UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA

La Unuversidad Catélica de Loja

AREA BIOLOGICA
TITULACION DE BIOQUiMICO FARMACEUTICO

Resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados
de muestras clinicas en pacientes del Hospital del Dia y Clinica
Maternidad Julia Esther Gonzéalez durante el periodo agosto-
noviembre 2013.

TRABAJO DE FIN DE TITULACION

AUTOR: Alvarado Pullaguari, Cecilia Yajaira
DIRECTOR: Toledo Barrigas, Zorayda Patricia, Bq. F.

LOJA-ECUADOR
2014



APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE FIN DE TITULACION

Bioguimica Farmacéutica.

Zorayda Patricia Toledo Barrigas.

DOCENTE DE LA TITULACION

De mi consideracion:

El presente trabajo de fin de titulacién: Resistencia bacteriana en bacilos Gram
negativos de cultivos aislados de muestras clinicas en pacientes del Hospital del Dia y
Clinica Maternidad Julia Esther Gonzalez durante el periodo agosto-noviembre 2013,
realizado por Alvarado Pullaguari Cecilia Yajaira, ha sido orientado y revisado durante
Su ejecucion, por lo gue se aprueba la presentacion del mismo.

Loja, marzo de 2014



DECLARACION DE AUTORIA DE CESION DE DERECHOS

“Yo Alvarado Pullaguari Cecilia Yajaira, declaro ser autor (a) del presente trabajo de fin
de titulacion: Resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de
muestras clinicas en pacientes del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Esther
Gonzéalez durante el periodo agosto-noviembre 2013, de la Titulacion de Bioquimico
Farmacéutico, siendo Zorayda Patricia Toledo Barrigas director (a) del presente
trabajo; y eximo expresamente a la Universidad Técnica Particular de Loja y a sus
representantes legales de posibles reclamos o acciones legales. Ademas certifico que
las ideas, conceptos, procedimientos y resultados vertidos en el presente trabajo
investigativo, son de mi exclusiva responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicion del Art. 67 del Estatuto
Organico de la Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente
textualmente dice: “Forman parte del patrimonio de la Universidad la propiedad
intelectual de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado que se
realicen a través, o con el apoyo financiero, académico o institucional (operativo) de la
Universidad”

Autor: Alvarado Pullaguari Cecilia Yajaira

Cédula: 110475289-2



DEDICATORIA

A

Dios y a la Virgen del Cisne, por todas sus bendiciones y por darme la fortaleza para
superar las dificultades y permitirme cumplir todas mis metas.

Mis padres Marcelo y Maria quienes incondicionalmente dan lo mejor de si, con mucho
esfuerzo, sacrificio y constante apoyo en todos los aspectos de mi vida, los quiero con
toda mi alma.

Mis hermanos/as Marcelo, Guillermo, Ma. Fernanda, Katherine y Salvador quienes con
su alegria siempre estan presentes en todo momento brindandome su apoyo y
compresion.

Mis primas y amigas que siempre estan brindandome su apoyo y animos en todo
momento.



AGRADECIMIENTO
A

Dios y a la Virgen del Cisne que me han conservado con vida, salud, y me han guiado
y cuidado, sin su proteccion nada de esto podria cumplirse.

La Titulacion de Bioquimica y Farmacia, docentes por todos los conocimientos
impartidos durante mi formaciéon como Profesional.

Mi Directora de tesis la Bg. F. Zorayda Toledo, por todos sus conocimientos y su
constante apoyo brindado para la realizacién de esta tesis. Por la profesionalidad y
dedicacion con la que ha dirigido este trabajo.

Y en especial al grupo de trabajo tan maravilloso con el que he tenido la suerte de
trabajar formado por Jhomar Rivera, Yomaira Malla, Vanessa Cuenca, Lucia Chalan,
Abigail Torres y Bg. Sofia Ochoa.

Al personal del Laboratorio Clinico del Hospital de Dia (IESS) y la Clinica Maternidad
Julia Esther Gonzales, quienes me ayudaron con las muestras para efectuar la
presente investigacion.

A mis padres y hermanos por la ilusion y apoyo que manifiestan frente a todo lo que
hago.

A todos, gracias.



INDICE DE CONTENIDOS

CARATULA ettt ettt st e s st e s te e ea e e st aes st te sbe e e teaseeasaes sataestesesatesaeesssesssnteansanssesn i
CERTIFICACION. ...oevete et st sss s sss s st st st bt sttt nss s e i
DECLARATORIA DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS.........coeevveereceeneensseresresseseneensensesensssenennee i
DEDICATORIA. ...ttt ettt et sttt e st et st et s es st eseseses st sae st seseease sesses et asesesssessesensssssesssesensens iv
AGRADECIHMIENTO . ettt ettt et sttt ste et seaa e st e sae e e ste aeaaeeasbaeesae e ansanseeeaennnnses \
INDICE DE CONTENIDOS........oocveieeieeeeiesies s s sesseeeseseess st set st esseetseesnesessressssne s sesssssessasses s s s s vi
INDICE DE TABLAS......oeeeetettiesitseseeseessessesseesss s s sassasssssssessesssssss s es s sassansssssssssssasssnssesssssnssssenes vii
INDICE DE GRAFICAS.....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e s s s s es s s et eet st es s s eesss st sresee e viii
ABREVIATURAS . ..ottt ettt sttt e ste st te st st e s be e ste e et e e ssbe s sataessbesesbeaebbaeaasbes sutasateasaens ix
RESUMEN......ctttiitetirtetenin ettt se st teteestesestesaseesesesesessesesessesassssesessessessssessssssansssssessesessnseesssasssesensons 1
ABSTRACT ..ottt ettt st sttt steses et e e steses et e steses s et ane st sesbesane st sensesasssbesesseseressenensesareesnsesereesenn 2
INTRODUCCION.....c.vvuvvereiiesesessssess s sssess s sssess s sss s st s s s s s st st 3
CAPITULOD Lttt cteseetire et steteeste st e teesteseste s e sseses s ese et sessesesests sessesensssesensesssasesensessnsasesessensenses 5
1.1. Bacterias Gram NEGAtIVAS......ccccviiereiceeiei ettt st srv e e sbe st e e e sreeseaesaesre e aesraeseees 6
O O R Yo =T ] o 1= ot =T o T OSSO 6
1.1.2 Bacilos Gram negativos no fermentadores.........ccoooveceveieiniineececeece e e 8
1.2, ReSIStENCIa DACTEIIANA. ...ovici ettt sttt st s e s es e st es e st es s e e nen 10
1.2.1 TiPOS € rESISTENCIA....cueieuietieriteeete et ete sttt ee e e eae s eteste e e e besaesaesaeete e saenes 10
1.2.2 Mecanismos bioquimicos de resistencia a antimicrobianos.........ccccccvevvervrene. 11
IR O Y o | o o ol 1O OO ORI 13
1.3.1 Antibioticos B-laCtAmiCOS.....cucceiiiieiieceee ettt e st e er s 14
1.3.1.1  PeniCiliNas...cccccueeie et sttt st st es s e s sanas 14
1.3.1.2 Inhibidores B-lactamiCos......cccecievirereieriiieinrirrcreee e et 15
1.3.1.3  CefaloSPOrinas.....cccceueieiriireiecese st st e e vess st et sae e sae st e sas s aeseseans 15
1.3.1.4  CarbapENEMS......cececee ettt ettt et ete st st e e bes s aes s eas e s et st nnann 18
1.3.1.5 MONODACLAMS......oirieie ittt et s e 19
L4, Brlattamasads....cccoeveeecirueierirtist et et stesteste et e et et et et eresaeetesbeete st s e bestetees e et et abesreete st sansenne 19
1.4.1 Produccion de B-lactamasas........ccceeeeveeceeeceseeseeeeerier st sttt s s aea s 21
1.4.2 B-1actamasas AMPC........ccirirerieiececestesee et eter et st seeeseetestesteseesbesssssesasssseesnsanens 21
1.4.3 B-lactamasas de amplio ESPECLIO....c.ccicciiieieseceeeeeer et st 21
1.4.4 PB-lactamasas de espectro extendido (BLEE).........cccccceieieieeecece e 22
1.4.4.1 Epidemiologia de 1as BLEE.........ccccoeeieeeeeceeceeieieteeeee ettt s 23
L1.4.4 CarbDapPENEIMASAS.....evueuevererierietertereeresrestestesae e es assesessessarsesessestesnessesessessessesessanansans 24
CAPITULO ettt ettt sttt sttt st st ettt e st sttt st et steseat et e e s sentesaneanesesseasaese s 26
2.1, MEtOAOIOZIA...c.c ettt ettt et te e teste st st et b et et e e e e ete st seean s bennraerens 27
(07X o I U L 1 RSP STR 30
3.1 ReSUIAdOS Y DiSCUSION.....cciiiiieieieieeet ettt st ste st st e e et et eaeebe e s e e asen s e areansane s 31
CONCLUSIONES......e ettt ettt st e st s te et e ses st e s e s essaeees eeseeeaeessseestesanaennesseesesessannneesnsessnnnnsssesnes 41
RECOMENDACIONES....... oottt et ees e sette e e s ae st e sassae e s s aesre et e s aesae e e e eensessaeesannsnssesnenen 42
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........oveeeveeeeessessereseessees s ssssssess s snsssesssnssssssssssssssssssesssssssssssneses 43
ANEXOS....oiiiteieiirt ettt et sttt sttt et st ses ek e sbe e s ek e eaeses ek e b sen bk et e ke nes bt ebenen en b et e e senseattes 49

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de CefaloSPOriNAS ........ciiieeeiiiieiiiiiie e 16

Tabla 2. Clasificacion de B-lactamasas ........cccoovveeiiiiiiiiiiii e 20

Tabla 3. Frecuencia de cepas aisladas en muestras clinicas analizadas del Laboratorio
Clinico del Hospital del Dia, durante el periodo agosto-noviembre de 2013. .............. 32

Tabla 4. Frecuencia de cepas aisladas en muestras clinicas analizadas del Laboratorio
Clinico de la Clinica Maternidad Julia Esther Gonzélez, durante el periodo agosto-
NOVIEMDBIE A€ 2013, ... i e e e e e e e et s e e e e e e e eeatb e e e eaaaeaanees 32

Tabla 5. Frecuencia de B-lactamasas en cepas aisladas de muestras clinicas
analizadas del Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia
Esther Gonzalez, durante el periodo agosto-noviembre de 2013...........cccceeeiiiiiininnnn, 35

Tabla 6. Frecuencia de cepas productoras de BLEE en muestras clinicas analizadas
del Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Esther Gonzalez,
durante el periodo agosto-noviembre de 2013............ooiiiiiiiiiiiiii e, 38

Tabla 7. Frecuencia de cepas productores de AmpC en muestras clinicas analizadas
del Laboratorio Clinico del Hospital del Dia, durante el periodo agosto-noviembre de
20 TP PPPPPPPPPR 39

vii



INDICE DE GRAFICAS

Grafica 1. Tipos de muestras clinicas analizadas del Laboratorio Clinico del Hospital
del Dia, durante el periodo agosto-noviembre de 2013.............oviiiiiiiiiiiiiiiiiciee e, 31

Gréafica 2. Tipos de muestras clinicas analizadas del Laboratorio Clinico de la Clinica
Maternidad Julia Esther Gonzalez, durante el periodo agosto-noviembre de 2013.....31

Gréfica 3. Porcentaje de resistencia antimicrobiana en cepas aisladas de muestras
clinicas analizadas del Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad
Julia Esther Gonzalez, durante el periodo agosto-noviembre de 2013. ...................... 33

viii


file:///C:/Users/Cecilia/Documents/zzzzz/TRABAJO%20DE%20FIN%20TITULACION%20%20CECILIA%20ALVARADO%201.docx%23_Toc383090535
file:///C:/Users/Cecilia/Documents/zzzzz/TRABAJO%20DE%20FIN%20TITULACION%20%20CECILIA%20ALVARADO%201.docx%23_Toc383090535
file:///C:/Users/Cecilia/Documents/zzzzz/TRABAJO%20DE%20FIN%20TITULACION%20%20CECILIA%20ALVARADO%201.docx%23_Toc383090534
file:///C:/Users/Cecilia/Documents/zzzzz/TRABAJO%20DE%20FIN%20TITULACION%20%20CECILIA%20ALVARADO%201.docx%23_Toc383090534

ABREVIATURAS

AMC: Amoxicilina — acido clavulanico.

AMK: Amikacina.

AMP: Ampicilina.

AmpC: B-lactamasas de tipo AmpC.

AN: Acido nalidixico.

ATB: Antibiotico.

ATM: Aztreonam.

BGNNF: Bacilos Gram negativos no fermentadores.
BLEA: B-lactamasas de amplio espectro.
BLEE: B-lactamasas de espectro extendido.

C: Carbono.

CAZ: Ceftazidima.

CIP: Ciprofloxacina.

CLSI: Clinical and Laboratory Standars Institute.
CTX: Cefotaxima

DNA: Acido desoxirribonucleico.

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacetico.

ESBL (Inglés): B-lactamasas de espectro extendido.
FEP: Cefepima.

FOX: Cefoxitina.

IBLs: Inhibidores de 3-lactamasas.

IESS: Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social.

IPM: Imipenem.



ITU: Infeccidn del tracto urinario.

LCR: Liquido céfalo raquideo.

LPS: Lipopolisacarido.

MBLs: Métalo B-lactamasas.

NAVMI: Neumonias asociadas a ventilacion mecanica invasiva.
NET: Netilmicina.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

pH: Potencial de Hidrogeno.

REDNARBEC: Red Nacional de Resistencia Bacteriana.
SAM: Ampicilina — sulbactam.

SM: Stenotrophomonas maltophilia.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences.

TZP: Piperacilina - tazobactam

UCI: Unidad de cuidados intensivo.

WHONET: World Health Organization.



RESUMEN
El presente trabajo estd basado en identificar y determinar los mecanismos de
Resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de muestras
clinicas de pacientes del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Ester Gonzalez,

durante el periodo agosto-noviembre 2013.

Para identificar estas cepas se realizaron pruebas bioquimicas y la susceptibilidad
bacteriana se determiné por el método de disco difusibn en agar Mueller Hinton
mediante la técnica de Bauer y Kirby, considerando la resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion, cefamicinas y carbapenems. Las cepas resistentes fueron
sometidas a pruebas confirmatorias siguiendo las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI).

En las Instituciones en estudio se aislaron 239 y 20 cepas respectivamente, el 95% y
90% de muestras provienen de urocultivos, aislandose con mayor frecuencia
Escherichia coli (87% y 95%), Klebsiella pneumoniae (3%) y Proteus vulgaris (2,5% y
5%), de las cuales se identificaron 22 y 3 cepas productoras de BLEE siendo
Escherichia coli con un 49% y 75% la mas frecuente; y un 27% son productoras de -

lactamasas de tipo AmpC.

Determinando que la presencia de BLEE a nivel comunitario es un factor de

preocupacion por la progresiva resistencia a los antimicrobianos.

Palabras Clave: Bacilos Gram negativos, antimicrobianos, susceptibilidad bacteriana,
B-lactamasas, BLEE, AmpC, Carbapenems.



ABSTRACT

The objective of this investigation is to identify and determinate the bacterial resistance
mechanism in Gram-negative bacillus of isolated cultures of clinical samples in the
Hospital del Dia and Clinica Maternidad Julia Ester Gonzalez, during the period
August-November, 2013.

To identify these strains were made biochemical tests and bacterial susceptibility was
determinated by the disc diffusion method using Muller Hinton agar and Kirby Bauer
technique, taking into consideration resistance to third generation cephalosporins,
cephamycins and carbapenems. The resistances strains were subjected to
confirmatory testing as recommended by the Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI).

In the institutions under study were isolated respectively 239 and 20 strains, the 95%
and 90% of samples come from urine cultures, most often isolating Escherichia coli
(87% and 95%), Klebsiella pneumoniae (3%) and Proteus vulgaris (2.5% and 5%), of
which are identified 22 and 3 strains producing of ESBL being Escherichia coli 49%

and 75% the most common, and 27% is producing -lactamase AmpC.

With these results, we determined that the presence of ESBL in the community is a
factor of concern by the progressive resistance to antimicrobial.

Key words: Gram-negative bacillus, antimicrobial drugs, bacterial susceptibility, neta-

Lactamases, ESBL, AmpC, Carbapenems.



INTRODUCCION

Los bacilos Gram negativos son las bacterias que se recuperan con mayor frecuencia
en muestras clinicas humanas. En las ultimas décadas, estos bacilos han adquirido
mayor importancia como agentes causantes de infecciones intra y extrahospitalarias,
debido a que han desarrollado fenotipos de resistencia bastante amplios frente a los
antibiéticos B-lactamicos; situacién que ha sido reportada practicamente en todo el
mundo (Rivera, et al. 2011).

Existen numerosos mecanismos de resistencia a este tipo de antibiéticos, por ejemplo
a través de modificaciones de las proteinas fijadoras de penicilina, la inactivacion
enzimatica del antibidtico por producciéon de [-lactamasas, la alteracion de la
permeabilidad por reduccién de las porinas de la pared bacteriana o la eliminacion del
antimicrobiano una vez que ha penetrado en las bacterias gracias a bombas de
expulsién presentes en sus envolturas.

De los distintos mecanismos, las B-lactamasas, son la principal causa de resistencia a
estos antibidticos. Estas enzimas hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactamico, de
manera que pueden inactivar penicilinas, cefalosporinas, monobactams, carbapenems
o distintas combinaciones de estos antibiéticos (Carrillo & Garcia, 2007).

Inicialmente la deteccién de B-lactamasas de espectro extendido, estaba limitada a
cepas aisladas de pacientes hospitalarios, sin embargo, la situacién se ha complicado,
debido a que el mecanismo se esta detectando en bacterias causantes de infecciones
a nivel comunitario. Se han descrito fundamentalmente en cepas de Escherichia coli,
Klebsiella spp. y Enterobacter spp, aunque también en microorganismos no
fermentadores como Pseudomonas aeruginosa (Garcia, et al. 2011).

Estos microorganismos productores de [B-lactamasas de espectro extendido son
resistentes a penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam, pero no a
las cefamicinas ni carbapenems y son inhibidas por el acido clavulanico, lo que trae
como consecuencia una complicacion terapéutica agravando el problema de salud
publica, de ahi la gran importancia de una adecuada y oportuna identificacion (Rivera,
et al. 2011).

Las AmpC constituyen otro tipo de B-lactamasas que a diferencia de las B-lactamasas
de espectro extendido, hidrolizan cefalosporinas de primera y segunda generacion,
incluidas las cefamicinas y en menor medida las de tercera generacion, son muy poco
eficaces hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion y los carbapenems, y

son inhibidas por el acido boronico (Espinoza, 2007).



Durante los ultimos afios con el extenso uso de cefalosporinas de amplio espectro, las
bacterias productoras de B-lactamasas se han convertido en un problema alarmante
que va en aumento.

Los carbapenems, por otra parte, son los antibiéticos de primera linea recomendados
para infecciones graves hospitalarias o de la comunidad, causadas por bacilos Gram
negativos multirresistentes productores de B-lactamasas de espectro extendido y de B-
lactamasas AmpC, frecuentemente son la Unica opcion terapéutica disponible, por lo
que es inquietante que la susceptibilidad a carbapenems en enterobacterias ya no esté
garantizada (Lastra, et al. 2010).

Multiples estudios indican que el amplio, inadecuado y muchas veces irracional uso de
antimicrobianos, asi como falta de programas integrales de vigilancia y control, son
causas de la identificacibn de bacterias resistentes siendo las personas mas
expuestas las que estan en los hospitales, lo que puede empeorar su prondstico e
incrementar los costos de atencion incluyendo un mayor tiempo de estancia
hospitalaria (Rivera, et al. 2011).

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomienda, para la deteccion
fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido se realice mediante la prueba de
sinergia de doble disco y la prueba de discos combinados con inhibidor; y la
identificacion de cepas productoras de B-lactamasas de tipo AmpC, se realice la
prueba de sinergia de doble disco (AmpC constitutivas) y prueba de aproximacion de
discos (AmpC plasmidicas); para la deteccion de carbapenemasas, se realice el test
de Hodge y para identificar las cepas productoras de carbapenemasas de tipo A se
realice mediante la prueba de sinergia de doble disco, utilizando un disco de acido
bordnico y el disco de EDTA para las carbapenemasas tipo B.

El propdsito de esta investigacion fue identificar y determinar los mecanismos de
resistencia bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de muestras
clinica del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Ester Gonzalez, durante el
periodo de agosto-noviembre del 2013.



CAPITULO |



1.1 Bacilos Gram Negativos

El gran grupo de bacilos Gram negativos incluyen diferentes familias y géneros
muchos de ellos muy frecuentes en patologias médicas. Comparten algunas
caracteristicas tales como poseer en su pared externa un lipopolisacarido (LPS), que
otorga caracteristicas patogénicas particulares y téxicas, como la llamada endotoxinas

de las bacterias Gram negativas (Algorta, 2009).

Teniendo en cuenta que las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de
mecanismos de resistencia a su disposicion y que la seleccion de estos mecanismos

pueden llevar a la falla terapéutica (Tafur, et al. 2008).

La resistencia de las bacterias Gram negativas de importancia clinica a los
antibacterianos se presenta fundamentalmente en la familia Enterobacteriaceae y en

bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) (Casellas, 2011).

1.1.1 Enterobacterias
La familia Enterobacteriaceae esta formadas por bacilos Gram negativos, son moviles,
presentan flagelos peritricos, no forman esporas, se desarrollan en presencia o en
ausencia de oxigeno (aerobios-anaerobios facultativos), mientras otros requieren el
agregado de vitaminas y/o minerales en el medio de cultivo. Son quimioorganotrofos,
poseen metabolismo fermentativo y respiratorio. Son catalasa positivos y oxidasa
negativos; reducen los nitratos a nitritos (Algorta, 2009).

Estdn muy diseminadas en la naturaleza, las encontramos en el agua, en la tierra, en
los animales etc. En el hombre se localizan en las vias aéreas superiores (en pequefa
proporcion), en la piel (regién perianal), en la uretra anterior y sobre todo en el
intestino. Desde el estbmago al intestino grueso, la concentracion va aumentando a lo

largo del tubo digestivo (Merino & Losch, 2013).

En esta familia, las especies Escherichia coli y Proteus mirabilis son las mas
frecuentes como causas de infecciones urinarias, tanto en la comunidad como en el
hospital. Las cepas de Klebsiella spp. y Enterobacter spp. son agentes etiol6gicos
importantes en casos de neumonia, y todas las enterobacterias estan implicadas en
infecciones intraabdominales y bacteriemias. Las bacterias de los géneros Salmonella

spp., Shigella spp. y Escherichia coli puede producir gastroenteritis (Casellas, 2011).

Las enterobacterias constituyen el 50% de las bacterias con importancia clinica

aisladas en los laboratorios de microbiologia clinica. Son responsables del 50% de los



casos de sepsis, de mas del 70% de las infecciones del tracto urinario y de un

significativo porcentaje de infecciones del tracto digestivo (Fernandez, 2012).

1.1.1.1 Epidemiologia.
En los individuos hospitalizados o inmunodeprimidos (incluyendo los pacientes
alcohdlicos y diabéticos), en especial en los que reciben tratamiento antibiético, hay
colonizacién por Enterobacteriaceae, en el tubo digestivo, orofaringe, aparato
genitourinario y piel. La infeccion por estas bacterias es frecuente en estos contextos.
La proporcion de aislados resistentes a multiples antimicrobianos, incluidos aquellos
que producen [-lactamasas de espectro extendido, ha aumentado de forma
ininterrumpida, de modo que casi todos los aislados nosocomiales, y muchos de los
aislados adquiridos en la comunidad, son ahora resistentes a varias clases

importantes de antimicrobianos (Garcia & Rodriguez, 2010).

Segun los datos disponibles del afio 2008, la Red Nacional de Resistencia Bacteriana
de Ecuador (REDNARBEC), reportan que a nivel comunitario la resistencia de Shigella
spp. a tetraciclina fue del 96% y a ampicilina 93%. Escherichia coli era resistente a
ampicilina y tetraciclina en un 71%, Staphylococcus aureus era resistente a
eritromicina en un 30% y oxacilina en un 25%. A nivel hospitalario, Escherichia coli
presento hasta un 77% de resistencia a ampicilina, Klebsiella pneumoniae era
resistente en un 65% a cefotaxima; Enterobacter ssp. presento un 67% de resistencia
a ampicilina sulbactam. Staphylococcus aureus fue resistente en un 41% a oxacilina.
Acinetobacter baumannii era resistente a trimetoprima + sulfametoxazol en un 68% y a
ciprofloxacina en un 64%. Pseudomonas aeruginosa fue resistente a gentamicina en

un 55% y a ciprofloxacina en un 54% (Quizhpe, et al. 2011)

Diferentes factores han contribuido al incremento de las infecciones por
enterobacterias en nuestros hospitales: el uso cada vez mayor de técnicas
diagnosticas y terapéuticas agresivas (catéteres intravenosos, endoscopias,
intervenciones), el empleo de potentes inmunosupresores y las estancias hospitalarias

prolongadas (Garcia & Rodriguez, 2010).

1.1.1.2 Estructura.
Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos con forma de

baston, por lo general de 1-3 um de largo y 0,5 um de diametro.

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 de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas.



La capa siguiente, 0 capa externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con un
espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas. La
membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que incluyen
lipopolisacaridos (LPS) (en la parte mas externa, son un importante factor de virulencia
de estas bacterias), lipoproteinas (que estan fijadas al peptidoglucano), proteinas
porinas multimétricas (que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los

antibiéticos B-lactamicos) y otras proteinas de la membrana externa.

Entre estas proteinas hay algunas organelas complejas que irradian hacia el exterior:
los flagelos, estructuras que se utilizan para la locomocion y que provienen de una
estructura basal localizada en la membrana, las fimbrias (o pili comunes), con
importante funcién como adhesinas y los pili sexuales, estructuras presentes en las
bacterias utilizan para mediar la transferencia conjugativa de DNA del plasmido
(Garcia & Rodriguez, 2010).

1.1.1.3 Variacion Genotipica.
Los bacilos Gram negativos que integran esta familia pueden identificarse por medio
de la expresion fenotipica de algunos caracteres genéticos.

Los métodos utilizados tienen como principio:

— La investigacion de la fermentacién de azucares o alcoholes en un medio
peptonado con el agregado de un indicador de pH para detectar la produccién
de metabolitos acidos.

— Lainvestigacién de la utilizacion de un substrato como Unica fuente de C.

— Lainvestigacién de la produccién de un metabolito, como producto final

— La investigacion de la aptitud de desarrollar en presencia de un inhibidor
(Algorta, 2009).

1.1.1.4 Accién Patégena.

Se ha asociado a las cepas de Enterobacteriaceae con abscesos, neumonias,
meningitis, septicemia, infecciones de heridas, infecciones urinarias e intestinales.

Son el componente mayor de la flora intestinal, pero son relativamente poco frecuente
en otros sitios del organismo. Algunas especies son importantes como causa de

infecciones nosocomiales (Algorta, 2009).

1.1.2 Bacilos Gram negativos no fermentadores.
Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) constituye un grupo

heterogéneo de microorganismos que se consideran generalmente patdgenos



oportunistas y que en la actualidad han cobrado relevancia por su incidencia en las
infecciones hospitalarias. Son bacterias no esporuladas, aerobias estrictas que, o bien
no utilizan los carbohidratos como fuente de energia, o los degradan a través de vias

metabdlicas diferentes a la fermentacion.

Las tres especies de BGNNF mas frecuentes son: Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii y Stenotrophomonas maltophilia, las mismas representan
cerca del 70% de todos los BGNNF (Malbran, 2010).

a) Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo aerobio, considerado un
patégeno oportunista. Es un microorganismo altamente versatil, capaz de tolerar
condiciones bajas de oxigeno. Puede sobrevivir con bajos niveles de nutrientes y
crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C. Puede causar neumonias, infecciones
del tracto urinario y bacteriemias, asi como una alta morbilidad y mortalidad en
pacientes con fibrosis quistica, debido a las infecciones crénicas que eventualmente
conducen a un dafio a nivel pulmonar e insuficiencia respiratoria. Las infecciones por
Pseudomonas aeruginosa son dificiles de erradicar debido a su elevada resistencia

intrinseca, ademas de su capacidad para adquirir resistencia a diversos antibiéticos.

Los carbapenems (imipenem y meropenem) son antibiéticos de amplio espectro
empleados para el tratamiento de infecciones nosocomiales producidas por
Pseudomona aeruginosa. La resistencia especifica a carbapenems es atribuida a la
falta de permeabilidad en la porina (OprD), a un incremento en la expresion de las
bombas de expulsiébn activa (MexAB-OprD) y a la produccién de metaloenzimas
(Ochoa, et al. 2013).

b) Acinetobacter spp.

El Acinetobacter spp. coloniza con frecuencia la piel humana y aunque no es un
germen entérico, se ha demostrado que el tracto digestivo es el mayor reservorio en

las epidemias de infeccion por Acinetobacter baumannii.

El amplio espectro de las infecciones nosocomiales causadas por Acinetobacter spp.
incluye: bacteriemias, neumonias, meningitis, infecciones urinarias, infecciones
relacionadas con catéteres intravasculares, abscesos abdominales e infecciones de
herida quirdrgica, entre las mas importantes. Algunos estudios sugieren que tanto las
bacteriemias como las neumonias asociadas a ventilacion mecanica invasiva (NAVMI),

tienen una mortalidad significativa (Larrondo, 2010).



c) Stenotrophomonas maltophilia.

La Stenotrophomonas maltophilia, antiguamente conocida como Pseudomonas
maltophilia o Xantomona maltophilia es un aerobio obligado, no crece a una
temperatura < 5°C y >40°C, siendo la temperatura éptima para su crecimiento 35°C.
Aunque por afios fue considerada como una bacteria de patogenicidad limitada, en
afios recientes nuevos reportes indican que las infecciones asociadas a esta bacteria
se relacionan con aumento en la morbi-mortalidad, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos, con estancia prolongada en el hospital y que han recibido
antimicrobianos de amplio espectro (Gutiérrez, et al. 2007).

1.2. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es el mecanismo mediante el cual la bacteria puede
disminuir la accién de los agentes antimicrobianos (ER. 2013). La resistencia
microbiana se ha reportado casi en todos los paises y demuestra que los
microorganismos han desarrollado, en su proceso evolutivo, formas cada vez mas

eficaces para evadir los puntos de accion del antibidtico (Algorta, 2009).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), entre los factores considerados
como causantes de la resistencia antimicrobiana, estan el uso inapropiado de
antibioticos, la falta de sistemas de vigilancia efectivos en cada pais y regién, la
ausencia de legislacion que permita el control en el mercado de la venta de
medicamentos en las farmacias y el uso extendido de antibiéticos en animales

destinados para el consumo humano (Bricefio, et al. 2010).

1.2.1 Tipos de Resistencias.

La resistencia bacteriana tiene una base genética intrinseca y una adquirida:

1.2.1.1 Resistencia natural o intrinseca.
Se habla de resistencia natural, cuando se tienen bacterias de una misma especie que
poseen en su antibiograma una concentracion minima inhibitoria frente a un antibiético
superior a la que inhiben normalmente a otras bacterias de caracteristicas similares.
Esto puede deberse a las caracteristicas del antibiotico o de la bacteria que impiden el
acceso normal del farmaco al lugar especifico de accion, a modificaciones naturales
de la diana de accion o cuando toda una poblacion bacteriana produce de modo

natural un mecanismo de resistencia (Espinoza, 2007).
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1.2.1.2 Resistencia adquirida.
Es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por naturaleza es sensible
a un antibiético pero que ha sido modificado genéticamente ya sea por mutacion o
por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e integrones) (Pérez
& Robles, 2013).

a) Resistenciacromosomica
Esta resistencia se origina por la mutacién de material genético, debido a la
velocidad de multiplicacién de las bacterias la cual las hace propensas a
producir mutaciones y hace que por seleccion natural tenga resistencia
cromosOmica propia cuando estas estdn sometida frente a un antibidtico
(Espinoza, 2007).

b) Resistencia extracromosomica
Este tipo de resistencia se debe a la incorporacion de material genético distinto
al que posee la bacteria y se sitia por fuera del cromosoma, la cual le da
caracteristicas especiales. También se puede llamar resistencia transferida o
resistencia mediada por plasmidos (Espinoza, 2007).

1.2.2 Mecanismos bioquimicos de resistencia a antimicrobianos.
La resistencia bacteriana tanto natural como adquirida se puede abordar desde el
punto de vista molecular y bioquimico de tal forma que se pueden clasificar en tres
mecanismos basicos, por medio de los cuales las cepas bacterianas pueden adquirir
resistencia a los antibiéticos de acuerdo al mecanismo expresado y al mecanismo de

accion del antibiético.

Los mecanismos de resistencia son: inactivacion de los antibidticos por destruccion o
modificacion de la estructura quimica, alteraciéon del sitio blanco del antibiético y
alteracion de barreras de permeabilidad. Cabe resaltar que los tres mecanismos

pueden ocurrir simultdneamente (Pérez & Robles, 2013).

1.2.2.1 Inactivacion del antibiético por destruccién o modificacion de la

estructura quimica.
El fenotipo de resistencia antibidtico por destruccion o modificacion de la estructura
guimica es un proceso molecular caracterizado por la produccion de enzimas que van
a llevar a cabo esta funcidon. Las enzimas que destruyen la estructura quimica, mas
conocidas, son las B-lactamasas que se caracterizan por hidrolizar el nucleo -
lactdmico rompiendo el enlace amida, otra es la eritromicina esterasa que cataliza la
hidrdlisis del anillo de lactona del antibiético. Entre las enzimas que se encargan de la

modificacion de la estructura podemos mencionar a la cloranfenicol acetiltransferasa y
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también a las enzimas que modifican a los aminoglucésidos, lincosamidas vy

estreptograminas (acetilasas, adenilasas y fosfatasa) (Pérez & Robles, 2013).

1.2.2.2 Alteracion del sitio blanco del antibiotico.
La resistencia bacteriana conferida por la alteracién del sitio en donde actia el
antibidtico consiste en la modificacién 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 modificacion por mutaciéon de los genes GyrA y GyrB que codifican
para las topoisomerasa Il y IV respectivamente, ofrecen resistencia bacteriana a
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa y

Escherichia coli frente a las quinolonas (Pérez & Robles, 2013).

1.2.2.3 Alteracion en las barreras de permeabilidad.
Este mecanismo se debe a los cambios que se dan en los receptores bacterianos
especificos para los antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los
componentes de envoltura de la célula bacteriana (membrana o pared celular) que
influyen en la permeabilidad, asi como a la pérdida de la capacidad de transporte
activo a través de la membrana celular o la expresion de bombas de eflujo las cuales

se activan en el momento en que el antibiético se introduce a la célula bacteriana.

La internalizacion de compuestos hidrdfilicos se lleva a cabo por canales denominados
porinas, que se encuentran en la membrana externa, estos canales estan llenos de
agua por lo que la penetracion de los antibacterianos en este caso dependera del

tamafio de la molécula, hidrofobicidad y carga eléctrica (Pérez & Robles, 2013).

1.2.2.3.1 Bombas de eflujo.

En la membrana celular se encuentran las llamadas bombas de eflujo que llevan a
cabo la internalizacion y expulsibn de los antimicrobianos. El eflujo activo de
antibidticos es mediado por proteinas transmembranales. En el caso de las bacterias
Gram negativas involucran también componentes en la membrana externa y
citoplasma. Estas proteinas forman canales que exportan activamente a un agente
antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como entran. Este mecanismo confiere
resistencia a antibiéticos como tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, B-lactamicos
(Pérez & Robles, 2013).
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1.3 Antibidticos

Los antibidticos son sustancias naturales, sintéticas o semisintéticos, que inhiben a
concentraciones bajas el crecimiento de bacterias, hongos o virus. Su utilizacion a lo
largo de los afios ha reducido la mortalidad debida a las enfermedades infecciosas,
tanto su uso como su abuso han hecho que los microorganismos hayan evolucionado
desarrollando mecanismos de resistencia, que impiden que estos farmacos tengan

efectos sobre ellos, y que en la mayoria de los casos conducen a fallos terapéuticos.

Uno de los factores que limitan la utilizacién de los antimicrobianos es la presencia de
mecanismos de resistencia. Un microorganismo es sensible a la accion de un
antibidtico cuando se inhibe su crecimiento o se produce la muerte celular. Por el

contrario, la resistencia implica la ausencia del efecto inhibitorio o letal (Espinoza, 2007.

1.3.1 Consumo de Antibiéticos.
Los antibidticos (ATB) se encuentran entre las drogas mas frecuente utilizadas en la
comunidad, representando alrededor del 12% de todas las prescripciones
ambulatorias a nivel mundial. El serio problema global del aumento de resistencia
bacteriana es una consecuencia de uso y abuso de los ATB tanto a nivel hospitalario

como de comunidad (Serrano, 2007).
1.3.2 Clasificacién de los antibioticos.

1.3.2.1 Clasificacion segun el efecto de su accidn sobre las bacterias:
a) Bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos
impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana sin llegar a destruir las células.
b) Bactericidas: su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana (Seija & Vignoli
2008).

1.3.2.2 Clasificacién segun el mecanismo de accion sobre la bacteria:

a) Antibiéticos que inhiben la sintesis de la pared celular, afectando la formacién
del polimero peptidoglicano que conforma la estructura de la pared bacteriana.

b) Antibiéticos que ejercen su accion a través de la membrana celular y afectan su
permeabilidad.

c) Antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas a nivel ribosomal.

d) Antibidticos que inhiben la sintesis de los &cidos nucleicos.

e) Antibidticos antimetabolitos: Antagonizan los pasos metabdlicos en la sintesis
del acido félico (Sanchez, et al. 2004).
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1.3.3 Antibiéticos B-lactamicos.
Actian inhibiendo la Ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana,
constituyendo la familia mas numerosa de antimicrobianos de amplio espectro y la
mas utilizada en la préactica clinica. Son compuestos de accidén bactericida lenta,
relativamente independiente de la concentracién plasmética, que presentan escasa
toxicidad para el ser humano y poseen un amplio margen (espectro) terapéutico. La

gran familia de antibidticos B-lactamicos esta constituida por:

a. Penicilinas

b. Cefalosporinas
c. Carbapenems
d. Monobéactams
e.

Inhibidores de B-lactamasas (IBLs) (Chiriboga & Araujo, 2012).

1.3.3.1 Penicilinas.

Todas las penicilinas son bactericidas debido a su capacidad de inhibir la sintesis de la
pared celular bacteriana. Su principal inconveniente son las reacciones alérgicas que
originan, las cuales se producen entre el 5 — 10% de las personas sanas normales. No
obstante, éstas se encuentran entre los antibiéticos mas Utiles y que con mas
frecuencia se prescriben. En la actualidad se dispone de los siguientes tipos de
penicilinas.

a) Penicilina G: Es el antibidtico de primera eleccién en las infecciones causadas
por estreptococos y en la sifilis.

b) Penicilinas resistentes a la penicilinasa (tipo cloxacilina): Destruyen
algunas bacterias Gram positivas que producen penicilinasa natural, como
estafilococos y neumococos. Las mas utilizadas son: oxacilina (por via
intravenosa) y dicloxacilina (por via oral).

c) Aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina): Tienen mas actividad frente a
las bacterias Gram negativas productoras de penicilinasa natural, y al
asociarse con inhibidores de B-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam)
también son efectivas contra bacterias que producen B-lactamasas de espectro
amplio, como Haemophilus influenzae.

d) Penicilinas anti-Pseudomonas (carbenicilina, mezlocilina y piperacilina):
Actian contra Pseudomonas spp. (Género de bacilo Gram negativo no
fermentador, oxidasa positiva, que causa infecciones graves y multi-resistentes)
(Chiriboga & Araujo, 2012).
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1.3.3.2 Inhibidores de B-lactamasas.
Los inhibidores de las B-lactamasas son el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam,
al combinarse con las penicilinas se amplia su espectro de actividad antimicrobiano
(Sanchez, et al. 2004).
El &cido clavulanico es producido naturalmente por el Streptomyces clavulgerus,
mientras que el sulbactam y tazobactam son sulfonas sintéticas derivadas del acido
penicilanico, es decir que estan estructuralmente relacionadas con la penicilina.
El mecanismo por el cual los inhibidores ejercen su accion es similar en los tres tipos:
se unen en forma irreversible a las 3-lactamasas formando un complejo acil-enzima y
actuando como inhibidores “suicidas”, ya que en el proceso de union a la enzima se
autodestruyen. El primer paso de la reaccion entre la enzima y el inhibidor suicida es el
posicionamiento de la molécula del inhibidor B-lactamico en el centro de la primera. De
este modo, protegen al antibiético acompafiante permitiendo que ejerza su actividad
antibacteriana, bactericida, tiempo dependiente, la cual es habitualmente ejercida
sobre las proteinas ligadoras de penicilinas 1y 3.
Los inhibidores B-lactamicos actian en forma sinérgica con varios B-lactamicos frente
a microorganismos productores de B-lactamasas plasmidicas y cromos6micas, con
distinto grado de efectividad. Tanto el acido clavulanico, el sulbactam como el
tazobactam son activos frente a microorganismos como Staphylococcus spp.,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli,
Proteus spp., Klebsiella spp., miembros del grupo Bacteroides fragilis, Prebotalla spp.
y Porphyromonas spp. El tazobactam al igual que el &cido clavulanico y el sulbactam,
no es activo frente a Enterobacter spp. y Pseudomonas spp.
De todas las combinaciones, las que se encuentran disponibles en la mayoria de los
paises de América Latina son: amoxicilina-clavulanico (AMC), ampicilina-sulbactam
(SAM) y piperacilina-tazobactam (TZP) (Barcelona, et al. 2008).
Estos antibidticos son ideales para el tratamiento de infecciones de la piel y tejidos
blandos con organismos polimicrobianos. Cuando se emplean en bacterias se vuelven
efectivos frente a algunas bacterias productoras de B-lactamasas que de otra manera

serian resistentes (Sanchez, et al. 2004).

1.3.3.3 Cefalosporinas
Las cefalosporinas o cefems son antibidticos semisintéticos derivados de la
cefalosporina C, un antibitico natural producido del hongo Cefhalosporium
acremonium. El nucleo activo, acido 7-aminocefalosporanico, esta muy estrechamente
relacionado con el acido 3-aminopencilanico, por poseer ambos un anillo 3-lactamicos.

Son bactericidas que inhiben la sintesis de la pared bacteriana al igual que las
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penicilinas y se clasifican por generaciones (Tabla 1), en base a la similitud de sus
actividades antibacterianas y de cuando fueron introducidos en el mercado. Las mas
moderadas han incrementado 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 difusién. Aunque las de tercera
generacion pueden alcanzar niveles bastantes altos en el liquido céfalo raquideo (LCR)
para el tratamiento de la meningitis (Sanchez, et al. 2004).

Tabla 1. Clasificacion de Cefalosporinas

Generacién Parenterales Orales
Primera Cefalotina, Cefazolina Cefalexina, Cefadroxilo
Cefradina, Cefapirina Cefradina
Segunda Cefamandol, Cefonicid Loracarbef
Cefoxitina, Cefuroxime Cefaclor
Cefotetan, Cefmetazole Cefuroxime axetil
Ceforanide, Ceforinida Cefprofil
Tercera Ceftazidime, Cefotaxime Cefixime, Ceftibuten
Ceftriaxone, Cefoperazone Cefdinir
Moxalactam, Cefmenoxime Cefpodoxima proxetil
Cuarta Cefepime,Cefpirone
Cefpiramide, Cefozopran
E 1100, FK 037
DQ-2556
Rivas K., Rivas M., Davila E. y Rodriguez M. 2002. Cefalosporinas de la primera a la cuarta
generacion. Instructor por concurso de la Catedra de Farmacologia Escuela “Luis Razetti”,
Facultad de Medicina, U.C.V. Venezuela. RFM V:25 N:2

1.3.3.3.1 Cefalosporina de primera generacion.
Todas tienen un mismo espectro, y sus diferencias principales son farmacolégicas.
Poseen una importante actividad frente a los cocos Gram positivos (excepto
enterococos y estafilococos resistentes a la meticilina), asi como contra la mayoria de
las cepas de Escherichia coli, Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae. La
cefroxadina (derivado oximetilo de la cefradina), el cefadroxilo, la cefatrizina, la
cefalexina y su éster pivaloiloximetilo, la pivcefalexina, se administran todas oralmente
y se utilizan en el tratamiento de infecciones comunitarias leves o moderadas de la piel

O urinarias.
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1.3.3.3.2 Cefalosporina de segunda generacion.
Las cefalosporinas de segunda generacion tienen un espectro algo mas amplio frente
a bacilos Gram negativos, aunque difieren en su espectro antibacteriano. El
cefamandol fue la primera cefalosporina disponible de segunda generacion. Su
actividad es ligeramente menor que la de la cefalotina contra las bacterias Gram
positivas, pero su estabilidad a la hidrolisis por las B-lactamasas, producidas por las
bacterias Gram negativas es superior, al igual que su actividad contra mucha de las
enterobacterias y Haemophilus influenzae. La cefuroxima tiene un espectro de accion
similar al del cefamandol, pero es mas resistente a la hidrdlisis por las B-lactamasas.
Es la unica cefalosporina de segunda generacibn que penetra en cantidades
suficientes en el LCR, por lo que es eficaz en el tratamiento de la meningitis, en las
infecciones del tracto respiratorio inferior por microorganismo productores de -
lactamasas, como Haemoplhilus influenzae y Moraxella catharralis y en la profilaxis de
la cirugia del toérax. Otras cefalosporinas de esta generacion, como la cefonicida, la
ceforamida y el cefotiam, son administradas parenteralmente y todas tienen un

espectro de actividad comparable al del cefamandol.

1.3.3.3.3 Cefalosporina de tercera generacion.
Su espectro de accién es mas amplio y son mas estables a la hidrélisis por las -
lactamasas que el cefamandol y la cefuroxima. Tienen una mayor potencia contra los
organismos Gram negativos, incluyendo las enterobacterias mas importantes, desde el
punto de vista clinico. Su actividad contra los Gram positivos es menor que la de las
cefalosporinas de primera generacién, pero son muy activas contra los estreptococos.
La cefotaxima, que fue la primera cefalosporina obtenida de este grupo, tiene una
modesta actividad contra Pseudomonas aeruginosa, pero es eficaz frente a muchos
cocos Gram positivos, aungue no tanto como las cefalosporinas de primera generacion.
Se utiliza como tratamiento empirico de infecciones adquiridas en la comunidad de
microorganismos aerobios, entre ellas, neumonia, urosepsis, meningitis e

intraabdominales.

Uno de las cefalosporinas de tercera generacibn mas utilizadas es la ceftriaxona,
indicada en: sepsis, meningitis, infecciones abdominales, infecciones de huesos,
articulaciones, tejidos blandos, piel y heridas; infecciones en pacientes con defensas
inmunitarias disminuidas; infecciones del tracto urinario; infecciones del tracto

respiratorio einfecciones genitales, incluida gonorrea.
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1.3.3.3.4 Cefalosporina de cuarta generacion.

Las nuevas cefalosporinas cefepima y cefpiroma se han clasificado como de cuarta
generacion. La estructura quimica que poseen las hace tener una buena penetraciéon a
través de la membrana celular mas externa de las bacterias y poca afinidad por las -
lactamasas tipo 1, lo que reduce su degradacion enzimatica en comparacion con otras
cefalosporinas. In vitro tienen un espectro de actividad mas amplio, que incluyen a
cepas de Enterobacteriaceae resistentes a la ceftazidima, microorganismos patégenos
Gram positivos importantes, como el Staphylococcus aureus, y Gram negativos, como
la Pseudomonas aeruginosa. Se pueden usar en neumonias por Streptococcus
pneumoniae penicilino resistentes, infecciones nosocomiales y comunitarias,
complicadas y no complicadas, del tracto respiratorio inferior, urinarias asociadas o no
con bacteriemia, asi como de la piel, tejidos blandos, quirdrgicas, del sistema
reproductor femenino y en estados febriles de pacientes neutropénicos y pacientes
criticos (Falkowski, 2005).

1.3.3.4 Carbapenems.
Los carbapenems son antibiéticos que surgen tras la necesidad de buscar inhibidores
de la sintesis de peptidoglucano. Se destacan el imipenem y meropenem, ambos con
espectro antibacteriano similar, reservados para el tratamiento empirico de infecciones

nosocomiales. No se absorben por via oral.

1.3.3.4.1 Imipenem.
Es el primero de una nueva clase de antibiéticos B-lactdmicos, las tienamicinas, se
caracteriza por un potente espectro de actividad bactericida y actia inhibiendo la
sintesis de la pared celular. Posee una excelente actividad contra la mayoria de
patdgenos Gram positivos, Gram negativos, aerobios y anaerobios. Tiene gran
actividad frente a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y contra cepas de
Gram negativos multiresistentes. Tiene buena actividad contra Pseudomonas
aeruginosa y Bacteroides fragilis. Su utilidad estaria en el tratamiento de infecciones
de piel y tejidos blandos con flora mixta tales como Ulcera de decubito, Ulcera del pie

diabético.

1.3.3.4.2 Meropenem.
El segundo farmaco del grupo posee un amplio espectro, es bactericida y ligeramente
menos activo contra estafilococos y enterococos que el imipenem; posee mayor
actividad frente a las enterobacterias, Haemophylus influenzae y Pseudomonas
aeruginosa. Carece de accién contra los estafilococos meticilino resistente. Se ha

usado con éxito en el tratamiento de la meningitis (Sanchez, et al. 2004).
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1.3.3.5 Monobactams
Fueron los primeros antibidticos B-lactamicos monociclicos obtenidos de bacterias,
aunque en la actualidad son producidos sintéticamente. El aztreonam fue el primero
disponible comercialmente. Es también bactericida y actua 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 (Falkowski, 2005).
1.4 B-lactamasas

Son enzimas producidas principalmente por bacilos Gram negativos, sobre todo
Klebsiella spp. y Escherichia coli, aunque también son frecuentes en Proteus mirabilis,
Enterobacter spp., Pseudomonas aeruginosa y otros. Estas enzimas permanecen
dentro de la célula e inactivan a los B-lactamicos en el espacio periplasmico; esto es,
en el espacio entre la membrana externa y la membrana citoplasmica. La actividad de
las B-lactamasas constituye el principal mecanismo de resistencia de las bacterias a
los antibidticos B-lactamicos. Sus genes de produccién pueden encontrarse en el
cromosoma o en elementos genéticos extracromosomales (plasmidos, transposones e
integrones). Estas enzimas son de codificacion plasmidica derivadas de las -
lactamasas clasicas, que con frecuencia se derivan de una enzima relacionas, ya sea
TEM o SHV.

Tanto las B-lactamasas de tipo TEM como SHV son enzimas primigenias que
confieren resistencia a la ampicilina. Las B-lactamasas de espectro extendido
derivadas como mutantes de ellas, tipicamente codifican mutaciones puntuales que
resultan en cambios de 1 a 4 aminoacidos. Estas substituciones inducen alteraciones
en el sitio activo de la enzima, que reducen la actividad de un grupo amplio de
antibiéticos que incluyen cefalosporinas de espectro extendido (de segunda, tercera y

cuarta generacion).

Se han descrito tres grupos de bacterias productoras de B-lactamasas. Un primer
grupo son productoras de B-lactamasas “clasicas” o de amplio espectro, las cuales
infringen resistencia bacteriana contra aminopenicilinas y carboxipenicilinas; pero
mantienen la sensibilidad a las cefalosporinas, monobactams y carbapenems. Un
segundo grupo son las B-lactamasas de espectro extendido (en inglés ESBL). Su
accion esta dirigida contra todas las cefalosporinas, incluyendo las de cuarta
generacion. Presentan sensibilidad contra los inhibidores de p-lactamasas y
carbapenems. Las bacterias que producen B-lactamasas de espectro extendido van a

presentar resistencia también a los aminoglucoésidos, limitan mucho la eficacia de los
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B-lactamicos en general y se asocian con una elevada morbi-mortalidad. El tercer
grupo esta caracterizado por producir B-lactamasas resistentes a los inhibidores de las
mismas, es decir: tazobactam, acido clavulanico y sulbactam. Son resistentes también
a las amino, ureido y carboxipenicilinas. Son sensibles en cambio a las cefalosporinas

de cuarta generacién, carbapenems y monobactams.

Las B-lactamasas se clasifican mas comunmente segun dos esquemas generales: El
esquema de clasificacion molecular de Ambler y el sistema de clasificacién funcional
de Bush-Jacoby-Mideiros (Tabla2) (Chiriboga & Araujo, 2012). La clasificacion
molecular segin Ambler, basada en la secuencia de los aminoacidos y divida en 4
grupos de enzimas clases A, C y D las cuales poseen serina en su sitio activo para
hidrélisis de los B-lactdmicos y clase B o metaloenzimas las cuales requieren iones
divalentes de zinc para su hidrdlisis. Y la clasificacion funcional esquema de Bush-
Jacoby-Medeiros, basado en los perfiles de substratos e inhibicion de las B-lactamasas.
Este esquema es el méas utilizado en el laboratorio clinico debido a que se puede
correlacionar con las caracteristicas fenotipicas de los aislamientos (Puerto, 2004).

Tabla 2. Clasificacion de B-lactamasas

Grupo Caracteristicas Clase Inh Inh Enzimas
Molecular AC EDTA | Representativas
(Ambler)
1 Cefalosporinasas C - - AmpC; MIR-1
2a Penicilasas A + - PCI (S aureus)
2b Enzimas de amplio A + - TEM1,2; SHV1
espectro
2be Enzimas de espectro A + - TEM3-28; SHV2-6
extendido (BLEE)
2br Enzimas de amplio A +/- - TEM30-36; TRC-1
espectro  resistente a
inhibidores
2c Carbenicilinasas A + - PSE-1;CARB3
2d Cloxacilinasas D +/- - OXAl-11; PSE-2
2e Cefalosporinasas A + - P. vulgaris
2f Carbapenemasas A + - IMI1, NMCA, Smel
Metalo-betalactamasas B - + L1 (S maltophilia)

4 Penicilinasas ND - ? B. cepacia

Carrillo A. y Garcia A.2007.B8-lactamasas de Espectro Extendido - Importancia Clinica Médica. Taller

de Laboratorio Clinico. Asociacion Espafiola de Biopatologia Médica. Espafia
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1.4.1 Produccion de B-lactamasas.

Los genes que codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosomas de las
bacteria 0 en segmentos de DNA extracromésomico, denominados plasmidos los
cuales son los responsables de la diseminacion de la mayor parte de las B-lactamasas.
Los genes que codifican algunas B-lactamasas son transportados por transposones y
muchos genes son encontrados en integrones, los cuales a menudo incluyen genes
que confieren resistencia a otros antibiéticos. Las principales B-lactamasas
responsables de la resistencia en los bacilos Gram negativos son las B-lactamasas
inducibles AmpC (Clase C) y las B-lactamasas plasmidicas de amplio espectro y de
espectro extendido (BLEE — clase A) (Hernandez, 2010).

1.4.2 B-lactamasas tipo AmpC inducibles.

Las B-lactamasas AmpC pertenecen al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby-
Medeiros y a la clase C de la clasificacion estructural de Ambler. Se caracterizan por
ser activas frente a penicilinas y cefalosporinas, pudiendo hidrolizar cefamicinas
(Cefoxitina y cefotetan), oximinocefalosporinas (ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona)
y monobactams (aztreonam) con la excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion
(cefepima, cefpiroma) y carbapenems; y que no se inhiben con acido clavulanico
(Seral, et al. 2012)

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 de bacilos Gram negativos no
fermentadores de importancia clinica como Pseudomonas aeruginosa. Escherichia coli,
shigella spp. y Acinetobacter baumannii, también poseen [-lactamasas AmpC

cromosémicas pero constitutivas (no inducibles).

Una caracteristica de las enzimas AmpC es que no tienen efecto, sobre cefalosporinas
de cuarta generacion, sin la presencia de otro mecanismo de resistencia, ni sobre
carbapenems, siendo estos ultimos los B-lactamicos de eleccion en cepas productoras
de AmpC. Por otra parte, las AmpC no son inhibidas por los clasicos inhibidores de [3-

lactamasas (acido clavulanico, sulbactam, tazobactam) (Martinez, 2009).

1.4.3 B-lactamasas de amplio espectro.
Dentro de este grupo estan incluidas TEM-1, TEM-2, SHV-1y las de tipo OXA.

Las B-lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 pertenecen a la clase molecular A y son
inhibidas por el acido clavulanico. Presentan actividad frente a bencilpenicilinas,

amino-, carboxi y ureido-penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido (cefazolina,
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cefalotina, cefuroxima, cefamandol). Ninguna de estas pB-lactamasas hidroliza
cefalosporinas de tercera generacion, cefamicinas, monobactams o carbapenems
(Puerto, 2004).

1.4.4 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Las BLEE pertenecen al grupo 2be y a la clase molecular A, deben su nhombre a que
confieren resistencia a un amplio espectro de antibidticos B-lactamicos como las
amino-,carboxi- y ureidopenicilinas (ampicilina, ticarcilina y piperacilina
respectivamente), cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (excepto cefamicinas)
y monobactams (aztreonam) pero no carbapenems (imipenem, meropenem). Esta
accion hidrolitica es inhibida por &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam
(inhibidores de B-lactamasas) (Carrillo & Garcia, 2007).

Las cepas que producen [-lactamasas de espectro extendido, es su mayoria
enterobacterias, y en particular Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, son
resistentes a todos los antibiéticos p-lactamicos con la excepcién de las carbapenems,
las cefamicinas y las combinaciones de B-lactamicos con inhibidores de B-lactamasas
(Oliver & Canton, 2007).

Por lo general se presentan en bacilos Gram negativos como Salmonella spp., Proteus
spp., Citrobacter spp., Morganella morganni, Serratia marcescens, Shigella
dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca y Proteus mirabilis
(Lezameta, et al. 2010).

Hasta los afios 90 la mayoria de las BLEE descritas eran del tipo TEM o SHV. A
finales de los 80 se describe una nueva B-lactamasas, la cefotaximasas o CTX-M que
confiere resistencia a cefuroxima, cefotaxima y cefepima, constituyendo actualmente
en una de las mas frecuentes. Como podemos observar, estas enzimas han
evolucionado en muy poco tiempo, ocasionando incremento de la resistencia a
antibiéticos, estancias prolongadas, mayores costos en hospitalizacién y aumento de
la mortalidad (Villabén, et al. 2011).

Las B-lactamasas de espectro extendido se encuentran codificadas en plasmidos lo
que permiten su amplia y facil diseminacion no solo entre cepas de la misma especie
sino también entre cepas de distintas especies. Su aparicion es especialmente
importante por el amplio patron de resistencia que provocan y son las responsables de
infecciones nosocomiales graves pero también de infecciones de menor gravedad

aungque mas frecuentes como las infecciones urinarias (Carrillo & Garcia, 2007).
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Desde el punto de vista epidemiologico, el principal reservorio de bacterias
productoras de BLEE resulta ser el tracto digestivo y su trasmision es facil a partir de
las manos de las personas. Se han extendido por todo el mundo y muchas veces
generan brotes epidémicos, constituyendo una amenaza para la evolucion favorable
de las infecciones, sobre todo hospitalarias. En Latinoamérica y Ecuador la forma de
BLEE més frecuente corresponde a los tipos TEM, SHV y CTX (esta ultima inducida
por cefotaxima) (Chiriboga & Araujo, 2012).

1.4.4.1 Epidemiologia de las B-lactamasas de espectro extendido.
La aparicion de los primeros productores de B-lactamasas de espectro extendido fue
en Europa, en Alemania y en Inglaterra, aunque fue en Francia donde se produjo el
primer brote epidémico. Desde entonces se han publicado brotes epidémicos de
organismos con este tipo de enzimas, por los cinco continentes desde América hasta
Asia pasando por Africa y Australia. En Espafia se describi6 la primera B-lactamasas
de espectro extendido en 1988 y la primera epidemia documentada entre 1988 y 1990.

En las primeras décadas tras el descubrimiento de las B-lactamasas de espectro
extendido, la mayoria pertenecian a los tipos TEM o SHV. Sin embargo, actualmente
las mas frecuentes en la mayoria de paises, son las de tipo CTX-M. El resto de tipos
de B-lactamasas de espectro extendido presenta menor importancia desde el punto de

vista epidemioldgico, al menos por el momento.

La especie mas frecuente involucrada en estos brotes epidémicos es Klebsiellla
pneumoniae en mas del 75% de los casos, sobre todo en unidades de cuidados
intensivos (UCI), aunque con menor cardcter epidémico aparece cada vez mas
frecuentemente Escherichia coli principalmente fuera del &mbito hospitalario (Carrillo &
Garcia, 2007).

Escherichia coli causa enfermedades comunes y frecuentes a nivel comunitario como
la infeccién del tracto urinario y la diarrea aguda. Klebsiella pneumoniae es una de las
principales causas de sepsis neonatal pero se reconoce que se presentan con
mayores tasas de incidencia y mayor porcentaje de mortalidad en las unidades de
cuidados neonatales de paises en vias de desarrollo. Pero no solo la distribucion de
las bacterias es diferente en los paises con menos recursos, también los niveles de
resistencia (y sus respectivos mecanismos) son mas altos en los paises
latinoamericanos. Por ejemplo, un estudio multicéntrico encontr6 que entre los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae de infecciones intra-abdominales la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido fue de 34% en Latinoamérica

comparado con 20% en Europa y 10% en norte América. Mas recientemente, a través
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de una vigilancia en la que recolectaron aislamientos obtenidos de los hemocultivos en
nueve hospitales de Lima y Callao entre 2008-2009, pudimos reportar que casi el 20%
de los aislamientos fueron Klebsiella pneumoniae y que el 75% de éstos eran
productores de -lactamasas de espectro extendido (Garcia, 2013).

Los factores de riesgo para la infeccion por organismo con B-lactamasas de espectro
extendido son similares a aquellos para las enfermedades nosocomiales: estancia en
la unidad de cuidado intensivo (UCI), uso de catéteres venoso central, ventilacién
mecanica, antibioticos previos, abdomen abierto, inestabilidad hemodinamica y
eleccion inadecuada de antibioticoterapia empirica. Por lo que todo paciente que
ingrese a la UCI, se convierte en el candidato para disminuir infecciones por
enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido (Villabén, et al.
2011).

1.4.5 Carbapenemasas.
Son enzimas presentes en bacterias Gram negativas que inactivan los carbapenems y
en general, a todos los antibiéticos B-lactdmicos. La resistencia a los carbapenems no
solo es debida a la produccion de carbapenemasas, ya que existen otros mecanismos
que pueden afectar a su actividad, como son: pérdida de porinas especificas, bombeo
0 expulsion del antibiético y modificaciones en las proteinas fijadoras de penicilina
(PBP) (Puerto, 2004).

La produccién y diseminacion de carbapenemasas se produce por medio de plasmidos,
por lo que el riesgo de diseminacion entre especies es muy alto. Las consecuencias
para el tratamiento de las infecciones causadas por estas bacterias son relevantes,
dado que préacticamente no hay arsenal terapéutico para las infecciones causadas por

los patdgenos productores de carbapenemasas (Urquizo, 2010).

Principalmente, estas enzimas han sido detectadas en aislados de Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii, sin embargo la diseminacion ha llegado hasta
diversas especies de las enterobacterias (Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,

Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, etc.) (Torres, 2005).

Se ha propuesto una clasificacion en dos grupos: Carbapenemasas de serina
(incluidas en la clasificacion molecular de Ambler, clases A y D) y metalo-p-lactamasas,
MBL (Ambler, clase B) (Tafur, et al. 2008).
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1.4.5.1 Carbapenemasas clase A.
Pertenecen al grupo 2f de la clasificacién de Bush-Jacoby-Medeiros, poseen serina en
su sitio activo y son inhibidas débilmente por el &cido clavulanico pero no por el EDTA
(Torres, 2005).

Puede ser de produccion cromosomica (NMC-C, Sme-1, Sme-3 y IMI-1) en
Enterobacter cloacae y Serratia marcensces, o codificadas por pldsmidos, como KPC-

1 en Klebsiella pneumoniae y GES-2 en Pseudomonas aeruginosa.

Los primeros aislamientos se produjeron en Japén en 1990 tanto en especies de
enterobacterias como en Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp. Mas tarde han sido
informados aislamientos en otras partes del mundo como Europa, Canada y Brasil
(Puerto, 2004).

1.4.5.2 Carbapenemasas clase B.
Pertenecen al grupo 3 de la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros, se denominan
metalo-B-lactamasas (MBLS), requieren zinc para su actuacion y son generalmente de
naturaleza cromosémica, aunque recientemente se han asociados a plasmidos
conjugativos e integrones. Son inhibidas por EDTA, pero no por acido clavulanico.
Estas enzimas hidrolizan a las penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas pero no al

aztreonam.

Son las carbapenemasas mas significativas desde el punto de vista clinico
epidemioldgica, a nivel mundial, debido al alto nivel de resistencia que presentan para
los B-lactamicos (excepto aztreonam), la alta tasa de mortalidad asociada y a la

persistencia en el ambiente hospitalario (Puerto, 2004).

1.4.5.3 Carbapenemasas clase D.
A este grupo pertenecen algunas B-lactamasas tipo OXA que presentan una débil

actividad carbapenemasas.

Han sido descritas en Acinetobacter baumannii disminuyendo la sensibilidad a

imipenem y meropenem (Puerto, 2004).
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CATITULO Il



2.1 METODOLOGIA
Aislados clinicos

En el Laboratorio Clinico del Hospital del Dia (IESS) y en el de la Clinica Maternidad
Julia Esther Gonzalez de la ciudad de Loja se obtuvieron un total de 239 y 20
muestras clinicas con bacilos Gram negativos respectivamente, recolectadas durante

el periodo agosto-noviembre 2013.

Para su estudio se realizé una siembra en placas de agar MacConkey, posteriormente
fueron identificadas mediante pruebas bioquimica.

Andlisis de las cepas

La susceptibilidad bacteriana se determiné aplicando el método de disco difusién en
agar Muller-Hinton, mediante la técnica de Bauer y Kirby con una turbidez equivalente
0,5 de la escala de McFarland a una temperatura 35+2°C, siguiendo las

recomendaciones del CLSI.

Los antibiéticos analizados fueron: amoxicilina-acido clavulanico (20-10 ug),
aztreonam (30 ug), cefepima (30 pg), ceftazidima (30 ug), ciprofloxacino (5 ug),
imipenem (10 ug), netimicina (30 ug), acido nalidixico (30 ug),
piperacilina/tazobactam (100/10 pg), amicacina (30 ug), cefoxitina (30 pg), ampicilina
(10 pg), cefotaxima (30 pg) y ampicilina-sulbactam (10-10 ug).

Seleccidn de cepas

El criterio de seleccion fueron cepas con halos <21mm en cefalosporinas de tercera
generacion (cefotaxima y ceftazidima), en caso de la cefoxitiha <15mm y en
carbapenems (imipenem) <20mm, a las mismas que se les realizo las siguientes

pruebas.
Deteccidn fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
Prueba de Sinergia de Doble Disco.

Consistié en situar un disco de amoxicilina-acido clavulanico (20ug/10ug) sobre el
centro de la placa de agar Mueller-Hinton, luego se colocaron a una distancia de 20-25
mm (centro-centro), un disco de ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug), cefepima
(30ug) y aztreonam (30ug). Se considerd sinergia positiva y, por tanto, presencia

presuntiva de BLEE al observar una ampliacion o distorsion el halo de inhibicién
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adyacente al disco de amoxicilina-acido clavulanico de alguna de las cefalosporinas o

del aztreonam (Anexo 1).
Prueba de discos combinados con inhibidor (Prueba de confirmacion)

Se sitla en una placa de agar Mueller-Hinton inoculada con una suspension de la
cepa en estudio, un disco de ceftazidima (30ug) frente a un disco de ceftazidima-acido
clavulanico (30/10 pg), vy de la misma forma un disco de cefotaxima (30ug) y
cefotaxima-acido clavulanico (30/10ug), el incremento del diametro de inhibicién de la
cefalosporina de tercera generacidn en presencia de acido clavulanico 25 mm
respecto al de la cefalosporina correspondiente sin inhibidor, se interpreta como una
BLEE positiva (Anexo 2).

Deteccién de B-lactamasas de tipo AmpC.
Prueba de aproximacién de Disco

En una placa de agar Mueller-Hinton inoculada con una suspension de la cepa en
estudio, colocamos un disco de ceftazidima (30ug), a una distancia de 25 mm centro-
centro de un disco de imipenem (10ug). Un achatamiento del halo de inhibicion (forma
de D) del disco de ceftazidima (30ug) en la zona proxima al disco de imipenem (10ug),
se interpretara como prueba positiva para la produccion de AmpC (Anexo 3).

Detecciéon de Carbapenemasas.
Prueba de sinergia de Doble Disco.

Se coloco en una placa de agar Mueller-Hinton inoculada con una suspensién de la
cepa en estudio, un disco de imipenem (10ug) y meropenem (10ug) a una distancia
de 15 mm de un disco con acido borénico para las carbapenemasas tipo A y de un
disco de EDTA para las carbapenemasas tipo B. Una ampliacién del halo de inhibicion
del carbapenémico en la zona cercana al disco de inhibicion (sinergia) o presencia de
una “zona fantasma” (inhibicién del crecimiento) entre carbapenémicos y el inhibidor,

se interpreté como prueba positiva para la produccién de carbapenemasas
Analisis Estadistico

Para la determinacion de los porcentajes de resistencia y sensibilidad; asi como los
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana, se utilizé6 el programa WHONET (World
Health Organization. Net. Version 5.4). Para el andlisis estadistico de los resultados se

realizaran pruebas de independencia, utilizando para ello como estadistico la prueba
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del Chi-Cuadrado (x?) de Pearson, con un nivel de significancia de 95% (a = 0,05),

utilizando el programa SPSS® para Windows (version 11.0) (Perozo, et al.2009).
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CAPITULO 1lI



3.1 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se determind la presencia de los mecanismos de resistencia
bacteriana en bacilos Gram negativos de cultivos aislados de muestras clinicas
provenientes del Laboratorio clinico del Hospital del Dia (HDD) y Clinica Maternidad
Julia Esther Gonzéalez (MJEG), durante el periodo agosto-noviembre 2013. Obteniendo
un total de 239 y 20 cepas respectivamente, entre los tipos de muestras analizadas

fueron:

Gréfica 2. Tipos de muestras clinicas analizadas del Gréfica 1. Tipos de muestras clinicas analizadas

Laboratorio Clinico del Hospital del Dia, durante el del Laboratorio Clinico de la Clinica Maternidad

periodo agosto-noviembre de 2013. Julia Esther Gonzéalez, durante el periodo
agosto-noviembre de 2013.

95% 90%

5%
Orina Secrecion Vaginal mHeces m®Orina = Secrecién Vaginal
Elaborado: Cecilia Alvarado Elaborado: Cecilia Alvarado

En el HDD, el 95% corresponden a orina, 5% a secrecion vaginal, de la misma
manera en la MJEG, el 90% son de orina y el 5% son secrecién vaginal y heces,
coincidiendo con los resultados de la investigacion realizada en Loja por Malla (2014),
donde el tipo de muestra analizada con mayor porcentaje fue de orina (79,78%),
seguido por secrecién vaginal (6,83%); estudios similares realizados en Colombia por
Morales et al. (2012), quien reporto que el 72,4% de muestras fueron urocultivos
positivos con bacilos Gram negativos a nivel de pacientes ambulatorios, asi como en
Espafa por Garcia (2013), encontrd un 67,65% de cepas provenientes de muestras de
urocultivos; segun la asociacion espafiola de Urologia del 2013, coinciden en que las
especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia provienen en un 95% de
muestras de urocultivos en pacientes extrahospitalarios con infeccion urinaria, lo cual
concuerdan con los datos obtenidos ya que las instituciones en estudio prestan

servicios de consulta externa.
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Las infecciones del tracto urinario (ITU) son junto con las infecciones respiratorias, los
procesos infecciosos de mayor incidencia en patologias humana segun la literatura. La
mayor parte de urocultivos positivos con bacilos Gram negativas provienen de consulta
externa; debido a la alta demanda de consultas ambulatorias por infecciones de vias
urinarias (IVU) indebidamente tratadas con tratamientos empiricos (Morales, et al
2012).

Entre los bacilos Gram negativos aislados en muestras clinicas de pacientes de

consulta externa encontramos:

Tabla 3. Frecuencia de cepas aisladas en muestras Tabla 4. Frecuencia de cepas aisladas en
clinicas analizadas del Laboratorio Clinico del muestras clinicas analizadas del Laboratorio

Hospital del Dia, durante el periodo agosto-noviembre Clinico de la Clinica Maternidad Julia Esther

de 2013. Gonzélez, durante el periodo agosto-noviembre
HDD de 2013.
Cepas
N° de cepas % MJEG
— . Cepas
Escherichia coli 207 87 N° de cepas %
Klebsiella pneumoniae 8 3 Escherichia coli 19 95
Proteus vulgaris 6 2,5 Proteus vulgaris 1 5
Klebsiella oxytoca 5 2 TOTAL 20 100
Citrobacter freundi 5 2 Elaborado: Cecilia Alvarado
Proteus mirabilis 3 1
Enterobacter cloacae 2 1
Enterobacter aerogenes 2 1
Pseudomonas aeruginosa 1 0,4

TOTAL 239 100
Elaborado: Cecilia Alvarado

Con mayor frecuencia en el HDD fueron: Escherichia coli n=207 (87%), seguido por,
Klebsiella pneumoniae n=8 (3%), Proteus vulgaris n=6 (2,5%), en menor porcentaje,
Klebsiella oxytoca y Citrobacter freundii n=5 (2%), Proteus mirabilis n=3 (1%),
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes n=2 (1%) y Pseudomonas aeruginosa
n=1 (0,3%); de la misma manera en la MJEG: Escherichia coli n=19 (95%) y Proteus
vulgaris n=1 (5%). En la ciudad de Loja, en un estudio realizado por Malla (2014),
indica que Escherichia coli (72,64%), seguida de Klebsiella pneumoniae (5,12%) son
las cepas aisladas con mayor frecuencia; asi como un estudio similar realizado en
Quito por Pacheco & Ledén (2009), indica que Escherichia coli (89,5%) y Klebsiella
pneumoniae (75%), son los microorganismos mas frecuentemente aislados; también la

investigacion realizada en Latinoamérica (Guatemala) por Morales (2012), coincide
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con Escherichia coli (88,23%), Proteus spp. (8,82%) y Klebsiella spp. (2,94%), son las

enterobacterias que con mayor frecuencia causan infecciones a nivel comunitario.

También se observa similitud con otros estudios realizados en otros paises (Espafia,
Rumania y Polonia), donde se mantiene la prevalencia de Escherichia coli como la

principal enterobacteria causante de ITU en pacientes ambulatorios (Morales, 2012).

Segun la Asociacibn Espafiola de Urologia (2013), Escherichia coli, es el
microorganismo ampliamente estudiado por su importancia cientifica, econémica y
médica. Debido a que presenta factores de virulencia como: la presencia de adhesinas,
la capacidad de estructurarse en biopeliculas, la liberacién de toxinas (hemolisinas,
factor citotéxico necrotizante), las invasivas u otros elementos como las islas de
patogenicidad (genes responsables de los factores de virulencia que se encuentran
agrupados en fragmentos de DNA muy particulares denominados “islas de
patogenicidad”). Una cepa de Escherichia coli es tanto mas virulenta cuantos mas

factores de virulencia concurren en ella.

En cambio, Klebsiella pneumoniae se asocia mas con infecciones de servicios de
salud, como sepsis y neumonia intrahospitalaria, siendo particularmente mas

vulnerable el grupo de los recién nacidos (Garcia, 2013).

En nuestro pais actualmente existen bacterias habituales tanto en el medio
extrahospitalario como hospitalario que, por haber desarrollado mecanismos de
resistencia a antibiéticos B-lactamicos, pueden ser muy dificiles de tratar, provocando

frecuentes fracasos terapéuticos.

Gréfica 3. Porcentaje de resistencia antimicrobiana en cepas aisladas de muestras clinicas
analizadas del Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Esther

Gonzalez, durante el periodo agosto-noviembre de 2013.
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Entre los porcentajes de resistencia antimicrobiana encontrados en las diferentes
bacterias aisladas en el HDD, se presentd una alta resistencia en ampicilina (61%),
acido nalidixico (44%), ciprofloxacina (31%). En orden decreciente encontramos el
grupo de las cefalosporinas de tercera generacion (15%), cefepima (14%), cefoxitina
(6%) y imipenem (0,4%), que son indicadores importantes de presencia de
betalactamasas y la ampicilina-sulbactam (17%); de la misma manera en la MJEG
entre los antibidticos que presentaron mayor resistencia tenemos: la ampicilina (82%),
acido nalidixico (59%), ciprofloxacina (37%). Seguidas de las cefalosporinas de tercera
generacion (21%), cefepima (25%); Sin embargo, antimicrobianos como
piperazilina/tazobactam, amikacina y netilmicina, fueron los que presentaron mejores
porcentaje de sensibilidad, de igual forma que la investigacion realizada en Loja por
Malla (2014), revela que los bacilos Gram negativos aislados fueron resistentes a
ampicilina (73,9%), ampicilina-sulbactam (40,4%), ciprofloxacina (36,2%), &cido
nalidixico (30%), cefotaxima (28%), aztreonam (27%), cefepima (26,1%), ceftazidima
(24,3%), cefoxitina (15,9%) y imipenem (3,7%).

Estudios similares realizados en Espafia por Garcia (2013), indica que la resistencia
de las cepas aisladas frente a las cefalosporinas de 2a y 3a generacion junto con el
aztreonam y ampicilina fue del 100%; piperazilina /tazobactam el 20,6%,
amoxicilina/clavulanico el 38,25%; ciprofloxacino 65%, amikacina (14,7%); y en
Colombia por Morales (2012), la resistencia fue en: ampicilina (76,2%), ampicilina/
sulbactam (61%), ceftazidima (42,9%) y cefotaxima (41%), mostraron porcentajes
importantes de resistencia; cuyos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestra

investigacion.

La mayoria de los pacientes estudiados presentan al menos un episodio de
infecciones urinarias, coincidiendo con este y otros estudios realizados. La mayoria de
las ITU fueron tratadas con diferentes antibidticos por via oral, siendo la ampicilina y
ciprofloxacina los mas usados. Por lo que en nuestro estudio el grupo de las
penicilinas fue el mas afectado, mostrando un elevado porcentaje de resistencia. Este
resultado pone de manifiesto el amplio uso de las fluoroquinolonas y de los [3-
lactamicos como antibioticoterapia empirica de las ITU. El uso intensivo de estos y
otros antimicrobianos, ejerce una presion selectiva sobre microorganismos, lo cual
podria explicar los patrones de resistencia a los antimicrobianos encontrados en esta

investigacion (Guevara, et al. 2011).
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Las cefalosporinas de tercera generacion parenterales (ceftriaxona, cefotaxima,
ceftazidima) son antibiéticos para infecciones moderadas a graves. Las dos primeras
son importantes en el manejo de la meningitis purulenta aguda y la ceftazidima, en las
infecciones por Pseudomonas aeruginosa (sepsis, quemados). Lamentablemente, los
dos primeros se han usado en diversas infecciones comunitarias y nosocomiales
(neumonia, infecciones respiratorias, ITU, sepsis) lo que ha generado una alta
resistencia de muchos gérmenes Gram negativos (Vargas, et al. 2006).

El aztreonam (monobactams) mostro un porcentaje de efectividad 88,5% por lo que se
recomienda como opcién terapéutica contra aquellas cepas que presentan resistencia
baja, antes de recurrir a antibidticos de mayor espectro. De la familia de los
carbapenems, el imipenem fue el antibidtico mas efectivo con 99,6% de sensibilidad
de todos los B-lactdmicos, probando su efectividad tanto para cepas productoras de
BLEE y AmpC, por lo que se sigue tomando como opcién terapéutica mas

contundente.

Tabla 5. Frecuencia de B-lactamasas en cepas aisladas de muestras clinicas analizadas del
Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Esther Gonzélez, durante el

periodo agosto-noviembre de 2013.

Mecanismo

N° de Cepas
Cepas resistencia Institucion Positivas Porcentaje Negativas Porcentaje
35 BLEE HDD 22 63 13 37
4 MJEG 3 75 1 25
15 AmpC HDD 7 47 8 53

MJEG - - - .
HDD (p <0,07 y p<0,001) y MJEH(p <0,6)

Elaborado: Cecilia Alvarado

De acuerdo a los resultados obtenidos de la prueba de tamizaje de las cepas aisladas
del HDD (ver gréafica 3): se obtuvo que n=35 (15%), cepas son sospechosas para la
produccién de BLEE, n=15 (6%) cepas son posibles AmpC y n=1 (0,4%) cepas es
posible productora de carbapenemasas; en cambio en la MJEG, se obtuvo n=4 (21%)
posibles cepas productoras de BLEE, segun la resistencia a los diferentes antibioticos
(cefalosporinas de tercera generacion, cefoxitina y imipenem).

Al evaluar las cepas resistentes a los antibidticos mediante las pruebas de
confirmacion, se identificé en el HDD un 63% (n=22) de cepas productoras de BLEE,

un 47% (n=7) de cepas productoras de AmpC, y en la MJEG se encontré un 75%
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(n=3) de cepas productoras de BLEE; y al analizar la cepa que presentaba resistencia
al imipenem se observdé que dicha resistencia no se debia a la presencia de
carbapenemasas sino que podrian estar involucrados otros mecanismos de resistencia,
los cuales también pueden estar presentes en las cepas que presentaron resistencia

sin la produccion de B-lactamasas.

La presencia de bacterias productoras BLEE, es una fuente de preocupacion a nivel
mundial dado que cada vez es mas frecuente su presencia fuera del &mbito
hospitalario. De acuerdo con la investigacion realizado en Loja por Malla (2014),
donde encontr6 que un 64% (n=20) cepas eran productoras de BLEE; estudios
similares como el realizado en Colombia por Morales et al. (2011), donde 18
enterobacterias (12,3%), producian BLEE en pacientes de consulta externa; en
Venezuela por Guevara et al. (2011), encontraron que del 51,52% de enterobacterias
que presentaron resistencia a antibiéticos el 16,67% de las cepa (n=11) producian
BLEE; y en Espafa por Garcia (2013), durante los afios 2009, 2010 y 2011,
identificaron un 64,70% (n=22) de cepas productoras de BLEE de origen
extrahospitalario, dichos resultados concuerdan con la literatura donde los organismos
productores de BLEE son una causa creciente de infecciones adquiridas en la
comunidad, no obstante, la mayoria de estudios muestran que la mayor parte de
patdgenos productores de BLEE son de origen nosocomial, y aquellos de origen

comunitario constituyen una pequefia proporcién (Adrianzén, 2013).

Las cepas productoras de BLEE confieren resistencia a los 3-lactamicos excepto a las
cefamicinas y a los carbapenems; pero ademas los plasmidos que codifican las BLEE
portan genes de resistencia (transposones) a otros antimicrobianos como
aminoglucésidos, tetraciclinas y cotrimoxazol, es por lo que el fendmeno de resistencia
cruzada es muy frecuente y el tratamiento de las infecciones producidas por estas
cepas tiene una mayor dificultad.

La presencia de genes que codifican resistencia a antibidticos en transposones y la
presencia de plasmidos autotransferibles son factores fundamentales que han
condicionado la diseminacién de genes de resistencia a antibiéticos entre las bacterias
en escala mundial, bajo el poder selector que representa el uso masivo de antibioticos
(Gonzélez, et al. 2007). Ademés, las cepas productoras de BLEE son mas resistentes
a fluorquinolonas que las que no lo son. Debido quizas al uso excesivo de antibidticos
y muchas veces inadecuado. Las infecciones causadas por bacilos Gram negativos

productores de BLEE pueden ser graves e incluso mortales. (Miranda, 2013).
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La primera referencia de AmpC en América se dio en New York en Klebsiella
pneumoniae en 1994 y 2001, observandose una expansion territorial al ser detectadas
posteriormente en hospitales de todo el pais. En nuestro estudio se identificaron un
47% (n=7) de cepas productoras de [3-lactamasas de tipo AmpC, que al comparar con
el estudio realizado en Loja por Malla (2014), nos indica que el 10,5% de cepas son
productoras de B-lactamasas de tipo AmpC, asimismo al comparar con el estudio
realizado en Canada, durante 2005, por Pitout et al., en el que indicaron que
Escherichia coli era la cepas con mayor resistencia a cefoxitina que alcanzaban ya el
30,5%, detectdndose principalmente en muestras urinarias procedentes de la
comunidad; al comparar estos datos obtenidos, la prevalencia de cepas productoras
de AmpC en nuestra comunidad son bajos pero no menos importantes,

considerandolos como un signo de alarma.

La resistencia de los miembros de la familia Enterobacteriacea a las cefalosporinas de
tercera generacion constituye un serio problema clinico. Esta resistencia se da por la
sobreexpresion constitutiva del gen ampC cromosomal, que originalmente, en estas

cepas, es de bajo nivel y no es inducible (Rojas, 2005).

Los mutantes parcialmente derreprimidos expresan un incremento moderado de los
niveles de AmpC; mientras que los mutantes totalmente derreprimidos, expresan altos
niveles; por lo tanto, cepas con AmpC natural cromosémica inducible pierden el
fenotipo de induccion y pasan a producirla constitutivamente. Las cepas derreprimidas
0 hiperproductoras, presentan resistencia a todas las penicilinas, combinaciones con
inhibidores de B-lactamasas, cefalosporinas de 1, 2% y 3@ generacion, cefamicinas y
monobactams. Unicamente no se ven afectadas las cefalosporinas de 4" generacion y
carbapenems, a menos que los microorganismos posean, de forma concomitante,
otros mecanismos de resistencia como: pérdida de porinas, BLEE, carbapenemasas

entre otros (Martinez, 2009).

Estos mecanismos de resistencia pueden actuar independientemente uno de otro,
pero en la mayoria de los casos se unen con lo que se potencian y dan lugar al
surgimiento de cepas multidrogorresistentes. Los plasmidos que codifican resistencia a
B-lactdmicos también portan genes que codifican resistencia a otros antimicrobianos
como aminoglucosidos, los cuales, al encontrarse codificados en plasmidos
conjugativos posibilitan la diseminacion a otras bacterias de la misma especie o de

otras diferentes (Suarez, 2009).
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La produccion de estas enzimas constituye el principal mecanismo de resistencia a los
B-lactdmicos en bacilos Gram negativas de las cuales en nuestro estudio encontramos

ac

Tabla 6. Frecuencia de cepas productoras de BLEE en muestras clinicas analizadas del
Laboratorio Clinico del Hospital del Dia y Clinica Maternidad Julia Esther Gonzalez, durante el

periodo agosto-noviembre de 2013.

HDD MJEG
Cepas N° Cepas Porcentaje N° Cepas Porcentaje
Escherichia coli 17 49 3 75
Klebsiella pneumoniae 3 9 - -
Citrobacter freundii 1 3 - -
Enterobacter aerogenes 1 3 - -
TOTAL 22 63 3 75

Elaborado: Cecilia Alvarado

Las cepas productoras BLEE encontradas con mayor incidencia tenemos: en el HDD:
Escherichia coli 49% (n=17), seguida por, Klebsiella pneumoniae 9% (n=3) y
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes con un 3% (n=1) , de la misma manera
en MJEG: Escherichia coli 75 % (n=3); estudios similares como el realizada en Loja
por Malla (2014), indica que las cepas de Escherichia coli 70% (n=14) seguida por
Klebsiella oxytoca 15% (n=3), Proteus mirabilis 10% (n=2) y Klebsiella pneumoniae
5% (n=1), son productoras de BLEE; asimismo el estudio realizado en Guatemala por
Morales, et al. (2011), coinciden que el 41% de Escherichia coli eran productoras de
BLEE a nivel comunitario. En América del Norte, la prevalencia de BLEE entre los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli se encuentran en un rango
de 5 — 10% (Escherichia coli 7,5% y Klebsiella pneumoniae 12,3%), a nivel comunitario

los cuales corroboran con el resultado de esta investigacion.

Se consideraba que los microorganismos productores de BLEE, causantes de
infecciones eran un problema casi exclusivamente nosocomial, sin embargo es bien
sabido que la Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae en menor porcentaje, son
productora de estas B-lactamasas, que se encuentra en la comunidad adquiriendo una

alta prevalencia.

Escherichia coli puede producir enzimas [-lactamasas cromosomicas o

extracromosOmicas (mediadas por plasmidos). Segun diferentes estudios, la
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resistencia se ha asociado al uso masivo de cefalosporinas de amplio espectro y
quinolonas, constituyendo con ello la aparicion microorganismos productores de BLEE.
Pero no siempre el personal médico ha tenido en cuenta este hecho y el papel que
tiene la aplicacion de un correcto uso de antibiéticos (Miranda, 2013).

Este estudio destaca el hecho de que muchas cepas de Escherichia coli con BLEE son
de origen extrahospitalario. Estos resultados se deben en gran parte a que la mayoria
de las muestras que se procesan en estos laboratorio son de pacientes de consulta
externa, y que dichas cepas productoras de BLEE se aislaron de muestras de orina,
teniendo en cuenta que estos Hospitales de nuestras localidad son muy frecuentados,
el porcentaje de cepas encontradas es elevado, por lo que con estos resultados, se ha
de tener en cuenta que se podria estar reflejando toda la poblaciéon de riesgo; los
resultados obtenidos si reflejan el comportamiento de los microorganismos de la
localidad y su evolucién, permitiendo conocer los patrones de sensibilidad y resistencia;
siendo éstos una informacién necesaria para el médico de atencion primaria a la hora
de instaurar un tratamiento con antimicrobianos, seleccionando la terapia apropiada en

pacientes con sospecha de infecciones causadas por gérmenes productores de BLEE.

Tabla 7. Frecuencia de cepas productores de AmpC en muestras clinicas analizadas del

Laboratorio Clinico del Hospital del Dia, durante el periodo agosto-noviembre de 2013.

HDD
Cepas N° Cepas Porcentaje
Escherichia coli 4 26
Citrobacter freundii 1 7
Enterobacter cloacae 1 7
Proteus vulgaris 1 7
TOTAL 7 47

Elaborado: Cecilia Alvarado

Entre las cepas productoras de B-lactamasas de tipo AmpC tenemos: Escherichia coli
con 26,9% (n=4) seguido por Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Proteus
vulgaris con un 6,7% (n=1); un estudio similar realizado en Loja por Malla (2014),
identifico que un 33,3% Proteus vulgaris, Citrobacter freundii y Pseudomonas
aeruginosa son las enterobacterias productoras de este tipo de B-lactamasas; que al
comparar con un estudio realizado en Colombia por Hoyos, et al. (2011), evaluaron
los patrones de resistencia en los aislamientos adquiridos en la comunidad que

resaltaron la presencia de bacterias productoras de B-lactamasas de tipo AmpC
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(11,3%), entre estas tenemos: Citrobacter freundii y Enterobacter cloacae fueron las
bacterias productoras de betalactamasas de tipo AmpC (presuntivo), enzimas
producidas de forma inducible. Sin embargo, se encontré que en cuatro aislamientos
para Escherichia coli y en cuatro para Klebsiella pneumoniae también tuvieron un
patron de resistencia sugestivo de B-lactamasas de tipo AmpC. Se ha hallado en
plasmidos el gen ampC que, por ser naturalmente transferibles, facilita la diseminacion
de la resistencia mediada por este gen.

Es indiscutible la relevancia clinica de las B-lactamasas de tipo AmpC, mas aun,
cuando se han encontrado mecanismos de resistencia asociados. Ejemplo: AmpC y
pérdida de porinas, que amplian al rango de accién hidrolitica hasta los carbapenems;
o las no menos preocupantes AmpC de espectro extendido que confieren resistencia a
cefalosporinas de 4ta generacion. Muchos laboratorios no determinan la presencia de
AmpC debido especialmente, a que se requieren reactivos no disponibles de manera
rutinaria en el laboratorio clinico; no obstante, los métodos acé recopilados son
accesibles y sencillos. Es importante recalcar que las enzimas AmpC (principalmente
las plasmidicas), se asocian a fracasos terapéuticos, por lo que es importante su
investigacion empleando métodos para deteccién fenotipica y haciendo lectura
interpretada del antibiograma. La deteccidén también es importante para el monitoreo
de bacterias con AmpC natural que durante el tratamiento con cefalosporinas se
tornan resistentes, o en casos de cepas productoras de BLEE conjuntamente con
AmpC. En cualquier caso, es esencial que los laboratorios clinicos microbiolégicos
incluyan como ensayo de rutina la deteccién fenotipica de B-lactamasas tipo AmpC
(Martinez, 2009).

En la ciudad de Loja, la prevalencia de cepas productoras de BLEE a nivel comunitario
es de 9,2% en el HDD y en un 15% en la MJEG; asi como en un 15% en el Hospital
Manuel Ygnacio Montero; estudios similares realizados en Ecuador por Pacheco y
Le6n (2011), indican una prevalencia del 3%; en paises europeos se muestran
prevalencias de BLEE en pacientes ambulatorios de 0,2 a 3,5 %, y en Latinoamérica
un estudio en Colombia detecté una prevalencia de 2,6 %, al comparar los resultados
de las diferentes investigaciones. Es claro que la prevalencia de BLEE en nuestra
localidad se encuentra dentro de estos rangos, lo que podria explicarse por ser
precisamente una poblacibn ambulatoria, esta menos expuesta a la presion de
seleccién de los antimicrobianos y a la transmision de resistencia entre las bacterias
(Keller & Calderén, 2013).
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CONCLUSIONES

Durante el periodo agosto-noviembre del 2013 se analizaron 239 muestras clinicas en
el Hospital del Dia y 20 en la Maternidad Julia Esther Gonzélez de las cuales se

concluyé:

1. Las cepas aisladas con mayor frecuencia fueron: Escherichia coli (87% - 95%),
Klebsiella pneumoniae 3% y Proteus vulgaris (2,5% - 5%), respectivamente.

2. Los mecanismos de resistencia encontrados fenotipicamente tenemos:
produccién de BLEE (63% - 75%), respectivamente y de B-lactamasas de tipo
AmpC con un 47% en el HDD.

3. Escherichia coli fue el bacilo Gram negativo productor de ambos mecanismos
de resistencia con mayor frecuencia con un 49% y 75% de BLEE,

respectivamente y en un 26% de AmpC en el HDD.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio mas extenso, cubriendo hospitales privados y publicos de
referencia nacional para determinar la resistencia antimicrobiana de Gram
negativos, donde se haga uso de pardmetros establecidos previamente como
ficha médica o acceso al historial médico del paciente y de esta forma
actualizar normas de atencion al paciente, y asi iniciar un tratamiento

adecuado.

Continuar el estudio mediante la aplicacion de técnicas moleculares, que
permitan caracterizar genéticamente el origen de las betalactamasas y nos
brinden informaciéon de los tipos predominantes en nuestra localidad para
compararlas con los resultados obtenidos con estudios realizados en diferentes
paises, integrando informacion sobre la dinamica de la diseminacion de estos
genes a nivel local y nacional, con el objetivo de desarrollar estrategias para
prevenir y controlar la propagacion de cepas multi-resistentes a los

antimicrobianos a nivel hospitalario y en la comunidad.
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ANEXOS

Anexo 1. Prueba de sinergia de doble para la deteccidon fenotipica de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

CAZ: ceftazidima (30pg), AMC: amoxicilina — acido clavulanico (20pg/10ug),
CTX: cefotaxima (30ug), ATM: aztreonam (30uQ).

Anexo 2. Prueba de discos combinados con inhibidor (Prueba de
confirmacién), para la identificacion de cepas productoras de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE).

CAZ: ceftazidima (30ug), CTX: cefotaxima (30ug), CAZ-CLA: ceftazidima -

acido clavulanico (30/10pg), CTX-CLA: cefotaxima - acido clavulanico
(30/10u9).
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Anexo 3. Prueba de Aproximacion de disco para la deteccién fenotipica de
betalactamasas tipo AmpC Inducibles.
IMI: Imipenem (10ug), CAZ: ceftazidima (30ug).
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