseminacion al ser tratadas oportuna y eficazmente.

Para la obtencién de resultados se consideré sospechosas a las cepas que presentaron
halos menores para las cefalosporinas de tercera generaciéon (<21 mm), cefoxitina (<15 mm)
carbapenémicos (<21 mm), para luego proceder a la confirmacion de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), AmpC y Carbapenemasas, segin recomendaciones del CLSI
2012. Se realizé un andlisis de resistencia, de todas las cepas para todos los antibiéticos -
lactdmicos a través del programa WHONET 5.4, asi mismo se realiz6 el analisis del grado
de significancia de las cepas estudiadas y los mecanismos de resistencia mediante la

prueba de Pearson en el programa SPSS 21.0.
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1.1. Bacilos Gram negativos

El gran grupo de bacilos Gram negativos incluye diferentes familias y géneros, muchos de
ellos muy frecuentes en patologia médica.

Los bacilos Gram negativos se caracterizan por tener coloracién roja al realizar la tincion de
gram, su pared esta formada por un lipopolisacarido que es responsable importante de la

patogenicidad.

Los bacilos Gram negativos poseen una pared celular relativamente compleja que consiste
en una rigida pero delgada capa (2-3 mm) de mucopéptido (también denominado
peptidoglicano) y por encima una capa adicional trilaminar compuesta por lipopolisacaridos
de 6-18 nm de espesor (contienen el lipido A o endotoxina) y proteinas. Algunas de estas
Ultimas ofrecen, por su peculiar estructura quimica, un canal hidrofilico de intercambio

metabdlico con el exterior, que atraviesa toda la membrana externa.

En la membrana citoplasmatica o también llamada membrana celular, estan localizadas
unas proteinas (PBPs) que se encargan de varias funciones, que pueden ser vitales 0 no
para la bacteria, y a las cuales se fijan los antibidticos betalactamicos de acuerdo a su
farmacodinamia especifica.

Los bacilos Gram negativos se dividen en oxidasa positivo y oxidasa negativos:

e Oxidasa positivos a su vez se dividen en fermentadores (Vibrio spp) y no
fermentadores (Pseudomonas spp, Campilobacter spp)
e Oxidasa negativos se incluyen las enterobacterias que son responsables de un

elevado nimero de infecciones nosocomiales (Cwi, et al. 2008).

1.1.1. Enterobacterias.

Son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos, que habitan en el tracto intestinal de los
seres humanos y de otros animales. Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son
microorganismos con forma de baston, por lo general de 1-3 um y con un diametro de 0.3 a
1.5 micras. Ademas fermentan la glucosa con formacién de acido y algunas también gas,
todas son oxidasa negativas, en su gran mayoria reducen nitratos a nitritos y crecen en

medios usuales (Prats, 2007).

Como en otras bacterias Gram negativas, su envoltura celular se caracteriza por una

estructura multilaminar. La membrana interna (o citoplasmatica) consiste en una doble capa
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de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa
siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con un espacio
peripldsmico. La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos
que incluyen lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas (que estan fijadas al peptidoglucano),
proteinas porinas multiméricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los
antibiéticos B-lactamicos) y otras proteinas de la membrana externa (Puerta y Mateos,
2010).

Diferentes factores han contribuido al incremento de las infecciones por enterobacterias,
como la casi totalidad de las bacterias Gram negativas disponen en su superficie de varias
fimbrias, organelas indispensables para poder adherirse a las superficies mucosas y para la
colonizacion bacteriana. Producen toxinas, que es una caracteristica propia de las cepas
patégenas de este grupo, dentro de ellas esta la hemolisina que potencia la accién de las
fimbrias, una amplia variedad de citotoxinas (la toxina enteropatogénica) y de enterotoxinas

causantes de los diferentes sindromes diarreicos (Romero, 2007).

Es importante conocer, las bacterias mas importantes en el grupo, pues estos
microorganismos difieren considerablemente en su patogenicidad y respuesta a los
antimicrobianos. Entre las especies mas relevantes por su importancia clinica tenemos:

Escherichia coli siendo el uropatégeno predominantemente mas aislado, seguido en un
orden variable por Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,

Enterobacter cloacae, (Ochoa, et al. 2005).

a) Escherichia coli
Es un bacilo Gram negativo, con una sola espiral de ADN, movil, aerobio y aerobio
facultativo, con flagelos peritricos. La mayoria forman fimbrias y pilis, muchas cepas
producen una pequefia microcapsula. Tienen informacion genética en los plasmidos, que
son responsables por la produccién de toxinas y la resistencia a los antimicrobianos.
Es la especie predominante de la flora anaerébica facultativa del colon humano. Cuatro
sintomas pueden resultar de la infeccién por cepas patogénicas: infeccion de vias urinarias,

sepsis, meningitis y enfermedad diarreica (Romero, 2007).
b) Klebsiella

Este género incluye la especies: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca. Los miembros

de este género son bacilos no flagelados, y por lo tanto son inmadviles, pero posee una gran

capsula que les caracteriza. Los factores de patogenicidad de este género son: la capsula,
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que es un factor antifagocitario, y la endotoxina de pared, que es un lipopolisacéarido como
los otros bacilos de esta familia. Dicho género puede infectar diversos tejidos, pero
mencionaremos especialmente las infecciones de aparato respiratorio producidas por
Klebsiella pneumoniae, que se manifiestan por neumonias de alta gravedad (Romero,
2007).

c) Proteus.

El género Proteus se encuentra en el suelo, el agua y los materiales con contaminacion
fecal. Las especies de Proteus muestran el rasgo caracteristico de la motilidad ascendente,
gque se observa en agar no inhibitorio, como una propagacién ondulante del microorganismo
a través de la totalidad de la superficie del mismo. Proteus mirabilis es la especie aislada
con mayor frecuencia en los seres humanos, sobretodo como agente causal tanto de las
infecciones urinarias como de las heridas. Proteus vulgaris se recupera mas comunmente
de sitios infectados en huéspedes inmunosuprimidos, sobre todo los que reciben regimenes
de antibidticos (Giovanniello, et al. 2008).

1.1.2. Bacilos Gram Negativos No Fermentadores

La gran mayoria de las bacterias Gram negativas no fermentadoras (BNF) se ubican en los
ambientes naturales y himedos de los hospitales, representando aproximadamente el 15%
de todos los aislamientos en los laboratorios de microbiologia. Los BNF desempefian un
importante papel no sélo por las infecciones adquiridas en el hospital, sino por su frecuente
resistencia a los agentes antimicrobianos, comportandose como patégenos oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos, sometidos a terapia antimicrobiana, a instrumentacion o
a intubacion.

Dentro del grupo bacilos Gram negativos no fermentadores (BNF), se encuentran muchos
géneros y especies, pero los mas frecuentemente aislados de muestra clinicas, son:
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. El reservorio de estos microorganismos se
encuentra en el medio ambiente y en multiples fuentes (suelo, agua, plantas, animales) y

ocasionalmente forman parte de la flora humana normal (Ferrero, 2005).

a) Pseudomonas aeruginosa
Es un patégeno oportunista, es la especie de mayor importancia clinica en el género
Pseudomonas. Puede causar una gran variedad de infecciones tanto de ambito comunitario
como pueden ser de vias respiratorias, urinarias, oculares oticas etc., como de ambito

hospitalario. Estas son las causantes de gran numero de problemas debido a que son
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pacientes inmunodeprimidos hospitalizados durante largos periodos de tiempo, teniendo la
mayoria de ellos antecedentes de uso previo de antibiéticos de amplio espectro, graves
guemaduras o haberse sometido a distintos tipos de manipulaciones (Casal, et al. 2012).

b) Acinetobacter baumannii

Es causa importante de morbilidad infecciosa y mortalidad, que afecta mayormente a
pacientes en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Acinetobacter baumannii la especie
mas frecuentemente aislada y la de mayor importancia clinica, se ha implicado en una
variedad de infecciones, tales como bacteriemia, infecciones del tracto urinario y meningitis,
pero su papel predominante es como agente causal de neumonia, particularmente las
asociadas a ventilacion mecanica, dichas infecciones son dificiles de tratar por la amplia
resistencia de esta bacteria a la mayoria de los antibiéticos. Las dificultades terapéuticas, en
conjunto con la gran capacidad que tiene Acinetobacter de sobrevivir por largo tiempo en el
ambiente hospitalario, aumentan las oportunidades para que se transmita entre pacientes,
ya sea por medio del reservorio humano o por materiales inanimados contaminados
(Salazar & Nieves, 2005).

1.2. Resistencia bacteriana

Durante los ultimos afios la frecuencia y la variedad de infecciones resistentes a antibiéticos
aumentaron tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad. La frecuencia creciente
de resistencia a los farmacos se atribuyé a combinaciones de las caracteristicas de los
antibidticos, la presién selectiva sobre las bacterias secundarias al uso de antibioticos y los

cambios sociales y tecnoldgicos que estimulan la trasmision de la resistencia a los farmacos.

La resistencia a los antibiéticos también depende de la duracion y cantidad de antibiéticos
utilizados, tiende a aumentar en forma proporcional a la duracién del tratamiento. En cambio
la reduccién de la duracion de la terapia y de la cantidad del farmaco utilizado puede

determinar el resurgimiento de cepas mas susceptibles (Cwi, et al. 2007).

El mal uso y el abuso de antibidticos son la causa mas directa, pero es muy importante
reconocer a la resistencia bacteriana como un problema multicasual, de enorme
complejidad. La alta prevalencia de enfermedades infecciosas, el incremento de la pobreza,
el alto costo de los medicamentos, las tarifas de los servicios, la ausencia de los controles
de calidad, la venta libre de los medicamentos en las tiendas, farmacias y la presion de la

publicidad en los medios de comunicacion, son factores que han contribuido al mal uso y
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abuso de los antibidticos y consecuentemente al incremento de la resistencia a estos
(Quizhpe, et al. 2011).

La aparicion de resistencia se produce por dos factores fundamentales: a) existencia de
genes determinantes de la aparicibn de un mecanismo de resistencia, que pueden ser
transferidos entre células bacterianas de una misma cepa o cepas diferentes, convirtiendo
la resistencia en un fenémeno transferible, y b) uso amplio de antibiéticos que ejercen una
presion de seleccion que favorece la supervivencia de cepas que portan y expresan genes
determinantes de resistencia (Sanabria, 2003).

Los antibidticos B-lactdmicos son los compuestos mas ampliamente usados para tratar
infecciones adquiridas en el hospital o en la comunidad. Sin embargo, la resistencia a estos
antibiéticos en bacterias Gram negativas se ha incrementado, lo cual limita su eficacia
terapéutica. Se debe estar alerta a este fenébmeno y seleccionar la terapia de acuerdo con el
mecanismo de resistencia probable del germen aislado (Arias, et al. 2003).

1.2.1. Mecanismos de resistencia.

La resistencia que presentan las bacterias contra los antibiéticos se ha convertido en un
problema de salud a nivel mundial. El desarrollo de nuevos farmacos antibacterianos, su uso
indiscriminado e irracional y la presion evolutiva ejercida por el uso terapéutico ha favorecido

el incremento de cepas resistentes.

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibidtico generado principalmente por
el uso indiscriminado e irracional de éstos y no sélo por la presién evolutiva que se ejerce en

el uso terapéutico.

La resistencia bacteriana tanto natural como adquirida se puede abordar desde el punto de

vista molecular y bioquimico:

Resistencia natural

La resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma especie bacteriana y
€s un mecanismo permanente, determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de
antibiético. Algunos ejemplos de esto podemos mencionar a la resistencia que presenta
Klebsiella pneumoniae que por su produccién natural de B-lactamasas es resistente a las

penicilinas (ampicilina y amoxicilina) y también podemos mencionar a los bacilos Gram

10



negativos aerobios resistentes a la clindamicina debido a que no cuentan con un sitio

blanco.

Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por
naturaleza es sensible a un antibiético pero que ha sido modificada genéticamente ya sea
por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e
integrones). Son evolutivas y su frecuencia depende de la utilizacién de los antibidticos
(Forbes, et al. 2009).

La resistencia se puede clasificar en tres mecanismos bésicos, por medio de los cuales las
cepas bacterianas pueden adquirir resistencia a los antibiéticos de acuerdo al mecanismo
expresado y el mecanismo de accion del antibiético. Los mecanismos de resistencia son:
inactivacion del antibiotico, alteracion del sitio blanco del antibiotico, bombas de salida. Cabe

resaltar que los tres mecanismos pueden ocurrir simultdneamente

1.2.1.1. Modificaciéon enziméatica del antibidtico.

Las bacterias expresan enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiético
haciendo que éste pierda su funcionalidad. Las p-lactamasas son las mas prevalentes, son
proteinas capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico que poseen los antibidticos de esta
familia. De igual forma, las enzimas modificadoras de los aminoglucésidos son capaces de

modificar a los B-lactamicos mediante reacciones de acetilacion, adenilacién y fosforilacion.

1.2.1.2. Bombas de salida.

Las bombas de expulsién pueden ser especificas para un sustrato o pueden transportar una
amplia gama de compuestos estructuralmente diferentes (incluidos los antibiéticos de
multiples clases), estas bombas se pueden asociar con la resistencia hacia mudltiples
antibidticos (MDR). La bomba existe como un sistema tripartita que consiste en un
transportador de la membrana citoplasmética, una proteina de fusibn a la membrana
periplasmética y un factor de membrana externa, este mecanismo es frecuentemente

utilizado por las bacterias Gram negativas (Lister, et al. 2009).
1.2.1.3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa.

Las bacterias pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad de la

membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las porinas. Las porinas son
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proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa que
regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibiéticos. Los cambios en su
conformacion pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos

agentes al espacio periplasmico (Tafur, et al. 2008)

1.3. Antibi6ticos

Los antibidticos, se derivan del griego anti (=contra) y bios (=vida), son sustancias quimicas
producidas por varias especies de microorganismos (bacterias, hongos y actinomicetos)
que suprimen el crecimiento de otros microorganismos (accion bacteriostéatica), u originan
su destruccion (accion bactericida).

Constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura
o funcién del microorganismo, tienen elevada potencia biolégica actuando a bajas
concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las células de
nuestro organismo.

Actlan inhibiendo diversos procesos metabdlicos que son esenciales para la supervivencia
de los microorganismos. El uso inadecuado de los antibiéticos para el tratamiento de
enfermedades infecciosas comunes es un problema mundial, ya que esto contribuye a que
exista un alto indice de automedicacion por parte de la comunidad (Guerrero & Raigoza,
2009).

Dentro de los antibiéticos mas numerosos Y utilizados en la préactica clinica se encuentran a
los antibiéticos B-lactamicos que son un amplio grupo de antibiéticos, cuya caracteristica
compartida es contener en su estructura molecular un anillo comin de cuatro carbonos

denominado anillo B-lactamico.

Se trata de compuestos de accion bactericida lenta, relativamente independiente de la
concentracion plasmética, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen
terapéutico. Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacién de
nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gram negativos; pero la
progresiva aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en

determinadas situaciones (Quizhpe, et al. 2011).

1.3.1. Antibi6ticos betalactamicos.

Los B-lactamicos, que actuan inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular
bacteriana, constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la
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practica clinica. Se trata de compuestos de accién bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un
amplio margen terapéutico. Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la
incorporacién de nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gram negativos;
pero la progresiva aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su
eficacia en determinadas situaciones. Aun asi, la penicilina sigue siendo el tratamiento de
eleccion en un buen nuamero de infecciones clésicas, las cefalosporinas en las profilaxis
quirdrgicas y en infecciones comunitarias graves, las carbapenemasas en infecciones
nosocomiales mixtas y por bacterias multirresistentes y los inhibidores de B-lactamasa

permiten el uso eficaz de las amino y ureido penicilinas en infecciones de gran relevancia.

La presencia de un anillo B-lactamico define quimicamente a esta familia de antibitticos, de
la que se han originado diversos grupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas,
monobactamicos e inhibidores de las B-lactamasas (Merino & Losch, 2005).

1.3.1.1. Penicilinas.

Grupo de antibiéticos que contienen un anillo B-lactamico y un anillo de tiazolidina, formando
el &cido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion de una molécula de
valina y una de cisteina para dar lugar al doble anillo caracteristico. Ademas tienen una
cadena lateral, que varia de unas penicilinas a otras en la posicion 6 del anillo B-lactamico y

que es la que define sus propiedades (Merino & Losch, 2005).

1.3.1.2. Cefalosporinas.

Las cefalosporinas o cefems son antibiéticos semisintéticos derivados de la cefalosporina C,
un antibiético natural producido del hongo Cefhalosporium acremonium. El nlcleo activo,
acido 7-aminocefalosporanico, esta muy estrechamente relacionado con el acido 6-amino-
pencilanico, por poseer ambos un anillo B-lactamico. Son bactericidas que inhiben la sintesis
de la pared bacteriana al igual que las penicilinas y se clasifican por generaciones, en base
a la similitud de sus actividades antibacterianas y de cuando fueron introducidas en el
mercado. Las mas modernas han ido incrementando su actividad contra las bacterias Gram
negativas. Se distribuyen ampliamente en la mayoria de los liquidos y los tejidos corporales
y las concentraciones que se alcanzan son suficientes para el tratamiento de la infeccion,
especialmente si hay inflamacion, la cual facilita su difusion. Sin embargo, la penetracion en
13



el humor vitreo del ojo y el liquido cefalorraquideo (LCR) es relativamente baja, aunque las
de tercera generacion pueden alcanzar niveles bastante altos en el LCR para el tratamiento
de la meningitis (Manguifia, 2006).

1.3.1.3. Carbapenems

Son los B-lactdmicos de méas amplio espectro. Solo carecen de actividad frente a los
estafilococos resistentes a meticilina, enterococos resistentes a vancomicina, algunas
especies de Pseudomonas, Stenotrophomonas maltophilia, y son poco activos frente a
Clostridium difficile. ertapenem es poco activo frente a Pseudomonas aeruginosa (Merino &
Losch, 2005).

Los carbapenémicos (imipenem y meropenem) son antibiticos relacionados con la
penicilina en los cuales el atomo de azufre del anillo A del acido penicilanico fue
reemplazado por el carbén. Los carbapenémicos inducen B-lactamasas, pero también son
resistentes a estas enzimas; este fenémeno explica su eficacia contra mas del 90% de las
especies de bacterias gram negativas. Algunas ventajas de los carbapenémicos son una
mayor actividad contra numerosas cepas de S. pneumoniae y bacterias aerobias Gram

negativas resistentes a las penicilinas, sobre todo Enterobacter (Romero, 2007).

1.3.1.4. Monobactams

Fueron los primeros antibiéticos B-lactamicos monociclicos obtenidos de bacterias, aunque
en la actualidad son producidos sintéticamente. El aztreonam fue el primero disponible
comercialmente. Es también bactericida y actda sobre la sintesis de la pared celular. Sin
embargo, su actividad difiere de las nuevas cefalosporinas y del imipenem en que se
restringe a microorganismos aerobios Gram negativos, es muy efectivo contra
Pseudomonas aeruginosa. Se administra por via parenteral y puede producir
hipersensibilidad con otros antibiéticos B-lactdmicos. Otros monobactamicos como el
carumonam y el tigemonam pueden ser suministrados oralmente, pero no son activos contra

la Pseudomonas aeruginosa (Manguifia, 2006).
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1.3.2. Mecanismo de accion.

Las bacterias Gram negativas tienen una pared mas fina y compleja que consta de una
membrana externa formada por lipidos, proteinas y de una delgada capa interna de
peptidoglucano.

El peptidoglucano esta constituido por largas cadenas de glicidos (-glucano), formadas por
la repeticibn de moléculas de &cido N-acetiimuramico y N-acetilglucosamina. El &cido
muramico fija cadenas de tetrapéptidos (péptido-) que se unen entre si para formar una
malla, bien directamente (Gram negativos) o mediante un pentapéptido de glicina (gram
positivos). Los B-lactdmicos inhiben precisamente esta unién o transpeptidacion, ultima
etapa de la sintesis de la pared celular. De este modo, la pared queda debilitada y puede
romperse por la presiébn osmotica intracelular. Para que actien los B-lactdmicos es
necesario que la bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que es cuando se sintetiza la
pared celular.

Los B-lactdmicos también actian activando una autolisina bacteriana enddgena que
destruye el peptidoglicano. La lisis se produce con concentraciones que superan entre 4 y
10 veces la CIM de un determinado microorganismo. Las bacterias que carecen de
autolisina son inhibidas pero no destruidas, por lo que se dice que son tolerantes. Se define
el fendbmeno de tolerancia como la necesidad de una concentraciébn al menos 32 veces

mayor a la CIM para que un antimicrobiano destruya una cepa bacteriana.

La produccion de enzimas inactivantes es el mecanismo mas importante de las bacterias,
como la adquisicion de B-lactamasas (plasmidicas o cromosémicas), es la causa mas
frecuente de resistencias, y algunas son de espectro ampliado y confieren resistencia a los
antibiéticos B-lactamicos, desde que se puso de manifiesto la importancia de las -
lactamasas, se buscaron inhibidores de estas enzimas, incluyéndose en este término
diferentes compuestos quimicos, entre los que destacan acido clavulanico, sulbactam, y
tazobactam, sin embargo ya se han detectado una nueva clase de B-lactamasas que

confiere resistencia a estos inhibidores (Barcelona, et al. 2008).

1.4. B-lactamasas.

La resistencia bacteriana a los B-lactimicos puede ser mediada por la destruccion
enzimatica de los antibioticos, por la modificacion de sus sitios de accion o por la

disminucion de la captacion intracelular del farmaco.
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Estas tres vias cumplen una funciéon importante en la resistencia a los antibacterianos de
relevancia clinica pero la destruccién bacteriana de los B-lactamicos por produccion de -
lactamasas es por lejos el método més frecuente de resistencia. Las B-lactamasas abren el
anillo betalactamico y la modificacion de la estructura del farmaco impide su unién eficaz a

las PBP, de modo que la sintesis de la pared celular puede continuar.

Las bacterias Gram negativas, incluidos los miembros de la familia Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa y especies de Acinetobacter, producen docenas de diferentes tipos de B-

lactamasas que median la resistencia a uno o mas de los antibiéticos 3-lactamicos.

Las B-lactamasas producidas por las bacterias Gram negativas permanecen dentro de la
célula, en el espacio periplasmatico, donde estan ubicadas de una manera estratégica para
hidrolizar a los betalactamicos cuando atraviesan la membrana externa a través de los

canales de porinas llenos de agua y revestidos por proteinas.

Se han desarrollado diversas modificaciones moleculares en la estructura de los -
lactdmicos para proteger al anillo B-lactamico contra la hidrolisis enzimética. Este avance
condujo a la produccion de antibidticos mas efectivos de esta clase. Se han aplicado
estrategias similares para desarrollar penicilinas y cefalosporinas mas resistentes a la

variedad de (B-lactamasas producidas por los bacilos gram negativos.

Otra estrategia terapéutica consiste en combinar dos farmacos f-lactdmicos diferentes. Uno
de ellos se une con avidez y de forma irreversible a la p-lactamasas y la incapacita para la
hidrolisis, mientras que el segundo B-lactdmico, que es sensible a la actividad de la B-
lactamasas, ejerce su actividad antibacteriana. Entre los ejemplos de combinaciones de [3-

lactdmicos/ inhibidor de la B-lactamasas.

La modificacion de los sitios de accion también cumple una funciéon importante en la
resistencia a los B-lactamicos de relevancia clinica. Por esta via el microorganismo cambia o
adquiere de otro microorganismo los genes que codifican enzimas para la sintesis de la

pared celular con modificaciones (Forbes, et al. 2009).

Las B-lactamasas son la principal causa de resistencia a estos antibidticos. Estas enzimas
hidrolizan el enlace amida del anillo 3-lactdmico de manera que pueden inactivar penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos o distintas combinaciones de estos

antibioticos.

La nueva presién selectiva de estos antimicrobianos provoc6 que aparecieran nuevos tipos

de B-lactamasas, llamadas BLEE, que inactivan a las cefalosporinas de tercera generacion,
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asi como otras que inactivan selectivamente a los carbapenémicos y a los inhibidores de -

lactamasas, como el acido clavulanico y el sulbactam, entre otros.

La existencia de estas enzimas limita de forma importante el uso empirico de antibi6ticos B-
lactdmicos. Ademas, la facil transferencia de unos organismos a otros, su prevalencia cada
vez mayor, resultan especialmente probleméticas en la préactica clinica (Carrillo & Garcia,
2008)

1.4.1. B-lactamasas de espectro extendido BLEE

Las B-lactamasas de espectro extendido, son enzimas producidas por los bacilos Gram
negativos, fundamentalmente enterobacterias frecuentes en Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli, aunque también por microorganismos no fermentadores como

Pseudomonas aeruginosa y otros.

La aparicion de resistencias a cefalosporinas de tercera generacion a principios de los afios
80 que se denominaron B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Estas derivan de B-
lactamasas ya existentes que han sufrido mutaciones aleatorias por presion selectiva al
introducir las cefalosporinas de tercera generacion. Inicialmente estaban restringidas a
Escherichia coli y Klebsiella spp., organismos que contenian las tres pB-lactamasas
progenitoras de las BLEEs (TEM-1, TEM-2 y SHV-1).

Inicialmente la deteccion de BLEE estaba limitada a cepas aisladas de pacientes
hospitalarios, sin embargo, la situacion se ha complicado, debido a que el mecanismo se
est& detectando en bacterias causantes de infecciones a nivel comunitario, lo que trae como
consecuencia una complicacion terapéutica desde el punto de vista clinico y agrava el

problema desde el punto de vista de salud publica.

Las BLEEs pertenecen al grupo 2be y a la clase molecular A. Deben su nombre a que
confieren resistencia a un amplio espectro de antibioticos B-lactamico como las amino-,
carboxi- y ureidopenicilinas (ampicilina, ticarcilina y piperacilina respectivamente),
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (excepto cefamicinas) y monobactamicos
(aztreonam) pero no carbapenemas (imipenem, meropenem). Esta accion hidrolitica es

inhibida por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (inhibidores de B-lactamasas).

Las BLEEs se encuentran codificadas en plasmidos lo que permite su amplia y facil
diseminacion no sélo entre cepas de la misma especie sino también entre cepas de distintas

especies. Por tanto, los Unicos B-lactamicos que se pueden utilizar frente a estos
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microorganismos son las cefamicinas como la cefoxitina, las combinaciones de B-lactdmicos
con inhibidores (&cido clavulanico, tazobactam o sulbactam) o las carbapenemas (Carrillo &
Garcia, 2008).

En la década de los 90 estas enzimas se encontraron en distintas especies de
Enterobacteriaceae produciendo brotes nosocomiales, pero a partir del 2000 se han
convertido en las més frecuentes en la mayor parte del mundo, tanto en infecciones
hospitalarias como de la comunidad, habiendo casi sustituido a las BLEE de los tipos TEM y
SHV. Si bien la prevalencia de las diferentes enzimas CTX-M es variable en diferentes
paises; es interesante destacar la diseminacion a nivel mundial del clon ST131 de
Escherichia coli 025:H4 portador de la CTX-M-15.

La deteccion de las BLEE en el laboratorio no siempre es facil, ya que depende de su
expresion fenotipica, y esto viene condicionado por la cantidad de enzima producida por la
bacteria, y de la presencia o no de otros mecanismos de resistencia (Navarro, et al. 2011).

1.4.2. B-lactamasas tipo AmpC

Las B-lactamasas de la clase molecular C de Ambler (grupo 1 de la clasificacion de Bush-
Jacoby-Medeiros). Las AmpC hidrolizan cefalosporinas de primera (cefalotina) y segunda
generacion (cefuroxima), incluidas las cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) y, en menor
medida, las de tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima), mientras que
generalmente son muy poco eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion
(cefepima y cefpiroma) y los carbapenémicos (imipenem y meropenem). La cloxacilina y el
aztreonam, asi como el acido borénico y sus derivados (acido fenil-borénico), inhiben a las
B-lactamasas de tipo AmpC, mientras que el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam no

son buenos inhibidores (Navarro, et al. 2011).

Ciertas enterobacterias poseen de manera natural B-lactamasas tipo AmpC, tal es el caso
de Enterobacter spp., Providencia spp., Morganella morganii, Serratia marcescens,
Citrobacter freundii y Hafnia alvei; al igual que bacilos gramnegativos no fermentadores de
importancia clinica como Pseudomonas aeruginosa. Las AmpC producidas por los
microorganismos antes mencionados, son de naturaleza cromosOmica inducible y explican
la resistencia natural a las aminopenicilinas, cefalosporinas de 1lra generacion, cefamicinas
(cefoxitina, cefotetdn) y aminopenicilinas combinadas con inhibidores de [-lactamasas
(amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina-sulbactam), expresada por estos agentes

bacterianos. E. coli, Shigella spp. y Acinetobacter baumannii, también poseen B-lactamasas
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AmpC cromosoémicas pero constitutivas (no inducibles). Existen AmpC de codificacion
plasmidica que pueden ser inducibles o no.

La presencia simultanea de otros mecanismos de resistencia a [B-lactamicos, como la
produccién de BLEE o la pérdida de porinas, dificulta enormemente la interpretacion de las
pruebas fenotipicas de deteccion de AmpC plasmidica. Un marcador fenotipico muy
utilizado para diferenciar la produccién de AmpC de la de BLEE es la cefoxitina (Calvo, et al.
2011).

Las B-lactamasas tipo AmpC se han clasificado segun la localizacion y expresiéon del gen
AmpC.

1.4.2.1. AmpC cromosémicas inducibles.
Se producen a bajos niveles de manera natural y aumentan su sintesis en presencia de

inductores (B-lactamicos).

1.4.2.2.  AmpC cromosoOmicas no inducibles (constitutivas).
Su expresién es a niveles muy bajos sin mostrar resistencia. Cuando se encuentran
hiperproducidas pueden conferir resistencia a todos los B-lactamicos a excepcion de
cefalosporinas de 4ta generacibn y carbapenémicos. La bacteria representativa es
Escherichia coli (Valle, 2009).

1.4.2.3. AmpC plasmidicas inducibles y AmpC plasmidicas constitutivas.

La evidencia molecular sugiere que los genes que codifican a estas enzimas, derivan de los
genes AmpC cromosémicos que naturalmente poseen las enterobacterias antes
mencionadas. Estos genes han sido integrados en elementos genéticos transferibles
facilitando la diseminacién a diferentes microorganismos. Los genes AmpC mediados por
plasmidos han sido encontrados en bacterias como Salmonella spp., K. pneumoniae y

Proteus mirabilis que naturalmente no poseen estos genes (Valle, 2009).

1.4.3. Carbapenemasas

En los Ultimos afios se ha producido una gran alarma y preocupacién por la dispersion de
los bacilos Gram negativos resistentes a los carbapenémicos en los que el mecanismo
implicado es la produccion de [-lactamasas capaces de hidrolizar este grupo de
antimicrobianos y que se han asociado a elementos genéticos trasferibles (Navarro, et al.
2011).
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Las carbapenemasas son un grupo heterogéneo de B-lactamasas distribuidas en las clases
moleculares A, B y D que presentan actividad hidrolitica sobre los carbapenémicos vy la
practica totalidad de los antibidticos B-lactdmicos clinicamente relevantes (Calvo, et al.
2011).

Los carbapenem han sido los antibidticos B-lactamicos de mayor actividad evadiendo la
mayoria de los mecanismos de resistencia bacteriana y, generalmente, se reservan para el
tratamiento de infecciones graves o para aquéllas causadas por organismos resistentes a

los otros antibi6ticos.

La resistencia multiple en Gram negativos es producto de una combinaciéon de mecanismos
de resistencia, algunos de ellos inherentes a la especie (resistencia intrinseca o natural) y
otros adquiridos (resistencia adquirida por elementos moviles como plasmidos y
transposones), que finalmente se manifiestan como resistencia a una amplia gama de

antibioticos.

Se han descrito dos tipos de carbapenemasas con base en estudios moleculares. Las
primeras son enzimas que poseen un residuo de serina en su sitio activo, razon por la cual
se han denominado carbapenemasas tipo serina. El segundo grupo son enzimas que en su
sitio activo requieren de cationes divalentes, usualmente zinc, como cofactor para su

actividad enzimatica; éstas ultimas son las denominadas metalo-3-lactamasas.

Las porinas son canales proteicos de la membrana externa de las bacterias Gram negativas
que participan en el transporte de moléculas hidrofilicas desde el medio externo al espacio
periplasmatico. Los carbapenem llegan al espacio periplasmatico pasando a través de
porinas. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir mutaciones y producir proteinas
alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresién. Ambos procesos dan origen a
bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales presentan una baja permeabilidad al
paso de moléculas hidrofilicas como los carbapenem. De esta manera, la velocidad de
acumulacién de los carbapenem en el espacio periplasmatico disminuye notablemente.
Normalmente, la pérdida de porinas no confiere una resistencia franca y solo eleva los
valores de la CIM para carbapenem sin superar los puntos de corte que determinan

resistencia (Suarez, et al. 2006).
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2.1. Recoleccidn de muestras

Se realiz6 un estudio descriptivo de los cultivos obtenidos de muestras clinicas de pacientes
ambulatorios del Hospital “Manuel Ygnacio Monteros”, durante el periodo octubre -
noviembre 2013. Por tal razén se determind los mecanismos de resistencia, en las
siguientes muestras: orina, secrecion vaginal, heces, secrecion faringea, secrecion uretral y
liguido abdominal. Una vez obtenidas se las traslado al laboratorio de microbiologia de la

UTPL, para su posterior andlisis.

Criterio de Inclusion
e Cultivos de paciente ambulatorios realizados en el periodo octubre - noviembre de
2013 en el Hospital Manuel Ygnacio Monteros.
e Cultivos Gram negativos de origen: urinario, heces, secreciones vaginales,

secreciones traqueales, secreciones uretrales y liquido abdominal.

Criterio de Exclusion
e Cultivos de pacientes hospitalizados.
e Cultivos que se realicen fuera del periodo octubre -noviembre de 2013.
e Cultivos de muestras clinicas Gram positivos.

e Muestras clinicas contaminadas.

2.2. Identificacion Bacteriana

2.2.1. Siembra

El primer paso a seguir en la identificacién de un microorganismo es proceder a la obtencién
en cultivo puro.
Se realiz6 la siembra en agar Macconkey y se procedié a seleccionar Unicamente bacilos

Gram negativos, para luego proceder a su identificacion.
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2.2.2. Pruebas Bioquimicas

Se procedio a identificar el germen a través de pruebas bioquimicas como: Citrato, Urea,

SIM, LIA, TSI, y luego de 24 horas de incubacién, se procedi6 a la respectiva lectura.

2.3. Antibiograma

2.3.1. Método de Difusion en Agar

La susceptibilidad bacteriana se determin6 mediante el método de difusion en disco 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 2012).

Los antibidticos analizados fueron: amoxicilina més écido clavulanico, aztreonam, cefepima,
ceftazidima, ciprofloxacino, imipenem, meropenem, netilmicina, acido nalidixico,

piperacilina/tazobactam, amikacina y ampicilina.

Se consideré sospechosas a las cepas que presentaron halos (<21mm) para las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima y cefotaxima), (<15mm) en cefoxitina y

(<20mm) en carbapenemicos, fueron sometidas a las pruebas confirmatorias respectivas.

2.4. Dete