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13.ADN acido desoxirribonucleico

14.PBP proteina de union a la peniclina
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1. INTRODUCCION

Las Betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se encuentran ampliamente
distribuidas entre el grupo de las Enterobacteriaceae, estas enzimas son mediadas por
plasmidos las cuales actuan hidrolizando los antibiéticos betalactamicos, incluyendo al
grupo oximino como las cefalosporinas de tercera generacion, cuarta generacion y
aztreonam. (1) En la actualidad constituyen un importante mecanismo de resistencia
antimicrobiana mostrando un importante incremento en las ultimas décadas lo que
repercute en el prondstico y mortalidad de los pacientes portadores de tales
microorganismos. (2) (3)

Estas enzimas derivan por mutacién de las betalactamasas de amplio espectro presentes
en la mayor parte de las enterobacterias y se encuentran con mayor frecuencia en
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, sin embargo también se ha identificado en
otras especies como Proteus, Serratia y Salmonella spp.

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Escherichia coli BLEE son los
microorganismos que causan mayores indices de morbilidad y mortalidad. (4) Estos
microorganismos son un problema de salud en hospitales por o que es de suma
importancia identificar brotes.

La distribucién de los diferentes tipos de BLEE varia de Pais a Pais, de forma general
las tipo TEM predominan en Estados Unidos y se han convertido en importantes
patégenos generadores de infecciones nosocomiales en pacientes pediatricos. Mientras
tanto las de tipo SHV se han reportado con mayor frecuencia en México, América Latina
y Europa. (5) La familia CTX-M se identificé en diversas regiones de América del Sur,
Oeste de Europa, Japon y recientemente Espana, Kenia y México. (6)

En México, las BLEE SHV-2, SHV-5 y TLA-1 han sido identificadas en cepas de K.
pneumoniae y E. coli, causando brotes hospitalarios. En estos estudios, los genes se
localizaron en plasmidos transferibles que contenian a su vez otras determinantes de
resistencia confiriéndoles resistencia a antibidticos no betalactdmicos como
aminoglucodsidos, cloranfenicol, tetraciclinas y quinolonas contribuyendo a la
diseminacion de las BLEE entre diferentes tipos de cepas de enterobacterias. (7)

La amplia diseminacion mundial de los bacilos Gram negativos con BLEE ha ocurrido de
forma paralela con el incremento en el consumo de antibidticos principalmente las
cefalosporinas de tercera generacién. La presion selectiva, sobretodo de las
cefalosporinas, se ha sefalado como factor desencadenante de brotes epidémicos
producidos por K. pneumoniae-BLEE y del mantenimiento de situaciones de endemia
elevada. (8)

En ambientes en donde se detectan endémicamente la presencia de bacilos Gram
negativos productores de BLEE se vuelve relevante también la presion selectiva de que



ejercen otros grupos de antibidticos como las quinolonas, pues multiples estudios las
consideran como terapia alternativa a los carbapenémicos en caso de haber sensibilidad
in vitro. (9) (10) Los carbapenémicos como es bien sabido son la terapia de eleccion sin
embargo también se han documentado resistencia a estos mismos principalmente a
patégenos nosocomiales como P. aureginosa y Acinetobacter baumannii. (11) (12)

En algunos estudios se han identificados como factores de riesgo para resistencia a
quinolonas la adquisicion nosocomial, el uso previo de quinolona o aminoglucosido al
menos 30 dias previos al crecimiento de la cepa BLEE y el ser paciente de asilos o de
centros de cuidados de la salud. (13)

Las infecciones por organismos productores de BLEE tienen un impacto relevante en el
curso clinico de los pacientes con infecciones graves asociadas a estos. Se ha
observado un retardo significativo en el inicio del tratamiento antimicrobiano efectivo,
hospitalizacion mas prolongada y mayor coste hospitalario global. (4)

A nivel de nuestro medio hospitalario se ha podido constatar un uso indiscriminado de
las cefalosporinas de tercera generacién, quinolonas y aminoglucosidos tanto en el
primer contacto como a nivel hospitalario, esto de no ser modificado nos afectaran
incrementando la resistencia a quinolonas para las enterobacterias productoras de BLEE
limitando asi nuestras opciones terapéuticas.



2. MARCO TEORICO
2.1 FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia de Enterobacteriaceae pertenece al dominio Bacteria, filo proteobacteria, clase
gammaproteobacteria y orden Enterobacteriales. Los miembros de esta familiar son
anaerobios facultativos, gramnegativos, no formadores de esporas, que fermentan
glucosa y otros azucares. Reducen el nitrato a nitrito y producen catalasa pero no
producen oxidasa. (15) Comprende los siguientes géneros y especies relevantes desde
el punto de vista médico:

2181 con impo
Género Espedie
Citrobacter freundii
koseri
amalonaticus
Edwardsiella tarda
Enterobacter cloacae
aerogenes
sakasakii
Escherichia coli
albertii
Hafnia alvel
Klebsiella pneumoniae
oxytoca
granulomatis
Morganella morganii
Pantoea (anteriormente Enterobacter) agglomerans
Plesiomonas shigelloides
Proteus mirabilis
vulgaris
Providencia stuarti
rettgeri
Salmonela enterica
Serratia marcescens
Shigella (pertenece & las especies E coli) dysenterii
flexneri
sonnei
boydii
Yersinia pestis

enterocolitica
pseudotuberculosis

Mandell, G.L., J.E. Bennet, et al. (2010) “ Principles and Practice of Infectious Diseases” tomo 2: 2818 Tabla 218-1, 7ma Edicién

2.1.1 Epidemiologia

El habitat natural de las Enterobacteriaceae es del tracto gastrointestinal inferior de los
humanos y otros animales, pero se pueden encontrar en el agua y el suelo. Los
diabéticos y alcohdlicos suelen presentar tazas elevadas de colonizacion por estas
bacterias. (16) Asi mismo se ha observado la colonizacién de orofaringe con rapidez en
pacientes hospitalizados, las mujeres con diafragmas y/o agentes espermicidas como



medios de anticonceptivos y las postmenopausicas en quienes puede producir ulteriores
infecciones extra intestinales. (17)

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son agentes causales de una amplia
variedad de infecciones tanto en la comunidad como el ambito hospitalario. La proporcion
de aislados resistentes a multiples antimicrobianos, incluyendo a aquellos que producen
betalactamasas de espectro extendido y los que son resistentes a fluoroquinolonas, han
aumentado de forma interrumpida. (15)

2.1.2 Caracteristicas antigénicas estructurales y de superficie

Las enterobacterias son microorganismos en forma de bastén de 1-3 ym de largo y 0.5
pm de diametro. Tienen numerosos apéndices de superficie como los pilis y flagelos. El
citoplasma no tiene organulos encerrados en una membrana, por lo tanto no hay nucleo,
y el genoma habitualmente formado por un cromosoma, puede englobar multiples
plasmidos de distintos tamarnos, hallandose disperso en el interior del citoplasma.
Tampoco tienen reticulo endoplasmico, y su respiracion tiene lugar en la membrana
citoplasmatica mas que en la mitocondrias.

Como microorganismos Gram negativos tienen membrana fosfolipidica interna como
externa las cuales encierran espacio periplasmatico contenedor de la pared celular de
peptidoglucano.

2.1.3 Factores de virulencia

La capacidad de causar enfermedades es muy variable, estos engloban flora comensal,
raras veces perjudicial, patdbgenos oportunistas susceptibles a ocasionar una morbilidad
y mortalidad considerable en huéspedes comprometidos y patdbgenos potentes capaces
de provocar enfermedades en personas con perfecto estado de salud. A continuacion
mencionaremos generalidades de los factores de virulencia:

¢ Adhesinas: parte del dogma aceptado de la patogenia microbiana mantiene que la
adherencia inicial del patégeno a las células huésped es un requisito previo absoluto
para generar enfermedad. Estas adhesinas microbianas se unen de manera selectiva
y con avidez a receptores afines sobre la superficie de los huéspedes con objeto de
vencer la repulsidn electrostatica que resulta de la carga negativa presente tanto en
las células del huésped como en las microbianas. (fimbrias y proteinas de membrana
externa) (15)

e Sistemas de secrecion y toxinas: las bacterias liberan toxinas al medio ambiente o las
dirigen a las células del huésped. Las toxinas de las enterobacterias no suelen
reproducir la enfermedad en ausencia de las bacterias que las producen por lo que
desempenan papeles secundarios o desconocidos en la patogenia. Muchos
miembros de la familia Enterobacteriaceae generan toxinas susceptibles de causar
lisis de las células del huésped. (15)

e Adquisicion de hierro: se sabe que los microorganismos compiten con su huésped
para adquirir el hierro al colonizar e invadir los tejidos de mamiferos. Las
enterobacterias han disefado sistemas eficientes para rescatar el hierro, estos se

8



encuentran bajo control de proteina reguladora ubicua llamada Fur, la cual activa la
transcripcion génica con concentraciones bajas de hierro. (18)

e Lipopolisacarido y capsulas: los lipopolisacaridos no son considerados verdaderos
factores de virulencia, son un componente esencial de la membrana externa, tienen
diferentes composiciones quimicas con diferentes actividades y potencias bioldgicas.
El componente antigeno O, tiene propiedades biologicas que influyen también en la
virulencia. (19) En cuanto a las capsulas estas dotan a la bacteria la capacidad de
evitar la fagocitosis e impedir que sea matada por el suero humano. (20)

e Plasmidos: los plasmidos, elementos de ADN extra cromosdmicos de replicacion
autonoma, no son factores de virulencia en si mismos. Sin embargo pueden
desempenar papeles principales en la patogenia. Ademas, pueden auto transmitirse,
codificando sistemas elaborados que especifican la producciéon de pili para la
transferencia de ADN. (21) La aparicion y diseminacion de plasmidos R con amplio
intervalo de huéspedes que contienen genes de resistencia antimicrobiana ha sido
un factor fundamental en la diseminacion global de bacterias resistentes a multiples
antibioticos. Estos genes pueden estan presentes en los transposones, lo que les
permite saltar a otros plasmidos o cromosomas. También pueden encontrarse en
integrones que cuentan con loci distales en donde se insertan genes de resistencia.
(22)

2.2 ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

Los antibidticos betalactamicos se consideran hoy en dia como el principal grupo de
antibidticos mas utilizados para una gama de procesos infecciosos tanto adquiridos en
la comunidad como nosocomiales. En 1928 Fleming analizo el efecto inhibidor de un
hongo filamentoso conocido como Penicilium sobre el crecimiento de bacterias en un
cultivo, (23) pero es hasta la década 1940 cuando se inicia la produccion industrial de la
penicilina G en Estados Unidos (15)

Son consideradas como moléculas quimicamente diversas que tienen en comun la
presencia de un anillo betalactamico en su estructura, formado por la condensacion de
alanina y beta dimetilcisteina. Estas moléculas se encargan de modelar la configuracién
de la capa del peptidoglucano y guian la reorganizacion durante la divisién de las
bacterias. Estas proteinas de membrana se conocen como proteinas fijadoras de
penicilina. (15) (24)

2.2.1 Mecanismo de accion de los betalactamicos

Los antibidticos betalactamicos tienen accién bactericida lo que implica que actuen a
través de la inhibicion de la sintesis de peptidoglicano y por consiguiente inhiben la
sintesis de la pared bacteriana. (15) (23) (24)

También actuan activando una autolisina bacteriana enddégena que destruye el
peptidoglicano. (24)



2.2.2 Clasificacion

A continuacién en la siguiente tabla se presentara la clasificacion de los betalactamicos:..

Clase
Penicilinas

Inhibidores
betalactamasa

Cefalosporinas

Cefamicinas

Monobactamicos 0]
monobactamas
Carbapenemicos
carbapenemas

2.2.3 Estructura quimica

Tipos
Bencilpenicilinas
Alquilpenicilinas
Isoxazolpenicilinas
Aminopenicilinas
Ureidopenicilinas
del

Sulfonas acido

penicilanico

Oxapenamas o clavamas
Primera generacion

Segunda generacion

Tercera generacion

Cuarta generacion

Cefalosporinas de 2nda

generacion parenterales
Carbapenemas
4 beta metilcarbapenema

1 beta metilcarbapenema

Antibioticos
Bencilpenicilina procaina
Bencilpenicilina benzatina

Fenoximetilpenicilina
benzatina

Cloxacilina
Amoxicilina/ampicilina
Piperacilina
Sulbactam
Tazobactam

Acido clavulanico

Cefazolina
Cefalexina

Cefonicid
Cefuroxima
Cefaclor

Cefotaxima
Ceftriaxona
Ceftazidima
Cefixima
Cefibuteno
Cefepime
Cefpiroma
Cefoxitina
Aztreonam
Imipenem
Meropenem

Ertapenem

Mandell, G.L., J.E. Bennet, et al. (2010) “Principles and Practice of Infectious Diseases” toma 1: 881-883, tomo 2: 2567-2586. 7ma Edicion

Como se comentd previamente son antibiéticos que contienen un anillo betalactamico y
un anillo de tiazolidina, formando el acido 6-aminopenicilanico el cual deriva de una
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molécula de valina y una de cisteina para formar el doble anillo caracteristico. Tienen
una cadena lateral la cual va a variar de una penicilina y otra en la posicion 6 del anillo
betalactamico caracteristica que define sus propiedades. (15)

Penicilinas
Segun el espectro de su accion se dividen en 5 subgrupos

I.  Penicilinas de primera generacion: actividad frente a bacterias Gram-positivas no
productoras de betalactamasas, bacterias anaerobias y algunos cocos Gram-
negativos.

IIl.  Penicilinas semi sintéticas resistentes a penicilinasas: tratamiento para
infecciones por Staphylococcus.

lll.  Aminopenicilinas: actuan frente a cocos Gram negativos, enterobacterias no
productoras de betalactamasas y enterococos.

IV.  Ureidopenicilinas y carboxipenicilinas: actividad frente a bacilos Gram-negativos
aerobios.

Cefalosporinas

Su estructura surge de la unién de un anillo dihidrotiacinico y un anillo betalactamico. Se
clasifican segun el orden de aparicion:

I. Primera generacién: activas frente a estafilococos no productores de
betalactamasas

. Segunda generacién: amplian el espectro para bacterias Gram-negativas de
origen comunitario.

Ill. Tercera generacién: activas frente a bacterias Gram-negativas de origen

nosocomial

IV.  Cuarta generacién: activas frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y
Pseudomonas.

Carbapenemes

Su estructura surge de la unidon del anillo betalactdmico y un anillo pirrolidinico
compartiendo un nitrdgeno. Estos antibioticos tienen la caracteristica de ser estables
frente a las betalactamasas por lo que les confiere una cobertura mas amplia. Son activos
frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y anaerobias.

Monobactames

Estos antibidticos son derivados del acido 3-aminomonobactamico. Su estructura
betalactamica es sencilla con una estructura monociclica en la que el anillo betalactamico
no esta fusionado a otro secundario. Su representante unico es el Aztreonam el cual es
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activo frente a bacterias Gram-negativas aerobias. Este antibiético es muy sensible a la
hidrolisis de las betalactamasas bacterianas, tanto las codificadas por plasmidos de tipo
TEM-1, TEM-2, OXA-2, OXA-3, PSE-1, PSE-3, PSE-4 y SHV-1, como las determinadas
por el cromosoma. Es poco inductor de betalactamasas lo que confiere importancia en
referencia a la aparicion de resistencias.

Inhibidores de las betalactamasas

Estos antibidticos se clasifican en competitivos, si el inhibidor y el substrato compiten por
el lugar activo de la enzima o no competitivo, si no se producen interferencias entre el
inhibidor y el substrato, se unen a diferentes lugares de la enzima.

Su inhibicion puede ser reversible, si la enzima permanece inactiva. La inhibicién
irreversible se conoce como inhibicion suicida en la que la enzima queda covalentemente
modificado e inactivo y el inhibidor se auto-destruye. Se incluye en este grupo al acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam.

El sulbactam es una sulfona semi sintética del acido penicilanico, acido clavulanico tiene
un nucleo similar al acido penicilanico de las penicilinas pero se sustituye el atomo de
azufre por uno de oxigeno y tazobactam se caracteriza por tener un grupo triazol en
posicion 3.

2.2.4 Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se define como la condiciéon microbiolégica caracterizada por
la capacidad bacteriana natural o adquirida de permanecer refractaria a los efectos
bactericidas o bacteriostaticos de un antibiético (25). Habitualmente se encuentran
mediadas por genes cromosomicos la cual aparece por mutacidn o material extra
cromosomico (plasmidos o transposones) el cual es auto transferible entre bacterias.
Esta transferencia se realiza a través de diversos mecanismos como la transformacion,
conjugacion y transduccion. (15)(24).

En los bacilos Gram-negativos la resistencia a los antibiéticos betalactamicos se divide
en los siguientes mecanismos:

1) Alteraciones de la permeabilidad: surgen mutaciones a nivel de las porinas
proteicas de las membranas externas de las bacterias lo que lleva a una
disminucién de la concentracion del antibidtico en el interior de la célula.

2) Produccion de enzimas: las betalactamasas son enzimas con naturaleza proteica
cuya sintesis esta controlada por un gen, bien cromosémico o bien transferido por
plasmidos. Estas enzimas se unen al grupo carboxilo y rompen el enlace amidico
del anillo betalactamico llevando a una incapacidad de unién a las PBP. En las
bacterias Gram-negativas las enzimas se encuentran en el espacio peri
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plasmatico y atacan al antibiético antes de que alcance a su receptor (26). Su
produccion puede ser constitutiva (se producen siempre) o inducible (se producen
solo ante la presencia del antibiético). Las betalactamasas cromosomicas tienen
las dos caracteristicas mientras que las plasmidicas unicamente son constitutivas
y su grado de produccion va en relacion al numero de copias del plasmido. (24).
Este es el mecanismo de resistencia mas frecuente.

3) Alteraciones en el lugar de accion: cualquier alteracion al nivel de la union de los
betalactamicos con PBP reduce la afinidad del antibiético por su diana.

4) Expresion de bombas de eliminacion activa: son bombas de flujo que bombean al
antibidtico al exterior.

2.3 BETALACTAMASAS

En 1940 se descubre la primera betalactamasa por Abraham y Chain. En 1968 Sawai y
colaboradores describen las penicilasas, cefalosporinasas y de amplio espectro. En 1981
Mitsuhasshi e Inoue afiaden el termino cefuroximasa. Richmond y Sykes en 1973 hacen
una revision de la literatura en relacion a esto y presenta un esquema de clasificacion
para las betalactamasas de las bacterias Gram-negativas en base a su perfil de sustrato.
Tres afios mas tarde Sykes y Matthew amplian el esquema teniendo en cuenta el punto
isoeléctrico. En 1980 Ambler las clasifica en funcion de su estructura molecular (A-D) y
finalmente en 1989 Bush propone la modificacién del esquema de Richmond y Sykes
relacionando el sustrato y los perfiles de inhibicion con la estructura molecular lo que
constituye la clasificacion actual publicada en 1995 por Bush, Jacoby y Madeiros. (4)

La resistencia a los betalactamicos ocurre a través de la produccién de betalactamasas,
enzimas que inactivan a través de la divisidbn de uniones de aminas del anillo beta
lactamico. Las betalactamasas se codifican ya sea por genes cromosomales o por genes
transferibles localizados en plasmidos y transposones. Ademas, los genes de las
betalactamasas habitualmente residen en los integrones, que de forma frecuente portan
determinantes con resistencia multiple. Estos integrones pueden facilitar la diseminacién
de multi drogo resistencia entre diferentes especies bacterianas.

Estas enzimas son el mecanismo de mayor defensa para las bacterias Gram-negativas
frente a los betalactamicos. (15) A continuacion se ampliaran la clasificacién de Ambler
y Bush, Jacoby y Madeiros.

Clasificacion molecular de Ambler

Las betalactamasas se pueden englobar en dos familias: la primera incluye la serin-
betalactamasa (A, CY D) y la segunda familia incluye la clase B (con sus tres subfamilias)
Figura 1. (27)

En base a la estructura primaria hay 4 clases moleculares:
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Se encuentran en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. De origen
cromosomico y plasmidico. Su peso molecular es de aproximadamente 25,000
daltons.

. Estas enzimas difieren de otras betalactamasas que utilizan zin para unir el

residuo histidina o cisteina con el grupo carboxilo de la unién amida de la mayoria
de las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes. (26) se distinguen tres
subgrupos diferentes de metalo-betalactamasas (B1-B3). B1 y B3 incluyen
enzimas con amplio espectro que actuarian frente a la mayoria de los
betalactamicos excepto monobactamicos. B2 son carbapenemasas por lo que
presentan poca accién frente a las penicilinasas y cefalosporinasas.

Aqui pertenece la enzima ampC, la cual es una serin-cefalosporinas, proteinas de
gran tamano, 39,000 daltons, que ademas de la serina contienen en el centro
activo DD transpeptidasas-carboxypeptidasas (PBP). Estas enzimas confieren
resistencia a las oximinocefalosporinas, 7 alfa metoxicefalosporinas y no se
afectan por los inhibidores. (26).

. En este grupo pertenecen las serin-oxacilinasas principalmente las activas frente

a oxacilina. El peso molecular es de alrededor 30,000 daltons.

/ Clase A (serina)

~

Clase C (serina)

Clase D (serina)

Betalactamasas

.

Clasificacion de Bush, Jacoby y Madeiros (1995)

Las betalactamasas se pueden clasificar en base a su espectro de accion y respuesta a
los inhibidores. Se considera como la clasificacion mas util y que considera los
inhibidores de betalactamasas y los sustratos de los betalactamicos. (25)

1.

Grupo 1: se correlaciona con la clase molecular C, aqui pertenecen las
cefalosporinasas que no son inhibidas por el acido clavulanico o sulbactam, pero
son inhibidas por el aztreonam y cloxacilina. Su peso molecular es superior a
30,000 daltons y su punto isoeléctrico es basico. La mayoria son de origen
cromosomico e hidrolizan principalmente a cefaloridina y cefalotina.
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. Grupo 2: son penicilinasas, cefalosporinasas y betalactamasas de amplio
espectro que son sensibles a la accidén de los inhibidores de betalactamasa y se
correlacionan con las clases A o D de la molecular de Ambler.

. Grupo 2a: penicilinasas que se encuentran en bacterias Gram-positivas y se
correlacionan con la clase A molecular.

. Grupo 2b: amplio espectro que actuan sobre penicilinas y cefalosporinas y son
inhibidas por el acido clavulanico. Se relacionan con la clase molecular A y son de
origen plasmidico. Las enzimas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 pertenecen a este grupo.

. Grupo 2be: en este grupo pertenecen las betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), las cuales son capaces de hidrolizar antibidticos Beta lactamicos de
espectro extendido y son fuertemente inhibidas por el acido clavulanico, como
ejemplo: TEM-3, CAZ-1, SHV-2, SHV-3 y K1 por su accion sobre el aztreonam.
Estructuralmente se derivan del grupo 2b y el término “e” refiere a espectro
extendido.

. Grupo 2br: enzimas mediadas por plasmidos de accién disminuida frente a amino,
carboxy y ureido penicilinas. Derivan de TEM-1, TEM-2 y son las denominadas
IRT (TEM resistente a inhibidores)

. Grupo 2c: son carbenicilinasas que tienen mayor accion sobre las penicilinas mas
que las cefalosporinas, son sensibles al acido clavulanico, se interrelacionan con
la clase A molecular, en este grupo se encuentran las siguientes betalactamasas:
PSE-1, PSE-3, PSE-4, CARB-3 y CARB-4 presentes en Pseudomonas
aureginosa, AER-1 en Aeromonas hydrophila, BRO-1 en P. mirabilis y B.
catarrhalis.

. Grupo 2d: son betalactamasas que hidrolizan cloxacilina y generalmente se
inhiben por acido clavulanico. Son oxacilinasas con punto isoeléctrico que oscila
en elrango de 6.1-7.7 y pertenecen al grupo molecular D. A este grupo pertenecen
los OXA-1, OXA-4 y OXA-7 muy frecuentes en E. coli y PSE-2 en P. aureginosa.

Grupo 2de: en este grupo se engloban las oxacilinasas de espectro
extendido de clase D con inhibicion moderada por el acido clavulanico.

Grupo 2e: son cefalosporinasas que son inhibidas por bajas
concentraciones de acido clavulanico lo que las diferencia del grupo 1.

Grupo 2f: son serin-carbapenemasas que son inhibidas débilmente por el
acido clavulanico pero no por el EDTA.
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9. Grupo 3: son metalo-betalactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemes. Son pobremente inhibidas por los inhibidores clasicos excepto
EDTA y p-clormercuribenzoato. Se correlacionan con la clase B molecular.

10.Grupo 4: son penicilinasas que son inhibidas por el acido clavulanico. No se
engloban en clases moleculares.

TABLE 1. Classification schemes for bacterial B-lactamases

Bush-
Jucoby-
Medeiros
group

1939 Bush
group
(44)

Richmond-
Sykes class

(253)

Mitsuhashi-Inoue
type
{194y

Molecular
class

(2.121.132)

Preferred
substrates

Inhibited by:

CA"  EDTA

Representative
enzymes

Not included

2

2

2e

Not included

Ia, Ib. Id

Not included

111

Not included
except Kl
in class IV

Not included

I,V

\(

Ie

Not included

Not included

Not included

Not included
PCase IV

PCase I, PCase II1
CXase

Not included

Not included

Not mcluded

NDr

Cephalosporing

Penicillins

Penicillins, cephalosporins

Penicillins, narrow-spec-
trum and extended-
spectrum cephalospo-
rins, monobactams

Penicillins

Penicillins, carbenicillin

Penicillins, cloxadillin

Cephalosporins
Penicilling, cephalospo-

rins, carbapenems

Most B-lactams, including
carbapenems

Penicillins

AmpC enzymes from gram-
negative bacteria; MIR-1

Penicillinases from gram-
positive bacteria

TEM-1, TEM-2, SHV-1

TEM-3 to TEM-26, SHV-2
ta SHV-6. Kiebsiella oxy-
toca K1

TEM-30 to TEM-36, TRC-1

PSE-1. PSE-3, PSE-4

OXA-1 to OXA-11, PSE-2
(OXA-10)

Inducible cephalosporinases
from Proteus vudgans

NMC-A from Enterobacter
cloacae, Sme-1 [rom Ser-
ratia marcescens

L1 from Xanthomonas mal-
tophilia, CerA from Bac-

teroides fragilis

Penicillinase from Pseudo-

maonas cepacia

“* Csase, cephalosporinase; PCase, penicillinase; CXase, cefuroxime-hydrolyzing B-lactamase.
" CA, clavulanic acid
“ND, not determined.

Bush, K., G.A. Jacoby, et al. A functional classification scheme for betalactamases and its correlation with molecular structure.
Antimicrob Agents Chemother June 1995;39 (6): 1211-33

2.4 BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

El grupo de las betalactamasas de espectro extendido son enzimas capaces de hidrolizar
y causar resistencia a varios tipos de nuevos antibioticos betalactamicos, incluyendo las
cefalosporinas de espectro extendido (tercera generacion como la cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima), monobactamicos como el aztreonam, pero no cefamicinas
(como la cefoxitina y el cefotetan) y los carbapenemicos (como imipenem, meropenem y
ertapenem. (28) La mayor parte de las BLEE se dividen en 3 grupos: TEM, SHV y CTX-
M. (29) Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli contindan siendo los principales
microorganismos productores de BLEE a nivel mundial. (30)
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La primera betalactamasa codificada por plasmidos en microorganismos Gram-
negativos, la conocida como enzima TEM-1, se describi6 en 1965. Se aislé en un
hemocultivo E. coli en una paciente llamada Temoniera en Grecia por lo que se designdé
el nombre a la enzima TEM en honor a esto. Se sabe que esta enzima esta mediada por
plasmidos y transposones lo que ha facilitado el paso de la misma a otras especies
bacterianas (actualmente en Enterobacteriaceae, P. aureginosa, H. influenza y N.
gonorrhoeae). (29)

La betalactamasa SHV-1 (variables sulfhidrilo), que es parte de este subgrupo de
betalactamasas, se encuentra comunmente codificada por el cromosoma en la mayoria
de los aislamientos por Klebsiella pneumoniae, pero usualmente de origen plasmidico en
E. coli. (29)

La primera descripcidn de una betalactamasa plasmidica con un perfil de resistencia a la
cefalosporina de tercera generaciéon pero sensible a cefoxitina se encontré en Alemania
(31) en donde se comprobd durante dicho estudio que la produccion de la betalactamasa
plasmidica fue transferible derivada de SHV-1 y se denomin6 a esta SHV-2 (29). El
incremento del espectro especialmente frente a las oximino-cefalosporinas hizo que se
diera nombre a las betalactamasas como de espectro extendido por hidrolizar un rango
mas amplio de enzimas plasmidicas.

2.4.1 Epidemiologia

Las enterobacterias productoras de BLEE habitualmente se aislan en pacientes
hospitalizados, sin embargo también se encuentran en cultivos de origen comunitario. La
codificacion plasmidica hace que se transfieran facilmente por conjugacién entre diversas
especies bacterianas. Asi mismo se sabe que estos plasmidos pueden llevar asociada
resistencia a otros grupos antimicrobianos (aminoglucdsido, tetraciclinas, trimetroprim-
sulfametoxazol, fluoroquinolonas) limitando las opciones terapéuticas para dichas
bacterias.

El principal reservorio de estas bacterias multirresistentes es el tubo digestivo. Algunos
factores de riesgo asociados a colonizacion fecal de pacientes ingresados en unidades
de alto riesgo han llegado a ser de mas del 40%. Los factores de riesgo asociados a esto
son los siguientes: proceso de gravedad clinico al ingreso, cateterizacién arterial,
nutricion parenteral, sondaje vesical, ventilacion mecanica y terapia antimicrobiana
previa. Todos estos factores relacionados con el tiempo de estancia en la unidad de alto
riesgo y la posibilidad de contacto horizontal a través del personal de salud.

El microorganismo que mas frecuentemente se ha asociado a brotes nosocomiales es
Klebsiella pneumoniae, las primeras epidemias fueron descritas en Francia a finales de
los 80. (29) (32) Los brotes nosocomiales asociados a E. coli y otras enterobacterias han
sido menos frecuentes (39) sin embargo se refieren infecciones producidas por estos
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microorganismos con mayor frecuencia tanto nosocomiales como adquiridas en la
comunidad. (40)

Es bien conocido la asociacion de estos brotes en unidades de cuidado intensivo y
terapia intermedia, residencias geriatricas y orfanatos. (34) (35) (36) (37)

Es importante mencionar asi mismo la relacion existente entre la observacion de los
brotes epidémicos y un amplio consumo de antibidticos, especialmente cefalosporinas
de tercera generacion. El consumo elevado de los mismos facilitaria la aparicion de
clones productores de BLEE, los cuales tienden a diseminar con facilidad entre las
unidades con factores predisponentes para la transmision cruzada. (38)

El proyecto SENTRY proporciona datos sobre resistencia antibidtica procedente de
aislamientos en pacientes hospitalizados desde 1997-1999 en donde se incluyen
hospitales de Norteamérica, Latinoamérica, Europa y sudeste asiatico. Es de importancia
recalcar que América latina presenta un 45% de resistencia bacteriana lo que plantea la
posibilidad de presion selectiva ejercida por el abuso de las cefalosporinas de tercera
generacion. Asi mismo el estudio SENTRY demostré la diseminacion dentro de los
hospitales de determinados aislamientos de bacilos gramnegativos productores de BLEE
con un idéntico patron de campo pulsado, lo que corresponde a una transmision clonal.
También dentro del estudio se pone de manifiesto la diseminacién geografica entre
diferentes especies bacterias de plasmidos portadores de genes responsables de la
codificacion de las BLEE. (33) (40)

2.4.2 TIPOS DE BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO

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

TEM

La primera TEM-1 reportada fue en 1965 de un aislamiento de Escherichia coli de una
paciente en Atenas llamada Temoneira (o que designo su nombre) (41) La expresion de
una betalactamasa tipo TEM-1 es el mecanismo mas comun de resistencia a los
betalactamicos entre las bacterias gramnegativas (42)

La TEM-1 es una enzima capaz de hidrolizar la ampicilina en mayor intensidad que la
carbapenicilina, oxacilina o cefalotina y tiene una actividad minima en contra de las
cefalosporinas de espectro extendido. Se inhibe por el acido clavulanico. TEM-2 tiene el
mismo perfil hidrolitico que TEM-1 pero difiere en tener un promotor nativo mas activo y
por diferencia en un punto isoeléctrico. (5.6 comparado con 5.4) (43)
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La TEM-3 descrita por primera vez en 1988, fue la primera betalactamasa de tipo TEM
que mostro un fenotipo propio de una BLEE (44)

Aunque las betalactamasas de tipo TEM han sido encontradas sobre todo en E. coliy K.
pneumoniae, también han sido halladas en otras especies de bacterias gramnegativas
con elevada frecuencia. Las betalactamasas de espectro extendido tipo TEM se han
descrito en géneros de familia Enterobacteriaceae como E. aerogenes (45), M. morganii,
P. mirabilis (46), P. rettgeri (47) y Salmonella spp. (48).

SHV

Las SHV de tipo BLEE son las enzimas mas frecuentemente aisladas y su nombre va en
relacion al término de variable sulfhidrilo. Generalmente se encuentra en K. pneumoniae,
siendo responsable de mas del 20% de la resistencia a ampicilina mediada por plasmidos
en esta especie. (49)

El gen que codifica la SHV-1 comparte un 65% de identidad con el de TEM-1 (50) La
mayor parte de las variantes de SHV poseen un fenotipo BLEE que esta generado por la
sustitucién de un aminoacido de serina en lugar de glicina en la posicién 238 de su
secuencia. Esta mutacion se asocia con un gran incremento de la CMI de cefotaxima y
un incremento moderado en la CMI de ceftazidima respecto a las CMI's de SHV-1 para
estos mismos antibidticos. (51)

La mayor parte de las BLEE tipo SHV se han encontrado en K. pneumoniae (49), C.
koseri (52), y E. coli, asi como en otros tipos de bacterias como P. aureginosa vy
Acinetobacter. (12) (53)

CTX-M

Recientemente ha surgido una nueva familia de BLEE conocida como CTX-M,
adquiriendo este nombre ya que refleja su potente actividad hidrolitica contra la
cefotaxima (29) También es conocida su resistencia hacia cefuroxima y cefepime. Los
microorganismos productores de BLEEs de tipo CTX-M tipicamente tienen CMI para
cefotaxima en rango de resistencia (>64 ug/ml) mientras que las CMI para ceftazidima
estan en rangos aceptables (2-8 ug/ml). (54) (55)

Ademas de la caracteristica previamente descrita también es importante mencionar que
son inhibidas mejor por tazobactam que por sulbactam o acido clavulanico. Se han
descrito en cepas de Salmonella entérica serovar, Typhimurium y E. coli pero también
en otras especies de Enterobacteriaceae. (56).

El residuo serina en la posicion 237, presente en todas las CTX-M, tiene un papel
importante en la actividad tipo BLEE. Se incluye en este grupo las siguientes
betalactamasas: CTX-M1, CTX-M2, CTX-M9, CTX-M10, CTX-M31, enzimas Toho-1 y
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Toho 2 las cuales son unas betalactamasas que estan relacionadas de forma estructural
a las CTX-M, asi que al igual que estas tienen una actividad hidrolitica potente contra la
cefotaxima y ceftazidima (57) (58).

OXA

Las betalactamasas de tipo OXA reciben este nombre por su capacidad de hidrolizar las
oxacilinas. Se incluyen en el grupo 2d y se caracterizan por que confieren resistencia a
ampicilina y cefalotina, tienen la capacidad de llevar a cabo hidrolisis tanto de cloxacilina
como de oxacilinas mayores al 50% y suelen ser inhibidas por el &cido clavulanico. Las
BLEE tipo OXA ocurren de forma casi predominante en Pseudomonas aeruginosa (59)
pero se han detectado también en algunas otras bacterias Gram negativas.

IRT

Las betalactamasas resistentes a inhibidores de betalactamasas no son propiamente
BLEE, pero también derivan de las enzimas clasicas TEM y SHV. A inicios de la década
de los noventas se describieron betalactamasas plasmidicas resistentes a la inhibicion
por acido clavulanico. Al estudiar la secuencia de los nucledtidos se revelo que estas
enzimas eran variantes de las betalactamasas TEM-1 o TEM-2, reportandose hasta 19
distintos tipos de estas.

Se han documentados en aislamientos de E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca y P.
mirabilis. (60)

Habitualmente estas betalactamasas muestran resistencia clinica al uso de
combinaciones de antibiéticos betalactamicos con inhibidores de las betalactamasas
como amoxicilina-acido clavulanico, ticarcilina-acido clavulanico y ampicilina-sulbactam,
pero pueden presentar cierta capacidad de inhibicidon por tazobactam. (61)

OTRAS BLEES

Recientemente se han descubierto una variedad de betalactamasas que se median por
plasmidos o asociadas a integrones de enzimas clase A. (62) (63) Estas enzimas no han
podido clasificarse dentro de ninguna de las familias tipicas. La PER-1 se describié por
primera vez en P. aureginosa aislandose en un paciente en Turquia. (64). Representa el
60% de resistencias a ceftazidima en A. baumannii. Este tipo de betalactamasa hidroliza
las penicilinas y las cefalosporinas de forma eficiente y suelen ser susceptibles a la
inhibicion con acido clavulanico. (65) La enzima PER-2 con un parecido genético a la
enzima PER-1 de un 86% se describid por primera vez en Argentina en un cultivo de S.
typhimurium. Estas enzimas comparten unicamente homologia con las TEM y las SHV
de aproximadamente 25-27%. (66).
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Otra betalactamasa de reciente descubrimiento es la VEB-1 la cual muestra una
homologia genética de aproximadamente 38% con PER-1y PER-2. Se descubri6é en un
paciente Vietnamita hospitalizado en Francia. (67). Confiere alta resistencia a la
ceftazidima, cefotaxima y aztreonam lo que puede ser revertido por el acido clavulanico.
El gen que codifica esta enzima suele ser mediado por plasmidos; estos plasmidos
confieren resistencia a otros antibiéticos no betalactamicos.

Otras descritas son la CME-1 descrita en Chryseobacterium meningosepticum (68) y
TLA-1 identificandose en E. coli en un hospital de México (69). Todas estas enzimas
confieren resistencia a las oxiiminocefalosporinas principalmente ceftazidima vy
aztreonam.

En Brasil se aislé en S. marcescens una BLEE denominada como BES-1 que presenta
una CMI de aztreonam de (512 ug/ml) y de cefotaxima (64 pg/ml) mayores que la
ceftazidima (8ug/ml). Esta betalactamasa no comparte caracteristicas con ninguna otra
BLEE, tiene resistencia a la inhibicidn con tazobactam pero no al acido clavulanico ni
sulbactam. (62)

2.4.3. FACTORES DE RIESGO PARA COLONIZACION E INFECCION CON BLEE

En la actualidad han sido creados multiples estudios de tipo caso-control en los que se
ha intentado determinar los factores de riesgo para colonizacién e infeccion con
organismos productores de BLEE, sin embargo ha habido conflictos de interés pues
difieren en el tipo de poblacién estudiada, la seleccidon de casos, controles y el tipo de
muestra (4) (9) (70) pero a pesar de esto se han establecido algunos factores
generalizados que toman importancia.

Habitualmente suelen ser pacientes con enfermedades graves y con hospitalizaciones
prolongadas en quienes generalmente se han utilizado multiples métodos invasivos por
tiempo prolongado: catéteres urinarios, tubos endotraqueales, lineas venosas centrales.
Habitualmente el tiempo de hospitalizacion previo a la incubacién de un microorganismo
productor de BLEE suele ser entre un promedio de 11y 67 dias. (9) (29) (70)

En algunos estudios individuales se ha visto relacion asi mismo con el uso de sonda
nasogastrica (9), sonda de gastrostomia o yeyunostomia (71), lineas arteriales (72),
nutricion parenteral total (73), cirugia reciente, hemodialisis, ulceras por decubito (71) y
estado nutricional pobre (74).

Otro factor de riesgo de suma importancia es el uso indiscriminado de antibi6ticos
principalmente cefalosporinas de tercera generacion. (9) (75) (76) También se ha
asociado al uso de otras clases de antibi6ticos tales como quinolonas, trimetroprim con
sulfametoxazol, aminoglucosidos y metronidazol (4) (71)
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Los asilos y casas de cuidados como orfanatos pueden servir como portal de entrada de
microorganismos productores de BLEE hacia el hospital (77). Asi mismo en aquellos
pacientes en quienes la colonizacion o la infeccion sucedid intrahospitalaria podran
transmitir dicho microorganismo a la casa de cuidado o asilo. (78) Se ha asociado
también al uso de antibioticoterapia indiscriminada en dichos centros, lo que es
frecuente. En un estudio reciente se demostré que un 38% de los residentes del asilo
estudiado habian consumido antibioticos sistémicos al menos un mes previo. (79) Toman
importancia en este contexto los cuidadores de la salud pues se ha demostrado la falta
de lavado de manos en quienes manejan a los residentes de estos centros de cuidado,
facilitando asi la transmision de dichos microorganismos a través de las secreciones
como orina, heces y las secreciones de las ulceras por decubito. (79) (80)

En los ultimos 3 afos se han reportado multiples casos de infecciones o colonizaciones
por E. coli BLEE adquiridas en la comunidad. (81) Estos reportes han sido en Espafia,
Israel, Reino Unido, Canada y Tanzania. Habitualmente se han identificado E. coli
productoras de CTX-M, la mayor parte de los microorganismos aislados han sido
resistentes a los agentes de primera linea mas utilizados: trimetroprim con
sulfametoxazol, ciprofloxacino, gentamicina y ceftriaxona. En Espafia se llevé a cabo un
estudio de casos y controles en donde se examinaron los factores de riesgo para
desarrollar este tipo de infecciones y colonizacion determinando que son factores de
riesgo independiente los siguientes rubros: Diabetes mellitus, uso previo de quinolona,
infecciones de vias urinarias recurrentes, admisiones hospitalarias previas y edad
avanzada. (82)

2.4.4 RESISTENCIA CON OTROS ANTIBIOTICOS

Los organismos con betalactamasas de espectro extendido ademas de su codificacion
por plasmidos, forman parte de transposones o integrones, situacion que permite su
asociacion con otros determinantes genéticos de resistencia transferible. (4) (83) Suele
haber una limitacion terapéutica para el manejo de microrganismo productores de BLEE
tales como E. coli y K. pneumoniae ya que frecuentemente son resistentes a multiples
agentes antibioticos. Hasta el momento los agentes mas confiables y a los que suelen
ser mas susceptibles son los carbapenemicos, sin embargo, su uso empirico se ha
asociado a brotes de infecciones por organismos BLEE y se han asociado con
emergencia de resistencia a imipenem en patdégenos nosocomiales. (84) (85)) En este
contexto toma importancia el uso de quinolonas, pues se ha demostrado como una
opcion terapéutica efectiva al tener un microorganismo susceptible (86)

En algunos estudios se han observado asociacion entre la presencia de BLEE y la
resistencia a quinolonas en aislamientos de K. pneumoniae a pesar de que la codificacion
de la resistencia se ubica a nivel de los plasmidos en las BLEE y en el cromosoma
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tratandose de las quinolonas. (87) Algunos otros estudios han reportado resistencia a
quinolonas en un 40-45% de los microorganismos aislados. (71)

Toma importancia entonces la identificacion de factores de riesgo asociados a resistencia
contra fluoroquinolonas en infecciones por microorganismos productores de BLEE de
forma que podamos identificar aquellos modificables para poder disminuir la resistencia
y conservar el rol que tienen esta familia de antibiéticos a nivel de estas infecciones. De
forma secundaria traera una reduccion a la dependencia de carbapenemicos y de esta
forma disminuir la resistencia de los mismos en patégenos intrahospitalarios.

En algunos estudios se identificaron como factores de riesgo el uso previo de
fluoroquinolona como agente de primera linea, 30 dias previos. También se encontrd
asociaciéon con el uso de aminoglucosidos y cotrimoxazol ya que ambos causan
alteracion en la permeabilidad de la membrana antimicrobiana resultando con una
resistencia a quinolonas concurrente. (88) En este mismo estudio mas del 50% no
tuvieron asociacion al uso de estos antibiéticos por lo que se asumié la adquisicion de
dicho organismo a través de la transferencia horizontal entre personas. Habitualmente
son pacientes que han permanecido en estancias de cuidado como asilos pues se ha
corroborado la participacion de la diseminacion a través de los cuidadores de salud por
la falta de higiene y aseo. (89)

2.4.5 TRATAMIENTO PARA LAS INFECCIONES POR BACTERIAS PRODUCTORAS
DE BLEE

Las bacterias productoras de beta lactamasas de espectro extendido habitualmente
presentan resistencia a las penicilinas incluyendo las amino, carboxilo y
ureidopenicilinas, asi como a las cefalosporinas incluyendo tercera y cuarta generacion
con excepcidn de las cefamicinas. (90) De la gama de la familia de los betalactamicos
unicamente mantienen actividad frente a estas bacterias las cefamicinas como la
cefoxitina y las combinaciones de betalactdmicos mas inhibidores de betalactamasas y
carbapenemas.

De las cefamicinas ha habido algunos reportes de su uso asi como también del uso de
los betalactdmicos agregando un inhibidor de betalactamasa sin embargo las guias no
las recomiendan como primera linea. (90) (91)

En cuanto al uso de quinolonas estas se recomiendan como terapia de primera linea en
infecciones del tracto urinario complicado secundario a infeccion con organismos
productores de BLEE siempre y cuando muestren susceptibilidad in vitro. A pesar de esto
la creciente resistencia limita el rol de estos antibidticos en estas infecciones en un futuro.
Hay dos estudios en donde se observo superioridad de los carbapenemicos por sobre
las quinolonas, mientras que en un estudio se encontré una equivalencia en la
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efectividad. Estas diferencias se han relacionado con probable dosis sub éptima de la
quinolona en la presencia de cultivos con CMI elevadas. (10)

Hay dos estudios que sugieren la sinergia con ciprofloxacino afiadido a un antibiético
beta lactamico in vitro contra cepas productores de BLEE. En estos estudios se utilizd
ciprofloxacino junto con imipenem y la combinacién de cefotaxima y sulbactam
generando sinergismo importante. (92)

Finalmente, con referencia a los carbapenemicos la literatura los menciona como el
antibidtico de eleccién para infecciones severas por microorganismos productores de
BLEE ya que han sido los antibidticos con mayor susceptibilidad in vitro de forma
uniforme asi como mayor experiencia clinica. (91) La experiencia publicada es mayor
con imipenem sin embargo las CMI son menores para meropenem. No se recomienda
de inicio Ertapenem pues no hay publicaciones de importancia o experiencia en
referencia a esto. Sin embargo hay también conjeturas sobre iniciarla como terapia pues
de forma secundaria podriamos evitar la resistencia para Pseudomonas aureginosa pues
este antimicrobiano no tiene efecto sobre dicha bacteria. Es importante recalcar que ya
se ha documentado en la literatura la resistencia de los carbapenemicos para algunos
patdégenos nosocomiales como P. aureginosa y A. baumannii, esto asociado al abuso
empirico de este antimicrobiano ante infecciones por organismos BLEE. (93) Asi como
se ha asociado con la aparicion de casos de infecciones en pacientes ingresados en
unidades de criticos, producidas por K. pneumoniae productores de BLEE y de
betalactamasas plasmidicas de clase C las cuales son resistentes a los mismos. (94)

Martinez y Martinez et al. han demostrado aislamientos de K. pneumoniae portadores de
BLEE o de enzimas tipo AmpC son mediadas por plasmidos, lo que contribuye a
disminuir la sensibilidad a carbanemas. (95)

A continuacion se esquematizara los tratamientos de eleccién dependiendo del proceso
infeccioso asi como el tratamiento de segunda linea.

TIPO DE INFECCION TRATAMIENTO DE TRATAMIENTO DE
ELECCION SEGUNDA LINEA
Infeccidn del tracto Quinolonaa Amoxicilina/clavulanato
urinario
Bacteremia Carbapenémico Quinolonaa
Neumonia nosocomial Carbapenémico Quinolonaa
Infeccién intra abdominal Carbapenémico Quinolonaa (mas
metronidazol)
Meningitis Meropenem Polimixina B intratecal

aSi el organismo es susceptible a quinolona
Paterson DL, Bonomo RA. Extended spectrum B- Lactamases: a clinical update. Clin Microbiol Rev 2005; 18:657-86
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2.4.6 METODOS FENOTIPICOS DE DETECCION DE BLEES

Es de suma importancia detectar de forma temprana y precisa los microorganismos
productores de BLEE ya que se debe determinar si hay fracasos terapéuticos cuando se
han usado cefalosporinas para el tratamiento de infecciones graves producidas por
estos, incluso aunque aparentemente sea sensible a estas in vitro. Asi mismo es bien
sabido que la presencia de estos organismos a nivel hospitalario traduce un problema de
salud muy serio ya que de forma secundaria refleja el mal empleo de antibiéticos por lo
que es de suma importancia una rapida intervencién ante algun brote de importancia.

Las BLEE son mecanismos de resistencia dificiles de detectar por los laboratorios a nivel
intrahospitalario ya que hay diferencias en los perfiles de substrato de las diferentes
BLEE y al efecto inoculo con las pruebas standard de sensibilidad lo que puede traducir
falsa sensibilidad a las cefalosporinas (96)

El instituto de estandares laboratoriales y clinicos (CLSI) estableci6 normas para la
deteccion de enzimas tipo BLEE en E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca, basados en
unos puntos de corte que indican la disminucion de sensibilidad a los farmacos
habitualmente hidrolizados por estas enzimas estableciendo un método de confirmacién
basado en el hecho de la inhibicion de estas enzimas por acido clavulanico. Las técnicas
fenotipicas de deteccién emplean un inhibidor de betalactamasas, por lo general es acido
clavulanico el cual inhibe a la BLEE, reduciendo el nivel de resistencia a la cefalosporina.
(29)

Métodos de difusion con disco

En este tipo de procedimiento es sencillo, flexible y de bajo costo. Se colocan discos de
papel de filtro los cuales contienen cantidad conocida de antibiético en la superficie de
una placa de medio de cultivo previamente inoculada con el microorganismo problema.
Son discos de aproximadamente 6mm, se pueden colocar la cantidad que se desee ser
analizada. Al entrar en contacto con el medio de cultivo absorbe agua de este e
inmediatamente el antibidético comienza a difundir de forma radial de forma que general
un gradiente de concentracion la cual es inversamente proporcional a la distancia hasta
el borde del disco. En las zonas donde hay concentracion suficiente el microorganismo
no podra crecer, tras un periodo de incubacion aparecera un halo de inhibicion de
crecimiento alrededor de los discos. El diametro del halo de inhibicion indica el grado de
sensibilidad del microorganismo al correspondiente antibiético. El inconveniente de este
método es que no establece la CMI de forma directa. La CLSI establecié punto de corte
en milimetros de halos de inhibicidn, que establece las categorias clinicas de sensible,
intermedio y resistente. (97)

Suele ser un método confiable para detectar BLEE, se sugiere que se aumenta la
sensibilidad de la prueba al reducir la distancia entre discos a 20 mm. (98) Se ha sugerido
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también el uso de cefpodoxima en la técnica de doble difusidon con disco. La NCCLS
recomienda el método de difusidon con discos en placas de Mueller-Hinton inoculadas
con aislados al 0.5 de Mc Farland, de cefpodoxima (10ug), cefpodoxima mas acido
clavulanico (10/1 ug), ceftazidima (30ug), ceftazidima mas acido clavulanico (30/10ug),
cefotaxima (30pg) y cefotaxima mas acido clavulanico (30/10ug). Se debera sospechar
de BLEE cuando se encuentran halos de inhibicion para discos de cefpodoxima,
ceftazidima o cefotaxima iguales o inferiores a 17, 22 y 27mm respectivamente. La
confirmacion se hace con la prueba de sinergia necesitando al menos un incremento de
5mm o mas del halo de inhibicion adicionando los discos con inhibidor de betalactamasa.
(97)

Prueba de Epsilon

Este es un método que utiliza tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo por 5 mm de
ancho las cuales tienen un gradiente de concentraciones de antibidtico. Al colocar la tira
a una placa ya inoculada e incubada, la interseccién de la elipse de crecimiento del
microorganismo con la tira permite una determinacién directa de la CMI. Tiene una
sensibilidad para confirmar la presencia de BLEE entre 87-100% y una especificidad del
95-100%. (99)

Las tiras disefiadas para organismos productores de BLEE se dividen en dos gradientes:
la primera mitad tiene una concentracién decreciente de ceftazidima (32ug/mla 0.5 p/ml),
la segunda mitad tiene ceftazidima en concentraciones decrecientes (4 pg/ml a 0.064
Mg/ml) mas acido clavulanico en concentracion fija. Es considerada como positiva cuando
la sinergia cuando se observa una disminucion de tres o mas diluciones de la CMI de
ceftazidima al anadir acido clavulanico. (99)

Métodos automatizados

Son métodos automatizados comerciales de micro dilucién en caldo el cual se integra a
sistemas semiautomaticos de incubacion, lectura e interpretacion de resultados. Se
preparan diluciones del antimicrobiano en progresién geométrica en base 2 utilizando un
medio de cultivo adecuado, que tras la incubacién permite el crecimiento del
microorganismo determinando asi la concentracion que causa inhibicion.

Los valores de CMI reales se encontraran en algun valor situado entre la CMI
experimentalmente obtenida y la concentracion inmediatamente inferior. (100)

En la actualidad se disponen de varios métodos semiautomaticos como Vtek, Microscan,
BD- Phoenix System. (101)
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Métodos bioquimicos y moleculares para la caracterizacion de BLEE

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

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

De los métodos moleculares se destacan las sondas de DNA, las técnicas de
amplificacion y la secuenciacién. (100)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antibidticos betalactamicos son medicamentos ampliamente utilizados en nuestro
medio hospitalario, esto en base a su amplia cobertura para diferentes tipos de
microorganismos Yy procesos infecciosos tanto adquiridos en la comunidad como
nosocomiales. Su adecuado uso es de suma importancia pues confiere un impacto en la
resistencia bacteriana intrahospitalaria.

Su mecanismo de resistencia en las enterobacterias implica la formacién de
betalactamasas las cuales han adquirido en las ultimas décadas mayores mecanismos
de adaptacion y resistencia a los antimicrobianos de mas amplia cobertura. Actualmente
la literatura recomienda el uso con carbapenémicos como manejo de primera linea
empirico al estar frente a una enterobacteria BLEE, sin embargo su elevado uso se ha
asociado con resistencia en otros patégenos nosocomiales. (79) Por lo mismo se ha
enfocado el estudio de la susceptibilidad por las fluoroquinolonas como terapia alterna y
se ha observado buena respuesta siempre y cuando se compruebe la sensibilidad
antimicrobiana a dicho antibiotico. (77) En multiples estudios internacionales se ha
observado que la resistencia a esta familia de antibioticos va en aumento y esto se ha
asociado al uso previo e indiscriminado de quinolonas y aminoglucosidos.

Ante esta situacion es importante determinar el patron de resistencia a fluoroquinolonas
en enterobacterias con betalacatamasas de espectro extendido en nuestro Hospital
Central Norte de Pemex asi como su correlacion con el uso previo de quinolonas y
aminoglucosidos, con la intencion de mejorar el manejo de infecciones asociadas a este
patégeno, ofrecer alternativas terapéuticas y de forma secundaria mejorar la resistencia
bacteriana.

3.1 Pregunta de investigacion

¢ Existe resistencia a fluoroquinolonas en enterobacterias productoras de betalactamasa
de espectro extendido en los hemocultivos, urocultivos y cultivos de expectoracion en el
hospital central norte de Pemex en el afio 20147

4. JUSTIFICACION

= Cientifica: con este estudio se lograra identificar la resistencia a quinolonas en
enterobacterias BLEE mediante un estudio confiable metodolégicamente, todo esto
con la intencion de identificar alternativas terapéuticas para las infecciones asociadas
a estos patégenos.

= Econdmica: esta tesis tiene un enfoque en la recomendacién del uso adecuado de
antimicrobianos evitando el uso indiscriminado de los mismos, de esta forma teniendo
impacto econdémico.

= Académica: se lleva a cabo esta tesis con el objetivo de obtener el grado de
especialista en medicina interna
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5. HIPOTESIS
Existe resistencia a fluoroquinolonas en enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido en los hemocultivos, urocultivos y cultivos de
expectoracion en el hospital central norte de Pemex en el aio 2014

6. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS
Objetivo principal
Determinar el patron de resistencia a quinolonas en enterobacterias con
betalactamasa de espectro extendido documentadas en hemocultivo, urocultivo y
cultivo de expectoracion en el Hospital Central Norte de Petréleos Mexicanos durante
el ano 2014
Objetivos especificos

= Describir la distribucion de microorganismos por origen de cultivo y la resistencia de
los dos microorganismos con mayor frecuencia.

= Determinar la correlacion con el uso previo de quinolonas y el desarrollo de
enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido resistente a
quinolona en hemocultivos, urocultivos y cultivos de expectoracion en Hospital
Central Norte de Pemex durante el 2014.

= Determinar la correlacion con el uso previo de aminoglucosidos y el desarrollo de
enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido resistente a
quinolona en hemocultivos, urocultivos y cultivos de expectoracion en Hospital
Central Norte de Pemex durante el 2014.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO.

Este es un estudio observacional descriptivo transversal retrospectivo

7.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE CLASIFICACION | DEFINICION DEFINICION INDICADORES
OPERACIONAL | TEORICA

Origen del cultivo Cualitativa nominal Origen del | Comienzo, inicio o a. Urocultivo
crecimiento surgimiento de la b. Hemocultivo
bacteriano en las | bacteria en un medio c. Cultivo de
siguientes solido o liquido. expectoracion
secreciones: sangre,
orina o
expectoracion
bronquial.
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Microorganismos Cualitativa nominal Crecimiento de | Crecimiento de ser a. Escherichia Coli
aislados en enterobacteria con | vivo o sistema b. Citrobacter
hemocultivo BLEE en cultivo de | bioldgico Amalonaticus
sangre. Unicamente visible a c. Klebsiella
través del Pnneumoniae
microscopio en d. Morganella
sangre Morganii
e. Citrobacter
Freundii
f.  Serratia
Marcescens
g. Proteus Vulgaris
Microorganismos Cualitativa nominal Crecimiento de | Crecimiento de ser a. Escherichia Coli
aislados en urocultivo enterobacteria con | vivo o  sistema b. Klebsiella
BLEE en cultivo de | bioldgico Pneumoniae
orina Unicamente visible a
través del
microscopio en orina
Microorganismos Cualitativa nominal Crecimiento de | Crecimiento de ser a. Escherichia Coli
aislados en cultivo de enterobacteria con | vivo o sistema b. Serratia
expectoracion BLEE en cultivo de | bioldgico Marcescens
secrecion de | Unicamente visible a c. Klebsiella
expectoracion través del Pneumoniae
bronquial microscopio en d. Klebsiella
secrecion bronquial Oxytoca
e. Enterobacter
Cloacae
Uso previo de | Cualitativa nominal Prescripcion de | Accion y efecto de a. Si
quinolonas alguna quinolona en | usar previamente b. No
los 3 meses previos | algin antimicrobiano
al reporte del cultivo | de la familia
con enterobacteria | quinolona
BLEE.
(acido nalidixico,
ciprofloxacino,
ofloxacino,
moxifloxacino y
levofloxacino)
Prescripcion de | Accion y efecto de
Uso previo de | Cualitativa nominal algun usar previamente a. Si
aminoglucosidos aminoglucosido en | alguin antimicrobiano b. No
los 3 meses previos | de la familia
al reporte del cultivo | aminoglucosido.
con enterobacteria
BLEE (gentamicina,
amikacina)
Resistencia a | Cualitativa nominal Porcentaje de | Resistencia de un a. Si
quinolonas en resistencia a | microorganismo a un b. No
enterobacterias con quinolonas en el | medicamento
betalactamasa de reporte de | antimicrobiano al
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espectro extendido enterobacterias que originalmente

en urocultivos BLEE de urocultivos | era vulnerable

Resistencia a | Cualitativa nominal Porcentaje de | Resistencia de un a. Si
quinolonas en resistencia a | microorganismo a un b. No
enterobacterias con quinolonas en el | medicamento

betalactamasa de reporte de | antimicrobiano al

espectro extendido enterobacterias que originalmente

en hemocultivo BLEE de | eravulnerable

hemocultivos

Resistencia a | Cualitativa nominal Porcentaje de | Resistencia de un a. Si
quinolonas en resistencia a | microorganismo a un b. No
enterobacterias con quinolonas en el | medicamento

betalactamasa de reporte de | antimicrobiano al

espectro extendido enterobacterias que originalmente

en cultivos de BLEE de cultivos de | eravulnerable

expectoracion expectoracion

7.3 UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

El universo de este estudio se conformé por las enterobacterias reportadas en
hemocultivos, urocultivos y cultivos de expectoracion en el afo 2014 en el Hospital
Central Norte de Petroleos Mexicanos.

Se manejé una muestra no probabilistica y por conveniencia la cual se constituyo por el
total de las enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido reportadas en
hemocultivos, urocultivo y cultivos de expectoracion en el afio 2014 en el Hospital Central
Norte de Pemex, siendo un total de 423 cultivos.

7.4 INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

Se utiliz6 una cedula como herramienta de recoleccion de datos, siendo elegido el
programa Excel de Microsoft office para el apoyo de elaboracion de la tesis.(Anexo 1)
Se recabo nombre, microorganismos aislados, presencia de betalactamasa de espectro
extendido, resistencia a quinolonas, uso previo de aminoglucosidos y uso previo de
quinolonas.

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

Los criterios de inclusidon son los cultivos positivos con enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido en urocultivos, hemocultivos y cultivos de
expectoracion en el ano 2014 en Hospital Central Norte de Pemex.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

Cultivos positivos con enterobacterias sin betalactamasa de espectro extendido
Cultivos negativos

Cultivos contaminados

Cultivos positivos con enterobacterias betalactamasa de espectro extendido pero
con reporte incompleto de antibiograma

7.6 DESARROLLO DEL PROYECTO

Las muestras que se procesaron en laboratorio fueron de las siguientes secreciones:
sangre, orina y expectoracion bronquial. Los medios de cultivo correspondientes se
enlistaran a continuacion:

Expectoracion

Agar sangre
Agar sabourad
Agar MacConkey
Agar Chocolate
Agar Candida

Urocultivos

= Agar sangre
= Agar MacConkey

Hemocultivos
e Toma de sangre periférica o central depositando en frasco de tipo BD Bactec.

Posteriormente al inocular las secreciones e incubarlas se procede a la lectura a través
de los paneles de MicroScan ® los cuales fueron disefiados para la determinacion de la
sensibilidad de antimicrobianos y/o la identificacién en el nivel de especie de bacilos
Gram negativos aerobios y anaerobios.

Estas pruebas de sensibilidad antimicrobiana son miniaturizaciones de la prueba de
sensibilidad por dilucion en caldo Mueller-Hinton que se han deshidratado, este se
suplementa con calcio y magnesio. 21,31

Después de la inoculacién y rehidratacion con una suspension estandarizada del
microorganismo y la incubacion a 35° durante un periodo minimo de 16 horas, la
concentracion inhibitoria minima (CIM) para el microorganismo se determina por la
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observacion de la concentracion antimicrobiana mas baja que presente inhibicion del
crecimiento.

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

7.7 LIMITE DE TIEMPO Y ESPACIO

La preparacién de la tesis se llevo a cabo en Hospital Central Norte de Pemex iniciando
el dia 1ro de Mayo del 2015 y culminando el dia 20 de Julio del 2015.

7.7CRONOGRAMA
Mayo 2015 ) Julio 2015
FECHA DE INICIO FECHA DE TERMINO
CRONOGRAMA
+ Periodos en: meses 3 bimestres 0O otros O

21314151617 1819 110 1121131141156 /1711811912012 122123124
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8. IMPLICACIONES ETICAS

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

En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la dignidad, la
integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la
informacion personal de las personas que participan en investigacion. La
responsabilidad de la proteccion de las personas que toman parte en la investigacion
debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la salud y nunca en los
participantes en la investigacion, aunque hayan otorgado su consentimiento. Los
meédicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y juridicos para la
investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y
estandares internacionales vigentes.

Cada participante potencial debe recibir informacién adecuada acerca de los obijetivos,
meétodos, fuentes de financiamiento, posibles conflictos de intereses, afiliaciones
institucionales del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e
incomodidades derivadas del experimento, estipulaciones post estudio y todo otro
aspecto pertinente de la investigacion. El participante potencial debe ser informado del
derecho de participar o no en la investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier
momento, sin exponerse a represalias. Se debe prestar especial atencion a las
necesidades especificas de informacién de cada participante potencial, como también a
los métodos utilizados para entregar la informacion.

Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido la informacién, el médico u
otra persona calificada apropiadamente debe pedir entonces, preferiblemente por
escrito, el consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el consentimiento no
se puede otorgar por escrito, el proceso para lograrlo debe ser documentado y
atestiguado formalmente.
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9. TABLAS, GRAFICAS Y RESULTADOS

La muestra de este estudio fue de un total de 423 cultivos provenientes de orina, sangre
y expectoracion con reporte de enterobacterias con betalactamasa de espectro extendido
cumpliendo los criterios de inclusion y exclusion. De los 423 cultivos 364 fueron
urocultivos (86.05%), 31 hemocultivos (7.33%) y 28 cultivos de expectoracion (6.62%).

Enterobacterias con betalactamasa de
espectro extendido

Numero de

Origen del cultivo | cultivos Porcentaje

Urocultivo 364 86.05%

Hemocultivo 31 7.33%

Cultivo de

expectoracion 28 6.62%

TOTAL 423 100%
Tabla 1.

Fuente: cédula (anexo 1)

Fuente: Tabla 1
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PATRON DE RESISTENCIA A FLUOROQUINOLONAS EN ENTEROBACTERIAS
BLEE

Se procedié a determinar del total de los reportes de cultivos con enterobacterias
productoras de betalactamasa de espectro extendido con resistencia a quinolonas en
base a origen de cultivo de la siguiente manera: resistencia a nivel de cultivos de
expectoracion del 46.42%, en urocultivos del 89.28% y en hemocultivos del 90.32%.

Resistencia a quinolona por origen del cultivo
cultivo de expectoracion

LTIVO

hemocultivo

PORCENTAJE  0.00% 10.00%20.00%30.00%40.00%50.00%60.00%70.00%80.00%90.00%.00.00%
DE RESISTEN

cultivo de expectoracion
* sin resistencia 9.67% 10.79%
® resistencia 90.32% 89.28%

=]
(w]
-
w
o
z
w
9
o
(e

* sin resistencia = resistencia

Fuente: cédula (Anexo 1)
FRECUENCIA DE MICROORGANISMOS POR DISTRIBUCION DE CULTIVOS
De los 31 hemocultivos con presencia de enterobacteria BLEE, 27 (87.10%) reportaron

la presencia de Escherichia coli mientras que 4 (12.90%) reportaron Klebsiella
pneumoniae.

Frecuencia de microorganismos en hemocultivo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia [Porcentaje |valido acumulativo
E. coli 27 6.4 87.1 87.1
Klebsiella pneumoniae 4 9 12.9 100.0
Total 31 7.3 100.0
392 92.7
Total 423 100.0

Tabla 2.
Fuente: cédula (Anexo 1)
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Fuente: tabla 2

De los 364 urocultivos con reporte de enterobacterias BLEE 341(93.68%) reportaron a
Escherichia coli como el microorganismo con mayor frecuencia, siguiendo Klebsiella
pneumoniae con 11 cultivos (3.02%). Se documentaron asi mismo 4 (1.10%) con
citrobacter amalonaticus, 3 (0.82%) de Morganella morganii, 2 (0.55%) de citrobacter
freundii y serratia marcescens y por ultimo uno con proteus vulgaris (0.27%).

Frecuencia de microorganismos en urocultivo

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia |Porcentaje |valido acumulativo
E. coli 341 80.6 93.7 93.7
Citrobacter amalonaticus |4 9 1.1 94.8
Klebsiella pneumoniae 11 2.6 3.0 97.8
Morganella morganii 3 7 .8 98.6
Citrobacter freundii 2 5 5 99.2
Serratia marcescens 2 5 5 99.7
Proteus vulgaris 1 2 3 100.0
Total 364 86.1 100.0

59 13.9

Total 423 100.0

Tabla 3.
Fuente: cédula (Anexo 1)
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Fuente: tabla 3

microorganismos.
urocultivo

Me. coli

O citrobacter amalonaticus
W ylebsiella pneumoniae
W morganella morganii

O citrobacter freundi

M serratia marcescens

E proteus vulgaris

De los cultivos de expectoracién con reporte de enterobacterias BLEE se obtuvieron 12
(42.86%) con crecimiento para Escherichia coli, 8 (20.57%) con Serratia Marcescens, 5
(17.86%) con Klebsiella pneumoniae, 2 (7.14%) con Enterobacter cloacae y 1 (3.57%)
con Klebsiella oxytoca.

Frecuencia de microorganismos en cultivo de expectoracion

Porcentaj | Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | e valido acumulativo
Serratia marcescens |8 1.9 28.6 28.6
Klebsiella pneumoniae | 5 1.2 17.9 46.4
Klebsiella oxytoca 1 2 3.6 50.0
E. coli 12 2.8 42.9 92.9
Enterobacter cloacae |2 5 7.1 100.0
Total 28 6.6 100.0
395 93.4
Total 423 100.0
Tabla 4.

Fuente: cédula (Anexo 1)
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microorganismos.
cultivo.expectoracion

Ml serratia marcescens
M klebsiella pneumoniae
Cklebsiella oxytoca
We. coli

Clenterobacter cloacae

Fuente. Tabla 4

Asi mismo se determiné el patron de resistencia en los dos microorganismos con mayor
frecuencia por origen de cultivo. En los hemocultivos uUnicamente se reportaron
crecimientos de Escherichia coli en un 87.10% y Klebsiella pneumoniae en un 12.90%.
De los cuales se observdé mayor resistencia en las cepas de Escherichia coli con un
96.30% mientras que en Klebsiella pneumoniae se observd un 50%.

HEMOCULTIVO
Patron de resistencia en los dos microorganismos con mayor
incidencia

100% B 0/ pd
90% _0
80%
70%
60%
50%
40%
30% R ——
20%
10%

0% - - - - -
Resistencia Sin resistencia
P 2

= K. pneumoniae
m E. coli 26 1

26 (96.30%)

1(3.70%)

Fuente: cédula (Anexo 1)
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De los 364 urocultivos reportados, Escherichia coli fue el microorganismo con mayor
frecuencia en un 93.68% seguido de Klebsiella pneumoniae en un 3.02% encontrando
mayor resistencia a quinolonas en las cepas con Escherichia coli con un porcentaje del
92.08%. Mientras que en K. pneumoniae fue de 45.45%.

UROCULTIVO
Patron de resistencia en los dos microorganismos con
mayor frecuencia

100%
=B (oA55%

S ———
95%
5 (45.45%)
90%

314 (92.08%)
85%
P ——

80% 27 (7.92%)

75% - - - - .
Resistencia Sin resistencia
= K. pneumoniae

= E. coli

Fuente: cédula (Anexo 1)

De los 28 cultivos de expectoracién los dos microorganismos con mayor frecuencia
fueron Escherichia coli con un 42.86% seguido de Serratia marcescens con un 28.57%
encontrando la mayor resistencia a quinolonas en las cepas con crecimiento de
Escherichia coli, siendo de un 83.33%. En las cepas de Serratia cabe recalcar la ausencia
de resistencia a estos antimicrobianos.

CULTIVOS DE EXPECTORACION
Patron de resistencia en los dos microorganismos con
mayor frecuencia

100% - —
90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0% - - - - -
Resistencia Sin resistencia

* Serratia marcescens 8

|m E. coli P

Fuente: cédula (Anexo 1)
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CORRELACION DE EXISTENCIA DE ENTEROBACTERIA BLEE Y USO PREVIO DE
QUINOLONA Y/O AMINOGLUCOSIDO

En base a conocimientos de la literatura internacional en donde se documenta una
relacion con el uso de quinolona o aminoglucosido aproximadamente un mes previo y el
desarrollo de enterobacteria productora de betalactamasa de espectro extendido se
recabo a través del sistémica el uso previo de dichos antbioticos en nuestros cultivos
positivos con enterobacterias BLEE. Al analizar los hemocultivos con enterobacterias
BLEE se encontré una resistencia a quinolonas en 29 de los cultivos, de estos 10
utilizaron quinolonas previas y 7 utilizaron aminoglucosidos. A nivel de urocultivos 325
fueron resistentes a quinolonas y de estos 133 utilizaron quinolona y 59 aminoglucosido.
En cultivos de expectoracion fueron 13 los que presentaron resistencia a quinolonas y
de estos los 13 utilizaron quinolona previa, solo 10 utilizaron aminoglucosido.

Hemocultivo con Enterobacteria BLEE

resistencia
a quinalona

Wsi
o

Fuente: cédula (Anexo 1)
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Hemocultivos BLEE con resistencia a
quinolonas

25

20 22 (75.86%)

N ———
19 (65.52%)
15

10 —_—

10 (34.48%)
5 7 (24.14%)

0 —l—
SI no

= uso de quinolona - 10 19

* uso de aminoglucosido- 7 - 22

Urocultivo con enterobacteria BLEE

urocultivo.blee.
resistencia

W si
Eno

Fuente: cédula (Anexo 1)



Urocultivo con enterobacteria BLEE
resistente a quinolona

266 (81.85%)

192 (59.08%)

133 (40.92%)

59 (18.15%)

® uso quinolona

= uso aminoglucosido

Fuente: cédula (Anexo 1)

Cultivo de expectoracion BLEE con resistencia a Quinolonas

expectoracion.blee.
resistencia
Wsi
Eno

Fuente: cedula (Anexo 1)
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Cultivos de expectoracion con enterobacteria BLEE
resistentes aquinolonas

13 (100%)

10 (76.92%)

3 (23.08%)

* Uso quinolona

= uso aminoglucosido

Fuente: cédula (Anexo 1)

ANALISIS ESTADISTICO

Se llevd a cabo un analisis bivariado en donde se determind la correlacidn entre el factor
de riesgo caracterizado por uso previo de quinolona y/o aminoglucosido y el desarrollo
de enterobacteria BLEE resistente a quinolona. Se compararon variables categoricas a
través del analisis con X2 utilizando un valor de p como significativo si esta < 0.05.

El analisis estadistico se calculd6 con el programa Social Science Statistics (SSS)
encontrando los siguientes resultados:

De los 31 hemocultivos con presencia de Enterobacterias BLEE resistentes a quinolonas
10 utilizaron quinolona 1 mes previo y 7 aminoglucosidos. El calculo de X2 fue de 0.7489

con valor de p de 0.386817 por lo que no se considera estadisticamente significativo.

quinolonas aminoglucosidos Marginal Row Totals
observado con uso 10 (8.5) [0.26] 7 (8.5) [0.26] 17
esperado sin uso 19 {20.5) [0.11] 22 (20.5) [0.11] 41
Marginal Column Totals 29 29 58 (Grand Total)

Fuente: SSS (Anexo 2)
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De los 325 hemocultivos con presencia de Enterobacteria BLEE resistentes a quinolonas
133 utilizaron quinolona 1 mes previo y 59 aminoglucosidos. El calculo de X2 fue de
40.4772 con valor de p de 0.00 por lo que se considera estadisticamente significativo.

quinolonas aminoglucosidos Marginal Row Totals
observado con uso 133 (96) [14.26] 53 (96) [14.26] 192
esperado sin uso 192 (229) [5.98] 266 (229) [5.98] 458
Marginal Column Totals 325 325 650 (Grand Total)

Fuente: SSS (Anexo 2)

Y finalmente de los 13 cultivos de expectoracion con presencia de Enterobacteria BLEE
resistente a quinolona 13 utilizaron quinolona 1 mes previo y 10 aminoglucosidos. El
calculo de X2 fue de 40.4772 con valor de p de 0.00 por lo que se considera
estadisticamente significativo. El calculo de X? fue de 3.3913 con valor de p de 0.065541

por lo que no se considera estadisticamente significativo.

quinolonas aminoglucosidos Marginal Row Totals
observado con uso 13 (11.5) [0.2] 10 (11.5) [0.2] 23
esperado sin uso 0 (1.5 [1.5] 3 (1.5 [1.58] 3
Marginal Column Totals 13 13 26 (Grand Total)

Fuente: SSS (Anexo 2)

Posteriormente al analisis de estos resultados observamos que unicamente a nivel de
urocultivos se encontré significancia estadistica de la correlacién del uso previo de
quinolona y/o aminoglucosidos 1 mes previo y el desarrollo de Enterobacterias con
BLEE.
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10.DISCUSION

Las Enterobacterias productoras de betalactamasas son un fendbmeno relativamente
reciente, que han cobrado importancia en los ultimos anos pues reflejan el mal manejo
de antibidticos propiciando resistencias bacterianas importantes no solamente a nivel de
los antibioticos betalactamicos, asi mismo en otras familas de antimicrobianos de amplio
uso tanto en primer nivel como a nivel hospitalizacion. El uso empirico con
carbapenemicos esta ampliamente recomendado a nivel internacional y nacional sin
embargo se ha observado importante resistencia en microorganismos nosocomiales
asociado al abuso de esta familia de antimicrobianos. (11) (12)

En base a esto se recomienda en la literatura el uso de fluoroquinolonas encontrando en
antibiograma sensibilidad a las mismas. Sin embargo existe la limitante de la reciente
identificacion del incremento de la resistencia a esta familia de antibidticos en
enterobacterias productoras de BLEE.

En la literatura a nivel nacional encontramos que en el estudio que se llevd a cabo la
Universidad de Filadelfia observaron una resistencia a quinolonas en enterobacterias
productoras de betalactamasa de espectro extendido del 55.8% de forma global. Asi
mismo pudieron correlacionar con el uso 30 dias previos de fluoroquinolona vy
aminoglucosidos. () En otro estudio realizado en la universidad de lowa por medio de la
division de microbiologia y patologia en conjunto con la division de enfermedades
infecciosas y departamento de medicina en el hospital del colegio médico de China en
Taichung Taiwan se observd una resistencia a ciprofloxacino del 18.5%, haciendo
énfasis que la asociacion de la resistencia bacteriana la presion local del uso de
quinolonas mas que con la diseminacion de el microorganismo como tal a nivel
intrahospitalario.

Otros estudios por mencionar en donde se ha encontrado importante resistencia a
fluoroquinolonas especificamente en Klebsiella pneumoniae han sido en Estados Unidos
por Lautenbach (2001), por Shahcheraghi (2007) en Iran y Tumbarello en lItalia (2006)
con 60%, 48% y 32% de resistencia respectivamente.

En México se llevd a cabo un estudio por la universidad autonoma de Nuevo Ledn y el
Hospital universitario Dr. José Eluterio Gonzalez en el 2010 en donde también
observaron resistencias por arriba del 50% en las enterobacterias con betalactamasa de
espectro extendido, en donde resaltan también el predominio de las cepas con subtipo
CTX-M-15 a pesar de tener conocimiento del predominio a nivel nacional del subtipo
SHV-5 lo que habla de una diseminacién de este subtipo de enterobacteria.

Ahora hablando en referencia a los hallazgos a nivel de nuestro Hospital llama la atencion
la elevada resistencia a quinolonas principalmente a nivel urocultivos, teniendo
predominio en las cepas de Escherichia coli a diferencia de la literatura que reporta mayor
frecuencia en Klebsiella. En nuestro estudio la resistencia fluctué entre 46.42% que se
presenté en cultivos de expectoracién y 90.32% en los hemocultivos, cabe recalcar que
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es un dato alarmante pues es un porcentaje por arriba de lo reportado en literatura tanto
nacional como internacional.

En cuanto a la correlacion con el uso previo de aminoglucosidos y quinolonas en
pacientes portadores de enterobacterias BLEE a nivel internacional hay estudios
epidemioldgicos como el reportado por Lautenbach et al en el 2001. A nivel nacional no
hay estudios que evaluen este aparente factor de riesgo para desarrollo de
enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido.

En nuestro hospital se analizo la correlacion del uso previo tanto de quinolonas como de
aminoglucosidos al menos un mes previo y el desarrollo de enterobacterias BLEE siendo
estadisticamente significativo en los urocultivos (p value= 0.00)

Partiendo desde este punto debemos tomar medidas especificas para modificar este
factor de riesgo especifico que modificara el patron de resistencia a quinolonas en las
enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido. No debemos
olvidar que hay medidas generales por abordar para disminuir también la diseminacion
de estos microorganismos a nivel hospitalario y atraves de los trabajadores de la salud
en otros medios como asilos o casas de cuidado.
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11.  CONCLUSIONES

En base a los hallazgos de este estudio descriptivo se puedo observar un alto porcentaje
de resistencia a el grupo de las fluoroquinolonas (tomando en cuenta resistencia ya sea
a levofloxacino o moxifloxacino con una CMI >9-16 respectivamente) documentando en
cultivos de expectoracion una resistencia del 46.42%, en urocultivos del 89.28% y en
hemocultivos del 90.32%. Como se comentd previamente es un porcentaje elevado en
comparaciéon a estudios internacionales y nacionales, principalmente a nivel de
urocultivos y hemocultivos. Es importante también mencionar que Escherichia coli fue el
microorganismo con mayor frecuencia y a la vez el que presento el porcentaje de mayor
resistencia, presentando en hemocultivos una resistencia de 96.30%, en urocultivos del
92.09% y en cultivos de expectoracion 83.33%. Con estos hallazgos se acepta nuestra
hipotesis evidenciando a través de este parametro el mal uso de antibidticos, no solo
reflejando su asociacion con el uso indiscriminado de betalactamicos cobrando
importancia también la correlacidon con el uso previo de quinolonas y aminoglucosido los
cuales causan alteraciones en la permeabilidad de la membrana bacteriana resultando
con una resistencia concurrente a las quinolonas.

Otro factor importante que seria importante evaluar es la diseminacién intrahospitalaria
de estos microorganismos pues ya es también conocido que la falta de aislamiento, aseo
y cuidados especificos propicia la diseminacion a través del personal de salud. También
debera considerarse en aquellos pacientes con riesgo evitar en lo posible
hospitalizaciones prolongadas e invasion innecesaria pues ambos favorecen el
crecimiento de bacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido.

Cobra importancia mencionar el papel fundamental del médico como intermediario en
este problema de salud, ya que es quien debera hacer conciencia del empleo de
antibidticos de forma adecuada, esto en relacion a el padecimiento de nuestros
pacientes. Ante todo determinar quién ameritara uso de antibiético en caso de ser
necesario, si se inicia el manejo en primer nivel los esquemas deberan ser apropiados
en base a la enfermedad a tratar por el tiempo indicado.

Si se implementan medidas especificas para el control de brotes de enterobacterias con
betalactamasa de espectro extendido y a la vez para disminuir los factores de riesgo
asociados a el desarrollo de resistencia a quinolonas podremos en un futuro disminuir la
frecuencia de estas bacterias a nivel intrahospitalario y a la vez disminuir al resistencia a
antibidticos alternativos a los carbapenemicos con la intencion de tener mayores
opciones terapéuticas ante estas bacterias.
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12. RECOMENDACIONES

Como pudimos observar la resistencia a quinolona en enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido es elevada en nuestro hospital, asi como la
correlacion con el uso previo de quinolonas y aminoglucosidos.

Se ha comentado previamente que son multiples los factores asociados a esta
resistencia, de los cuales destacan el uso previo e indiscriminado de antibidticos
(principalmente cefalosporinas de tercera generacién, quinolonas y aminoglucosidos),
estancias prolongadas en UTI, intubacion traqueal, presencia de accesos venosos,
arteriales, sondaje vesical, re intervenciones quirurgicas, edad avanzada, ventilacion
mecanica y proximidad a pacientes colonizados o infectados con estas bacterias
productoras de BLEE. Se ha comentado asi mismo en la literatura acerca de la
diseminacion de estas bacterias, siendo responsable habitualmente el personal de salud
al llevar a cabo el manejo del paciente y al realizar maniobras sin adecuado aseo previo.

A continuacién mencionare las recomendaciones propuestas para llevarse a cabo en
nuestro hospital con la intencion de prevenir brotes por bacterias productoras de
betalactamasas y otras enfocadas a disminuir resistencia a quinolonas de forma que
podamos tener opciones terapéuticas al estar frente a estos microorganismos:

= Sera importante identificar a los pacientes hospitalizados con colonizacién de
dichas bacterias

= Deberan ser aislados en habitacién individual instruyendo al personal y familia
sobre las medidas de contacto con el fin de evitar diseminacién de tal
microorganismo

= Se debera usar guantes (pueden ser no estériles) para la manipulacion del
paciente

= Se recomienda el aseo de manos en los 5 momentos recomendados por la OMS
y bajo los lineamientos establecidos a nivel de Hospital Central Norte de Pemex.

= Al llevarse a cabo manejo de secreciones o fluidos se recomienda el uso de
mascarilla durante procedimientos.

= Limitar el traslado del paciente fuera de su habitacion y notificar al servicio
receptor de las medidas de aislamiento

= Evitar en lo posible los procedimientos invasivos asi como limitar el uso de los
mismos de forma que no sean utilizados por mayor tiempo del requerido.

= Se recomienda instruir a médicos de primer nivel en referencia a las
enterobacterias productoras de BLEE vy los factores de riesgo asociados con las
resistencias antimicrobianas tanto en relacion a betalactamicos como otros grupos
de antibidticos.

= A nivel de la consulta externa debera limitarse el uso de las cefalosporinas de
tercera generaciéon, quinolonas y aminoglucosidos por lo que se recomienda
orientar y capacitar a los médicos de primer nivel en cuanto a las alternativas
terapéuticas para los distintos tipos de procesos infecciosos manejados a este
nivel. Sobre todo concientizar a los médicos de primer nivel de la repercusion del
uso inapropiado e indiscriminado de estas familias de antimicrobianos.
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Especificamente en las infecciones de vias urinarias se recomienda el tratamiento
inicial en base a nitrofurantoina y trimetroprim con sulfametoxazol los cuales han
mostrado importante sensibilidad a nuestro nivel hospitalario, evitando en lo
posible iniciar el manejo con cefalosporina de tercera generacion, amino glucésido
o quinolona.

A nivel intrahospitalario se recomienda también el uso discreto de los
antimicrobianos mencionados asi como el cultivar a los pacientes para la
obtencién del crecimiento bacteriano especifico con la intencién de escalar o
desescalar antibioticos en caso de ser necesario.

En caso de tener un cultivo con crecimiento de enterobacteria BLEE sensible a
quinolona debera considerarse como una opcion terapéutica previa al uso de
carbapenemico para evitar la resistencia en otros patdgenos nosocomiales.
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