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Resumen

Con el objetivo de investigar la frecuencia de los genes de resistencia blaTEM, blaSHV
y blaCTX-M en enterobacterias aisladas a partir de urocultivos de pacientes
ambulatorios, en los municipios de Ledn y Juigalpa entre Enero-Julio 2010; se realiz6
un estudio descriptivo de corte transversal, no probabilistico por conveniencia. La
identificacion bacteriana y el estudio de sensibilidad antibacteriana se realizaron de
acuerdo al Manual de procedimientos de bacteriologia médica del MINSA. Para el
tamizaje de cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se utilizd
la prueba de sinergia de triple disco con una variacion para la deteccion simultanea de
AmpC y carbapenemasas. Posteriormente las cepas productoras de BLEE fueron
analizadas y confirmadas por PCR para una mejor caracterizaciéon de la enzima BLEE.
Se aislaron 110 enterobacterias de urocultivos, 50% de ellas en el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Médicas UNAN-Le6n y el otro
50% en el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Regional La Asuncion, Juigalpa,
resultando en total 30 aislados productores de (B-lactamasas . Mediante el analisis por
PCR se determiné la presencia de los genes blaTEM (1/30), blaCTX-M (11/30) y de
blaTEM/blaCTX-M (10/30) en las bacterias productoras de [-lactamasas,
confirmandose que un 73.3% (22/30) eran cepas productoras de BLEE. En Ledn se
logré identificar con mas frecuencia el gen blaCTX-M, 13 de los aislados tenian el gen
blaCTX-M-1; mientras que en Juigalpa solo 4 aislados poseian el mismo gen. En Ledn
también se encontré con mayor frecuencia el gen blaTEM con 8 aislados; mientras que
en Juigalpa solo se identificaron 3. Estos hallazgos son de suma importancia ya que la
adecuada deteccion de las verdaderas bacterias productoras de BLEE, por medio de
los métodos moleculares empleados en este estudio, incorpora la posibilidad de una
mejora al diagnostico del proceso infeccioso de los pacientes en un futuro. Pudiéndose
reducir el tiempo de resolucién de la enfermedad, a través de un diagndstico mas
preciso y por ende manejo clinico mas adecuado. Paralelamente, estos datos proveen
informacion epidemiolégica adicional y esencial para la prevencion de las infecciones
de vias urinarias, que vendrian a fortalecer o complementar los métodos ya

establecidos en la practica diaria.
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1. Introduccion

Las infecciones de vias urinarias (IVU) son la segunda causa de infecciones en la
comunidad, cerca de 150 millones de personas alrededor del mundo son
diagnosticadas con IVU cada afio” 2. La etiologia de estas infecciones es variable y
usualmente, dependen del tiempo, area geografica y edad del paciente. No obstante
entre las bacterias mas importantes asociadas a esta patologia estan Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae que representan el 70%

de los casos®.

Los farmacos que usualmente se prescriben basados en las recomendaciones del
MINSA son: cotrimoxazole, amoxicillina, ampicilina, aminoglucdésidos, cefalosporinas,
acido nalidixico y nitrofurantoina®. Sin embargo, muchos reportes tanto a nivel mundial
como local indican la presencia de multiresistencia a antimicrobianos en organismos

asociados a IVU" 2%,

La identificacion de la primera bacteria resistente a betalactamicos fue en 1940°. El
problema de los microorganismos resistentes ha venido en aumento desde esta fecha,
principalmente en las ultimas dos décadas, sobre todo en bacterias Gramnegativas

asociadas a infecciones del tracto urinario’.

La mayor causa de resistencia a cefalosporinas en Enterobacteriaceae son la B-
lactamasas de espectro extendido (BLEE); que pertenecen a las enzimas A de la
clasificacion de Ambler; muchas de estas enzimas resultan de las variantes de (-
lactamasas de amplio espectro (BLEA) TEM-1, TEM-2 y SHV-1 que por mutaciones
extienden su sustrato especifico a cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion, en particular
a cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima. De este modo las BLEE muestran un amplio
rango de sustitucion de aminoacidos lo que extiende la especificidad de sustratos®. No
obstante, las betalactamasas de las familias TEM, SHV y CTX-M son inhibidas por
acido clavulanico, tazobactam o sulbactam. Esta propiedad sirve como una importante
prueba fenotipica que es convenientemente utilizada para la identificacion de bacterias

productoras de estas B-lactamasas”®.



Se determiné la frecuencia de los genes blaTEM y blaCTX-M en enterobacterias
productoras de [-lactamasas de espectro extendido, aisladas de urocultivos

provenientes de pacientes ambulatorios de los municipios de Ledn y Juigalpa.



2. Antecedentes

Las bacterias productoras de BLEE son actualmente un problema a nivel mundial en
pacientes hospitalizados y la comunidad. Estas fueron detectadas por primera vez en
Alemania alrededor de 1980, posteriormente la mayoria de los reportes fueron de
Francia®. Por su rapido esparcimiento, alrededor del mundo han habido reportes sobre
la prevalencia de bacterias productoras de BLEE en diferentes paises como Estados
Unidos (porcentaje de BLEE: K. pneumoniae 7.6%, E. coli 3.3% y P. mirabilis 4.9%);
Europa (porcentaje de BLEE: K. pneumoniae 22.6%, E. coli 5.3% y P .mirabilis 11.1%)
19- América Latina (Porcentaje de BLEE: K. pneumoniae 47.3%, E. coli 6.7%)""; Pacifico
de Asia (Porcentaje de BLEE: K. pneumoniae 25.2%, E. coli 10.1% y P. mirabilis

1.4%)"?.

En Nicaragua informacion referente a la prevalencia de bacterias Gramnegativas
multirresistentes y productoras de BLEE es escasa. Sin embargo es importante indicar
que el Ministerio Nacional de Salud posee un sistema de vigilancia en algunos
departamentos del pais para la deteccion de BLEE, no asi de los genes que lo
producen, sin embargo no ha habido un reporte oficial hasta la fecha de hoy. Entre las
publicaciones que abordan este problema en Nicaragua, Amaya y col., en su estudio
realizado en 2010 sobre resistencia antimicrobiana en bacterias Gramnegativas
aisladas de neonatos con sepsis y del ambiente de la sala de cuidados intensivos de
neonatos (UCIN) del Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA) Ledn, indican
que la mayoria de estos patdgenos fueron altamente resistentes y con una alta
prevalencia de produccion de enzimas TEM, SHV y CTX-M. Ademas, se encontraron
clones similares de K. pneumoniae multi-resistentes y productores de BLEE que
afectaron a los neonatos y que también fueron aislados del ambiente'®.Otro ejemplo es
el de Matute y col., en su estudio en el aino 2004, sobre resistencia antimicrobiana en
uropatdégenos, indican que E. coli (56%), Klebsiella spp. (18%), Enterobacter spp.
(11%), Proteus spp. (3%) fueron los microorganismos mas aislados; siendo E. coli
resistente a amoxicilina (74%), trimetoprim-sulfametoxazole (63%), ciprofloxacina
(29%), gentamicina (11%) y amoxicilina-acido clavulanico (34%)'*. En otro estudio mas

reciente (2010) Bours y col. analizaron el perfil de resistencia de uropatégenos, los
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resultados muestran porcentajes altos de resistencia ante antibiéticos comunmente

utilizados; por ejemplo, en E. coli se encontré alta resistencia a ampicilina (61.4%),

amoxicilina—acido clavulanico (18.6%), ceftriaxona (20.5%), gentamicina (25.0%),

trimetoprim-sulfametoxazole (38.6%), ciprofloxacina (31.8%), y cefalotina (45.5%)°.



3. Justificacion

Mientras las penicilinas y cefalosporinas siguen siendo los antibiéticos betalactamicos
que se prescriben generalmente en infecciones de vias urinarias, del torrente sanguineo
y varias intraabdominales. A la par, los miembros de la familia Enterobacteriaceae han
incrementado el desarrollo de mecanismos de resistencia para asegurar su

supervivencia; uno de ellos es la produccion de B-lactamasas.

El aumento de la resistencia antimicrobiana y multiresistencia induce a tratamientos no
satisfactorios contra infecciones bacterianas. Los organismos productores de [-
lactamasas son un problema creciente de salud publica, debido a que cada vez es mas
dificil dar solucion a este tipo de infecciones; por lo cual es de suma importancia la
deteccion adecuada con el proposito de evitar posibles complicaciones como las
bacteremias derivadas de infecciones causadas por microorganismos resistentes. La
situacion se complica cuando la infeccibn avanza y las opciones terapéuticas
disminuyen si la bacteria es productora de BLEE; lo que consecuentemente aumenta el

costo de hospitalizacién y cuidados al del paciente.

La deteccion de BLEE se realiza de manera rutinaria por el método de Kirby-Bauer; un
método fenotipico de facil utilizacidén y bajo costo; sin embargo, se puede observar poca
sensibilidad cuando el aislado productor de BLEE expresa otros tipos de B-lactamasas
tales como AmpC. La identificacion genotipica de las enzimas provee informacion
adicional para la prevencion de la infeccion y control de las enfermedades;
proporcionando datos epidemiolégicos para crear posibles soluciones, fortalecer o

complementar los métodos ya establecidos en la practica diaria.

Por lo anterior expuesto, este estudio pretende determinar la frecuencia de los genes
blaTEM, blaSHV y blaCTX-M por métodos moleculares para enterobacterias
productoras de B-lactamasas aisladas de urocultivos en los municipios de Ledn y

Juigalpa.



4. Problema

¢ Cual es la frecuencia de los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M en enterobacterias
aisladas a partir de urocultivos de pacientes ambulatorios, en los municipios de Ledn y

Juigalpa entre Enero-Julio 20107?



. Objetivos

General:

Investigar la frecuencia de los genes de resistencia blaTEM, blaSHV y blaCTX-M
en enterobacterias aisladas a partir de urocultivos de pacientes ambulatorios, en

los municipios de Ledn y Juigalpa entre Enero-Julio 2010.

Especificos:

Identificar la produccion fenotipica de B-lactamasas por el método de Kirby-Bauer

en las enterobacterias aisladas.

Comprobar la presencia de genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M por la técnica de

PCR en las enterobacterias aisladas positivas para 3-lactamasas.



6. Marco Teoérico

6.1 Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos
Gramnegativos con importancia clinica. Se han descrito 40 géneros con mas de 150
especies. Estos géneros se han clasificado segun sus propiedades bioquimicas,
estructura antigénica e hibridacion y secuenciacion de los acidos nucleicos. A pesar de
la complejidad de esta familia, menos de 20 especies son las responsables de mas del
95% de las infecciones. Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, se
encuentran de forma universal incluso en el hombre. Producen una gran variedad de
enfermedades en el ser humano, del 30-35% de las septicemias, mas del 70% de las

infecciones del aparato urinario (IAU) y muchas infecciones intestinales'® '°.

Las caracteristicas metabdlicas de las enterobacterias permiten diferenciarlas con fines

diagndsticos y entre las que causan IVU con mas frecuencia estan:

Escherichia: por lo general, la E. coli reacciona positivas para el indol, lisina
descarboxilasa y fermentacién del manitol, ademas de producir gas a partir de la
glucosa. Si se siembran sobre agar sangre producen hemdlisis, las colonias poseen un

brillo metalico en medio EMB (Eosin-Metilene blue) caracteristico’’.

Klebsiella, Enterobacter y Serratia: poseen crecimiento mucoide, grandes capsulas de
polisacaridos, son inmdéviles, lisina descarboxilasa positivo y citrato positivo. Las
especies de Enterobacter producen gas a partir de glucosa, Serratia produce ADNsa,
lipasa y gelatinasa. En general, las tres especies producen una prueba de Voges-

Proskauer positiva'’.

Proteus, Morganella, Providencia: desamina fenilalanina, son motiles y fermentan la
xilosa. Proteus y Morganella son ureasa positiva, Proteus y Providencia fermentan

lactosa lentamente o en absoluto”.



6.2 Antibioticos betalactamicos

Los betalactdmicos son la familia de antibioticos mayormente empleada en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas causadas por enterobacterias. Estos
fueron descubiertos en 1928 cuando Fleming encontré un hongo del género Penicillium
que producia una sustancia, posteriormente denominada penicilina, capaz de inhibir el
crecimiento de Staphylococcus aureus; mas tarde en 1948 Botzu obtuvo, a partir del
hongo Cephalosporium acremonium, material activo frente a S. aureus iniciando con

esto el surgimiento de las cefalosporinas®.

Se ha empleado una gran variedad de antibioticos betalactamicos naturales y derivados
semisintéticos para el control de enfermedades infecciosas. Estas moléculas
representan mas de la mitad del consumo total de los antibidticos, principalmente por su
alta efectividad y baja toxicidad para los humanos y los animales. El objetivo de los
antibidticos betalactamicos es interferir en la sintesis de peptidoglicano, un componente

de la pared bacteriana'®.

6.2.1 Penicilinas: son un grupo de antibidticos de origen natural y semisintéticos que
contienen el nucleo de &cido 6-aminopenicilanico que consiste en una anillo
betalactamico unido a un anillo tiazolidinico. Las penicilinas difieren unas de otras por
sustituciones en la posicion 6 del anillo donde cambios en la cadena lateral pueden

inducir modificaciones en la actividad antibacteriana™®.

6.2.2 Inhibidores de B-lactamasas: conservan en su estructura el anillo betalactamico.
En el acido clavulanico, el anillo tiazolidinico de las penicilinas es sustituido por un anillo
oxazolidinico; el sulbactam es la 6-desaminopenicilinasulfona y el tazobactam es la
sulfona del acido penicilanico. Ambos compuestos carecen de actividad antibacteriana
propia, pero al inhibir competitivamente las [(-lactamasas de diferentes especies

bacterianas, potencian la actividad de penicilinas y cefalosporinas’®.

6.2.3 Otros betalactamicos: los monobactamicos se caracterizan por la presencia de

un anillo betalactamico monociclico, al cual se unen diferentes radicales que confieren



al aztreonam una elevada resistencia a la inactivacion por B-lactamasas de bacterias
Gramnegativas (enterobacterias, Pseudomonas y otras bacterias Gramnegativas
aerobias). En el caso de los carbapenemes, el azufre endociclico es sustituido por un

grupo metileno, quedando el atomo de azufre en posicion adyacente al anillo biciclico™®.

6.2.4 Cefalosporinas: contienen un nucleo constituido por acido 7-
aminocefalosporanico formado por un anillo betalactamico unido a un anillo de
dihidrotiazida. Sustituciones en las posiciones 3 y 7 modifican su actividad

antibacteriana y sus propiedades farmacoldgicas'®.

Clinicamente las cefalosporinas se han divido en compuestos de primera, segunda
tercera y cuarta generacion. Las cefalosporinas de primera generaciéon son muy activas
frente a cocos Grampositivos como S. aureus, S. pyogenes y S. pneumoniae y tienen

actividad limitada contra E. coli, P. mirabilis (indol negativo) y K. pneumoniae®.

Las cefalosporinas de segunda generacién deben ser considerados en dos grupos:
cefalosporinas y cefamicinas (cefoxitina, cefotetan, y cefmetazol). En comparaciéon con
los de primera generacion. Las verdaderas cefalosporinas de este grupo incluyen una
gama de antibidticos parenterales y orales, que proporcionan de manera significativa
mejora en la actividad frente a H. influenzae, M. catarrhalis, N. meningitidis y N.
gonorrhoeae, comparable a la actividad contra estafilococos y estreptococos y en
determinados casos contra algunas enterobacterias. Cepas productoras de BLEE
parecen sensibles in vitro a cefamicinas, pero estos agentes no han demostrado su

fiabilidad cuando se utilizan para el tratamiento de la infeccién in vivo®.

Las cefalosporinas de tercera generacion son activas contra bacilos Gramnegativos
facultativos. Ademas, tienen una potente actividad antimicrobiana frente a S.
pneumoniae S. pyogenes, y otros estreptococos. También, tienen una excelente
actividad frente a H. influenzae, N. meningitidis, N. gonorrhoeae, y M. catarrhalis. A
pesar de su amplia utilizacién, estos agentes han conservado un grado
excepcionalmente alto de actividad contra E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis (indol

positivo), Proteus spp., Providencia spp. y Serratia spp. La actividad de estos agentes
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contra las enterobacterias se ha cuestionado recientemente por la resistencia mediada
por B-lactamasas. Las B-lactamasas codificadas cromosdmicamente de tipo AmpC, que
son inducibles o que pueden ser derreprimidas de forma estable y transfieren
resistencia a todas las cefalosporinas han dado lugar a un numero de infecciones por
Enterobacter spp. y C. freundii. Ademas, las BLEE mediadas por plasmidos, que
transfieren resistencia a cefalosporinas de tercera generacion tienen como

consecuencia mutaciones puntuales en los genes TEM o SHV?,

En las cefalosporinas de cuarta generacion encontramos dos compuestos cefepime y
cefpirome. Puesto que son compuestos eléctricamente neutros les es posible cruzar
rapidamente la membrana externa de bacterias Gramnegativas y alcanzar una
significativa concentracién en el espacio periplasmico. Esta caracteristica combinada
con su relativa resistencia a hidrdlisis por B-lactamasas tipo AmpC y alta afinidad por
PBP de bacilos Gramnegativos denota a estos compuestos con actividad especifica
contra las enterobacterias y P. aeruginosa, asi como H. influenzae y Neisseria spp.
Cefepime y cefpirome son inductores débiles de B-lactamasas tipo AmpC y seleccionan
de manera estable a enterobacterias derreprimidas con menos frecuencia que las
cefalosporinas de tercera generacion, caracteristica que puede proteger contra la

aparicion de resistencia entre los bacilos Gramnegativos?.

6.3 Mecanismos de trasmision de resistencia
Las formas mas comunes de trasmision de mecanismos de resistencia en las bacterias

son: Transformacién, transduccién y conjugacion?’.

6.3.1 Transformacion: las bacterias podrian encontrar fragmentos desnudos de ADN
que transportan genes de resistencia antimicrobiana. Estos fragmentos son introducidos
en la célula mediante un proceso denominado transformacion. El fragmento de ADN es
incorporado en el cromosoma de la célula huésped por recombinacion y la célula

resultante es resistente?”.

6.3.2 Transduccidn: es una forma de transferencia de ADN mediada por bacteriéfagos.

A baja frecuencia, pueden accidentalmente empaquetar segmentos de ADN del
11



huésped en su capside e inyectar este ADN en un nuevo huésped, en el cual puede

recombinarse con el cromosoma celular y ser heredado?".

6.3.3 Conjugacion: esta requiere de elementos genéticos independientemente
replicables llamados plasmidos conjugativos o elementos cromosémicamente
integrados, que incluyen transposones. Estos elementos codifican proteinas que

facilitan su propia transferencia?’.

6.3.3.1 Transposones: son elementos que pueden existir en los plasmidos o integrarse
en otros transposones o en el cromosoma de la célula huésped. Estas piezas de ADN
contienen regiones terminales que participan en la recombinacién y especifican una
proteina que facilitan la incorporacién dentro y fuera de regiones gendémicas especifica.
Los transposones conjugativos son los unicos que tienen cualidades de plasmidos y
pueden facilitar la transferencia de plasmidos endégenos de un organismo a otro. El
movimiento intracelular de ADN es una propiedad de los transposones, los cuales

aleatoriamente recombinan o saltan entre los replicones?’.

6.3.3.2 Integrones: contienen colecciones de genes que son generalmente clasificados
de acuerdo a su secuencia de proteinas (integrasas) que imparten la funcién de
recombinaciéon. Tienen la habilidad de integrarse establemente en regiones de otros
ADNs donde envian, por intercambio unico, multiples genes nuevos, particularmente de

resistencia antimicrobiana®’.

6.3.3.3 Plasmidos: contienen genes de resistencia y muchos otros; se replican
independientemente del cromosoma del huésped y puede diferenciarse por sus
origenes de replicacion. Multiples plasmidos pueden existir en una sola bacteria, donde

sus genes se agregan a los genes del microorganismo??.

6.4 Mecanismos de resistencia:

6.4.1 Impermeabilidad de la membrana bacteriana externa: las bacterias

Gramnegativas pueden volverse resistentes a los antibidticos betalactamicos mediante
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el desarrollo de barreras de permeabilidad. Esto es usualmente provocado por porinas
alteradas en la membrana externa que ya no permiten la entrada y el transito de las
moléculas del antibidtico dentro de la célula. Cuando los betalactamicos no pueden
alcanzar las proteinas fijadoras de penicilinas (siglas en Inglés: PBPs), la célula es

resistente?.

6.4.2 Alteraciéon de los blancos: las PBPs tanto en bacterias Grampositivas y
Gramnegativas pueden ser alteradas mediante mutacibn de manera que los
betalactamicos no puedan unirse a ellas; por tanto la célula es resistente a agentes

antimicrobianos®.

6.4.3 Bombas de flujo: una amplia variedad de bombas de flujo proveen resistencia
antimicrobiana tanto en bacterias Grampositivas como en Gramnegativas. El flujo activo
de antibidticos es mediado por proteinas transmembrana insertadas en la membrana
citoplasmica y, en el caso de los organismos Gramnegativos involucra también
componentes en la membrana externa y periplasma. Estas proteinas forman canales
que exportan activamente a un agente antimicrobiano fuera de la célula tan rapido como

entra®.

6.4.4 Alteracidon de Rutas Metabdlicas: algunos microorganismos desarrollan una ruta
metabdlica alterada que elude la reaccion inhibida por el antimicrobiano. Mutaciones
que inactivan la timidilato sintetasa bloquean la conversion de deoxiuridilato a timidilato.
Estos mutantes requieren timina o timidina exdgena para la sintesis de ADN y por ende
son resistentes a los antagonistas de la ruta del folato como las sulfonamidas vy

trimetoprim?>.

6.4.5 Produccion de enzimas:

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo betalactamicos de estos
antibidticos y los convierte en compuestos biolégicamente inactivos. En bacterias
Gramnegativas, las B-lactamasas se sintetizan de forma constitutiva y en pequena

cantidad, secretandose posteriormente al periplasma. Su situacién es estratégica y
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escasas moléculas de enzima pueden inactivar al antibidtico a su paso al periplasma a

través de las porinas'®.

Las B-lactamasas son comunmente clasificadas de acuerdo a dos esquemas generales:
el esquema de clasificacién molecular de Ambler y el sistema de clasificacién funcional

de Bush-Jacoby-Medieros?*.

El esquemas de Ambler divide a las B-lactamasas en cuatro grupos mayores (A-D). La
base de este esquema de clasificacion recae sobre la homologia de las proteinas
(similitud de aminoacidos) y no en las caracteristicas fenotipicas. A la vez en este
esquema de clasificacion de B-lactamasas las clases A, C y D son B-lactamasas con
residuos de serina. En contraste, las enzimas de clase B son metalo-B-lactamasas con
residuos de zinc. Por otro lado en el esquema de clasificacion de Bush-Jacoby-
Medieros es acorde a las similitudes funcionales (sustrato y perfil de inhibidores). Hay
cuatro grupos mayores y multiples subgrupos en este sistema. Este esquema es de
mayor utilidad para el diagndstico de laboratorio porque considera los inhibidores vy

sustratos de B-lactamasas que son clinicamente relevantes?.
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Figura 1. Mecanismos de resistencia en bacterias Gramnegativas y el efecto ante los
antibiéticos. Varios mecanismos de resistencia se presentan en bacterias Gramnegativas,
algunas son mediadas por plasmidos moviles. Estos incluyen perdida de porinas, que reducen
el movimiento de antibiéticos a través de la membrana celular. Presencia de p-lactamasas en el
espacio periplasmatico, que degradan betalactamicos. Aumento en la expresién de bombas de
flujo que expulsan el antibidtico antes de que este pueda hacer efecto. Presencia de enzimas
que modifican a los antibiéticos, las cuales hacen al antibiético incapaz de interactuar con su
objetivo. Mutaciones en los sitios de union, que evitan que el antibiético se una a su objetivo.
Mutaciones o modificaciones ribosomales, que evitan que el antibiético se una y de esta manera
inhibe la sintesis de proteinas. Alteracién metabdlica, esta utiliza una enzima resistente

alternativa para desviar el efecto inhibitorio del antibiético?
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6.4.5.1 Enzimas tipo SHV: estas enzimas puede ser el tipo de BLEE mas frecuente en
aislados clinicos de cualquier tipo. La SHV se refiere a una variable de sulfidrilo. Esta
designacion se realizé debido a que se penso que la inhibicidon de la actividad de SHV
por p-cloromercuriobenzoato era relacionada al sustrato, pero se observé que era

variable acorde al sustrato utilizado en el ensayo®.

La familia de B-lactamasas tipo SHV parecen haber sido derivadas de Klebsiella spp. El
progenitor de la clase de enzimas SHV, SHV-1 es universalmente encontrada en K.
pneumoniae. En muchas de estas cepas, el gen que codifica SHV-1 o su precursor
aparente, LEN-1, reside en el cromosoma bacteriano también. Puede ser que el gen
SHV-1 evolucioné como un gen cromosomico en Klebsiella spp. y luego fue incorporado
en el plasmido, el cual ha sido extendido a otras especies de enterobacterias. La SHV-1
confiere resistencia a penicilinas de amplio espectro como la ampicilina, ticarcilina y

piperacilina, pero no a las cefalosporinas con sustitucion de oxamino?.

Para 1983 en Alemania, se demostré que la causa de resistencia transferible a
cefotaxima, asi como a otras cefalosporinas, llamada SHV-2, deriva de la mutacién de
SHV-1. La mutacién, cambié el aminoacido en la posicién 238 de glicina por serina,
dando lugar a una afinidad mejorada de SHV-2 por cefalosporinas oxamino, con un
incremento significativo en MIC (Concentracion minima de inhibicion) a cefotaxima y
mas limitado aumento en MIC de ceftazidima. Ahora hay alrededor de 40 BLEE tipo
SHVZ.

En Latino América el primer aislamiento de bacteria productora de BLEE fue reportado
en Argentina en 1981 en una cepa de K. pneumoniae productora de betalactamasa tipo
SHV-5%. Igualmente se descubrié otra cepa de K. pneumoniae en Chile para 1985 que
era productora de betalactamasa tipo SHV-5%. En la actualidad SHV-5 y SHV-12
predominan en Sur America en estudios de resistencia®. En México, se reportaron B-
lactamasas tipo SHV-5 y SHV-2 en K. pneumoniae aisladas de infecciones del torrente

sanguineo®’.

6.4.5.2 Enzimas tipo TEM: la familia de B-lactamasas tipo TEM son derivadas de TEM-1
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y TEM-2. TEM-1 fue reportada de una cepa de E. coli aislada de un paciente en Atenas,
Grecia, llamado Temoneira. TEM-1 puede hidrolizar la ampicilina a mayor rango que
carbenicilina, oxacilina o cafalotina y tiene una actividad insuficiente contra
cefalosporinas de espectro extendido. Es inhibido por acido clavulanico. TEM-2 tiene el
mismo perfil hidrolitico que TEM-1, pero difieren de TEM-1 en tener promotor nativo

mas activo pero con diferente punto isoeléctrico®.

TEM-1 es la responsable de mas de 50-60% de la resistencia a ampicilina mediado por
plasmido en E. coli., que normalmente se encuentra localizado en el transposon Tn3,
una serie de eventos de transposiciones y reordenamientos han permitido al gen TEM-1
migrar un numero creciente de Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae. Es
capaz de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de primera generacion pero incapaz de

atacar a cefalosporinas oxamino>2.

Alrededor de 100 tipos de [B-lactamasas de espectro extendido de tipo TEM han sido
descritas. De las cuales la mayoria son BLEE. Un numero de derivados de TEM se han
descubierto que tienen afinidad reducida a inhibidores de [B-lactamasas, estas tienen
actividad hidrolitica insignificante contra cefalosporinas de espectro extendido y no son

consideradas BLEE®?,

Las enzima tipo TEM se reportaron por primera vez en Latinoamérica en el 2003,
describiendo las enzimas TEM-10 y TEM-12 en aislamientos de K. pneumoniae®*. Sin
embargo las B-lactamasas tipo TEM han sido reportadas muy raramente en paises
latinoamericanos?*. Un reporte muestra que TEM-10 y TEM-12 estan entre las enzimas

tipo TEM mas comunes detectadas en Latinoamérica®.

6.4.5.3 Enzimas tipo CTX-M: son mayormente activas contra cefotaxima y ceftriaxone
que contra ceftazidima, pero puntos de mutacion cerca del sitio de accion de algunas
enzimas de los grupos CTX-M-1 y 9 han incrementado su habilidad para hidrolizar
significativamente ceftazidima. Estas enzimas pertenecen a la clase A de la clasificacion
de Ambler, pero no estan relacionadas a otras BLEE como las TEM y SHV. En la

actualidad, las B-lactamasas tipo CTX-M incluye mas de 80 diferentes enzimas que
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estan divididas en 6 grupos basadas en las diferencias de sus aminoacidos e incluyen:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 y CTX-M-45%.

A diferencia de la mayoria de BLEE adquiridas, la fuente original de genes que codifican
las B-lactamasas tipo CTX-M es conocida. Las fuentes de los factores determinantes de
CTX-M residen en los cromosomas de los miembros del genero Kluyvera; que incluye
un numero de especies del medio ambiente con poca o sin actividad patdogena contra

los humanos®®.

Aunque las enterobacterias productoras de p-lactamasas tipo CTX-M han sido
relacionadas con infecciones nosocomiales, las cepas de E. coli productoras de estas
enzimas son responsables de la mayoria de las infecciones adquiridas en la

comunidad®’.

CTX-M fueron primeramente reportadas en Japon en 1986. Organismos productores de
CTX-M especifica han sido aislado en diferentes paises: La CTX-M-9 y CTX-M-14 son
las mas frecuentes en Espafia; CTX-M-14 en Canada y China; CTX-M-1 en ltalia; CTX-
M-3 en Polonia; CTX-M-2 en Japén e lIsrael, mientras que la CTX-M-15 se ha
encontrado en todos los continentes exceptuando La Antartica. Durante los afios 90 se
reportaron pequefios brotes de origen nosocomial, principalmente de enterobacterias
productoras de CTX-M-2, en Sur América (especialmente Argentina)®; Sin embargo,
desde el 2000, cepas de E. coli productoras de B-lactamasas CTX-M han surgido a nivel
mundial como una causa importante de infecciones de vias urinarias adquiridas en la
comunidad y a esto se le ha llamado “CTX-M pandémica™®. Este fendmeno ha
avanzado rapidamente; especialmente en los ultimos 5 afos y ahora estas enzimas son

las BLEE mas comunes encontradas en vastas partes del mundo®.

6.4.5.4 Carbapenemasas: son [-lactamasas que confieren resistencia a los
carbapenémicos (por ejemplo, imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem). Muy a
menudo estas enzimas confieren resistencia a otros agentes betalactamicos, incluyendo
cefalosporinas de espectro extendido. Las enzimas se encuentran generalmente en las
bacterias aisladas que ya son resistentes a casi todos los otros antimicrobianos y las

opciones de tratamiento para las infecciones causadas por estos organismos se
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reducen considerablemente®.

Las Carbapenemasas pertenecen a los tipos moleculares A, B y D. La clase A (grupo 2F
de Bush) se inhiben en diversos grados por acido clavulanico y por lo general hidrolizan
las penicilinas o cefalosporinas de manera mas eficiente que carbapenems. Por esta
razon algunas enzimas, como las KPC, carecen de fuerte actividad y pueden ser
considerados como BLEE que también hidrolizan carbapenems. La clase A incluyen las
enzimas de la familia KPC, IMI, SME, NMC-A, y GES. Estas enzimas son comunmente

producidas por los miembros de la familia Enterobacteriaceae*’.

Las enzimas Clase B (Grupo 3 de Bush) son metalo-B-lactamasas, que normalmente
hidrolizan carbapenems de manera eficiente, pero no aztreonam, son resistentes a los
inhibidores de B-lactamasas, pero son inhibidas por agentes quelantes como el EDTA.
Las mas importantes incluyen las familias VIM y IMP y SPM-1, que se han detectado en

las cepas de P. aeruginosa, Enterobacteriaceae y A. baumannii*'.

Las carbapenemasas de clase D hidrolizan carbapenems débilmente y se inhiben de
forma eficaz por acido clavulanico. Pertenecen a la familia OXA y son comunmente
producidos por Acinetobacter spp., Pero también se han reportado en algunos P.

aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli*'.

6.4.5.5 Enzimas tipo AmpC: son enzimas codificadas en los cromosomas de muchas de
las enterobacterias y otros pocos organismos, hidrolizan preferentemente
cefalosporinas de primera, segunda, tercera generacion y cefamicinas, y resisten a la

inhibicion por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam*.

En muchas bacterias, las enzimas AmpC son inducibles y se puede expresar altos
niveles de mutacion. La sobreexpresion confiere resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro como la cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona. Estas enzimas se han detectado
en algunos aislamientos de Klebsiella spp., Salmonella spp., C. freundii, E. aerogenes,
P. mirabilis y E. coli y son tipicamente asociados con resistencia a multiples farmacos**

43

19



La resistencia a las enzimas AmpC mediada por plasmidos es menos comun que la
produccion de B-lactamasas de espectro extendido en la mayor parte del mundo. Las

AmpC mas comunes pertenecen a las familias: CMY, FOX, y DHA*.

6.5 Enterobacterias productoras de B-lactamasas causantes de
infecciones de vias urinarias

La distribucion de infecciones causadas por bacterias Gramnegativas productoras de B-
lactamasas es mundial. Debido a la frecuencia con que se presentan estas infecciones
se han realizado muchos estudios en diferentes partes del mundo, con el propdsito de
describir la magnitud del problema. Pero a simple vista es dificil tener una incidencia a
escala geografica que sea acertada porque ha sido dificil de determinar debido a que

esta puede variar entre diferentes hospitales.

Sin embargo se han realizado estudios recientes en diferentes zonas como en Estados
Unidos y Europa publicado por Winokur y col. Con los siguientes resultados: Estados
Unidos (Porcentaje de BLEE K. pneumoniae 7.6%, E. coli 3.3% y P.mirabilis 4.9%)°;
Europa (Porcentaje de BLEE K. pneumoniae 22.6%, E. coli 5.3% y P.mirabilis 11.1%)°.
En America Latina Sader y col. encontraron entre los aislamientos que el porcentaje de
BLEE K. pneumoniae era de 47.3% y E. coli 6.7%'°. En el pacifico de Asia Bell y col.
obtuvieron un porcentaje de BLEE en K. pneumoniae 25.2%, E. coli 10.1% y P. mirabilis
1.4%)".

En Nicaragua informacion referente a la prevalencia de bacterias Gramnegativas
multirresistentes y productoras de BLEE es escasa. Sin embargo es importante indicar
que el Ministerio Nacional de Salud posee un sistema de vigilancia en algunos
departamentos del pais para la deteccion de BLEE, no asi de los genes que lo
producen, sin embargo no ha habido un reporte oficial hasta la fecha de hoy. Entre las
publicaciones que abordan este problema en Nicaragua, Amaya y col., en su estudio de
resistencia antimicrobiana en bacterias Gramnegativas aisladas de neonatos con sepsis

y del ambiente de la sala de cuidados intensivos de neonatos (UCIN) del Hospital
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Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA) Ledn, indican que la mayoria de estos
patégenos fueron altamente resistentes y con una alta prevalencia de produccion de
TEM, SHV y CTX-M. Ademas, se encontraron clones similares de K. pneumoniae multi-
resistentes y productores de BLEE que afectaron a los neonatos y que también fueron
aislados del ambiente'®. Otro ejemplo es el de Matute y col., en su estudio sobre
resistencia antimicrobiana en uropatégenos, indican que E. coli (56%), Klebsiella spp.
(18%), Enterobacter spp. (11%), Proteus spp. (3%) fueron los microorganismos mas
aislados; siendo E. coli resistente a amoxicilina (74%), trimetoprim-sulfametoxazole
(63%), ciprofloxacin (29%), gentamicina (11%) y amoxicilina-acido clavulanico (34%)"°.
En otro estudio mas reciente Bours y col. analizaron el perfil de resistencia de
uropatégenos, los resultados muestran porcentajes altos de resistencia ante antibidticos

comunmente utilizados para el tratamiento contra este patégeno; por ejemplo, en E. coli

se encontro alta resistencia a ampicilina (61.4%), amoxicilina-acido clavulanico (18.6%),

ceftriaxona (20.5%), gentamicina (25.0%), trimetoprim-sulfametoxazole (38.6%),

ciprofloxacina (31.8%), y cefalotina (45.5%)"*.

Las infecciones de vias urinarias pueden ocurrir en cualquier parte del tracto urinario
pero usualmente en la vejiga, rifiones o prostata. Desde el punto de vista microbioldgico

el crecimiento de 210° organismos por mililitro en la muestra de orina indica infeccion®*.

Muchos microorganismos pueden infectar el tracto urinario, pero la mayoria de los
agentes son bacilos Gramnegativos. E. coli causa el 80% de infecciones agudas. Otros
bacilos Gramnegativos, especialmente Proteus y Klebsiella spp. ocasionalmente.
Enerococcus spp. y Staphylococcus coagulasa negativos son Grampositivos que se
aislan comunmente. Ciertas levaduras como Candida albicans (mas comun), C.

tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis también se pueden aislar del tracto urinario** *°.

En la gran mayoria de las infecciones, las bacterias ganan acceso a la vejiga a través
de la uretra. El ascenso de las bacterias desde la vejiga puede darse a continuacion y
es probablemente la via de entrada para la mayoria de las infecciones del parénquima

renal**.
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La virulencia de un organismo se relaciona con su capacidad de adhesion a las células
epiteliales. E. coli tiene muchas proyecciones, en forma de pelo, llamadas fimbrias o pili
que interactuan con la glicoproteina y los receptores de glucolipidos en el epitelio renal.
Hay dos grandes tipos de fimbrias tipo | y tipo P. La adhesina de fimbrias tipo | se
conoce como “FimH” y se une a un receptor de glicoproteina en la célula que expresa
manosa en su sitio de uniéon. La adhesina en la fimbrias tipo P (PapG) se une a un
receptor glicoesfingolipido que expresa el azucar Gala1-4Galf3 (uno de los P antigenos
de grupo sanguineo). Fimbrias tipo | con unién de manosa permiten la colonizacion del

epitelio por E. coli, mientras la fimbria P inicia la cascada inflamatoria“®.

6.6 Tratamiento a enterobacterias productoras de f3-lactamasas que
causan infecciones de vias urinarias

El tratamiento para las infecciones de vias urinarias requiere de antibiéticos especificos
dirigidos a un agente conocido o que se presume que esta causando la infeccion®. En
relacion al microorganismo infectante y la localizacion anatémica de este se emplean
diversos tratamientos empiricos para tratar de eliminar a estos agentes como:
trimetoprim-sulfametazole, quinolonas, macrdlidos y nitrofurantoina (cistitis no
complicada); quinolonas, ceftriazona o gentamicina y trimetoprim-sulfametazole
(pielonefritis no complicada); ampicilina y gentamicina, quinolonas, aztreonam vy
ticarcillin/clavulanato (infeccién de vias urinarias complicada)**. Los farmacos que
usualmente se prescriben basados en las recomendaciones del MINSA son:
cotrimoxazole, amoxicillina, ampicilina, aminoglucosidos, cefalosporinas, acido

nalidixico y nitrofurantoina®.

La presencia de BLEE complica la seleccion del antibiotico a emplearse especialmente
en pacientes con infecciones serias como bacteremia. La razon de esto es que las
bacterias productoras de BLEE son usualmente multiresistentes a varios antibiéticos, un
dato interesante es que las cepas productoras de CTX-M acarrean co-resistencia a

fluoquinolonas™’.
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6.6.1 Carbapenems: son considerados el tratamiento de eleccion contra infecciones
serias causadas por bacterias productoras de BLEE ya que varios estudios han puesto
de manifiesto la efectividad clinica y los resultados de infecciones graves tratadas con

los carbapenems®’.

6.6.2 Cefalosporinas: las cefalosporinas de segunda y tercera generacién no son
consideradas como opciones de tratamiento debido al alto nivel de resistencia. Sin
embargo, cefepima, una cefalosporina de cuarta generacibn muestra una mejor
actividad (en comparacién con otras cefalosporinas) contra algunas bacterias que
producen BLEE. Estudios in vitro han confirmado que los microorganismos son
generalmente susceptibles a la accion antimicrobiana de cefepima, lo que sugiere la
eleccion de este antibidtico para el tratamiento de algunas infecciones causadas por

cepas que son resistentes a cefalosporinas de tercera generacién‘”.

6.6.3 Cefamicinas: se evita la prescripcion de estas por la co-resistencia a estos
agentes contra enterobacterias productoras de BLEE, principalmente por la pérdida de

porinas o expresion concomitante de B-lactamasas tipo AMP-C*'.

6.6.4 Combinaciones de betalactamicos/ inhibidores de B-lactamasas: el grado de
actividad de los inhibidores de [(B-lactamasas contra la hidrélisis de betalactamicos por
enzimas BLEE puede variar por el tipo de inhibidor asi como el tipo de BLEE.'®
Diferentes estudios sugieren que piperacilin/tazobactam puede ser de gran ayuda en el
tratamiento de algunas infecciones de patdgenos productores de BLEE. Sin embargo
esta recomendacion debe ser interpretada cuidadosamente debido a la poca base de

datos®’.

6.6.5 Aminoglucodsidos: desde que la mayoria de las BLEE estan localizadas en
plasmidos grandes que albergan genes de resistencia a otra clase de antibidticos,
especialmente gentamicina y trobamicina; la resistencia a aminoglicosidos se ha
aumentado recientemente con el surgimiento de E. coli productora de CTX-M-15 en la

comunidad. Por lo tanto el uso de estos antibiéticos es limitado®*’.
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6.6.6 Fluroquinolonas: la resistencia a las fluoroquinolonas ha llegado a inmensas
proporciones en Enterobacteriaceae productoras de CTX-M, con tasas de resistencia
que van del 55% al 100% en diferentes areas del mundo. Por lo tanto, las
fluoroquinolonas tienen un papel limitado en el tratamiento de la infeccién causada por
las bacterias productoras de BLEE. Sin embargo siguen siendo una opcion si el

aislamiento a prueba es susceptible a estos agentes®’.

6.6.7 Otros agentes: la Fosfomicina es un bactericida que actua como inhibidor de la
pared celular interfiriendo en el primer paso de biosintesis de peptidoglicano. Tiene un
amplio espectro de actividad y la resistencia en aislamientos clinicos es rara. Después
de muchos afios de uso, la fosfomicina sigue siendo activa frente a uropatdégenos mas

comunes Y la incidencia de cepas resistentes de E. coli es baja (alrededor de 2%)*'.

La Nitrofurantoina es un nitrofurano restringido para tratamiento o prevencién de cistitis
no complicada; y es una opcion para las infecciones de vias urinarias no complicadas

por bacterias productoras de BLEE*',

La tigeciclina, un derivado de la minociclina, es el primer miembro de la clase de
glicilciclinas disponible para uso clinico. Tiene la propiedad de evadir los mecanismos
comunes de resistencia a las tetraciclinas que expresan bacterias Gramnegativas y
Grampositivas. La tigeciclina ha demostrado una excelente actividad frente E. coli

productora de BLEE, especialmente las productoras de enzimas CTX-M*’.

Otros agentes como temocilina y colistina muestran buena actividad in vitro contra
bacterias productoras de BLEE. Sin embargo, no hay muchos datos clinicos sobre el
uso de estos medicamentos para las infecciones causadas por bacterias productoras de
BLEE®.

6.7 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusiéon en agar

La prueba de sensibilidad por difusion con discos o método de Kirby-Bauer consiste en
colocar discos de papel impregnados de antibidticos en la superficie de un agar
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previamente inoculado con una suspension bacteriana de concentracién conocida®®.

Se produce simultaneamente la difusion de antibidtico y el crecimiento bacteriano en la
superficie del agar. Cuando se alcanza la masa celular critica de bacterias, después de
4 6 10 horas, aparece el crecimiento bacteriano. En el area donde la concentracién de
antibiético es suficiente para evitar el crecimiento bacteriano se observa un halo de
inhibicion con borde definido claramente y con el disco ubicado en el centro del circulo.
En el borde de este halo la concentracién del antibiético, conocida también como

concentracidn critica se aproxima a la MIC obtenida en las pruebas de diluciéon®.

De los muchos medios disponibles, se considera el Agar Mueller-Hinton como el mejor
para pruebas de susceptibilidad de rutina de bacterias no fastidiosas por las siguientes
razones: reproducibilidad aceptable lote a lote para ensayos de susceptibilidad, es bajo
en inhibidores de sulfonamida, trimetoprim, y tetraciclina, crecimiento satisfactorio para

la mayoria de los patégenos no fastidiosos*®.

6.7.1 Factores que afectan el diametro del halo de inhibicion:

6.7.1.1 Profundidad: la medicién de la profundidad del agar debe realizarse con cada
nueva preparacion de Mueller-Hinton y debe ser de 4mm. Este grosor se logra
agregando 25 ml de agar por cada plato de 100 mm de diametro. Cuando se tengan
lotes de Petri mayores de este diametro se debe agregar mayor cantidad de agar de tal

manera que la profundidad del agar sea siempre de 4mm*.

6.7.1.2 pH: el pH de cada lote de agar Mueller- Hinton deberia ser chequeado cuando el
medio es preparado. El agar debe tener un pH entre 7.2 y 7.4 después de gelificar a
temperatura ambiente. Si el pH es muy bajo, ciertas drogas pareceria que pierden
potencia (por ej. aminoglicésidos, quinolonas y macrdlidos), mientras otros agentes
pueden presentar excesiva actividad (por ej. tetraciclinas). Si el pH es muy alto, puede
esperarse efectos opuestos. El pH puede ser controlado por ejemplo macerando una

cantidad suficiente de agar para sumergir la punta del electrodo®®.
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6.7.1.3 Humedad: un exceso de humedad justo antes del uso se presenta en la
superficie del agar, las placas deberian ponerse en una incubadora (35°C) o una
camara de flujo laminar con las placas entreabiertas hasta que el exceso de humedad
se haya perdido por evaporaciéon (usualmente 10 a 30 minutos). La superficie debe ser
humeda, pero sin gotas de humedad en la superficie del medio o en la tapa de la placa

antes de ser inoculada®®.

6.7.1.4 Efectos de Timidina y Timina: el medio que contiene excesiva cantidad de
Timidina o Timina puede invertir los efectos inhibitorios de sulfonamidas y trimetoprim,
dando zonas mas pequefias, menos nitidas o ninguna zona, lo que podria resultar en
un falso informe de resistencia. El agar Mueller-Hinton a usar debe ser de tan bajo
contenido en Timidina como sea posible. Un medio satisfactorio dara esencialmente

zonas nitidas de inhibiciéon de = 20 mm*,

6.7.1.5 Efectos de cationes divalentes: la variacion en cationes divalentes,
principalmente Magnesio y Calcio, afecta los resultados de ensayo de aminoglicésidos y
tetraciclinas con cepas de Pseudomonas aeruginosa. Un contenido excesivo de
cationes reduce el tamano de las zonas, mientras que el bajo contenido podria resultar

en un tamafio inaceptable de la zona de inhibicion®.

6.8 Reaccién en cadena de la polimerasa (Siglas en inglés: PCR)

El PCR es un método libre de células, rapido y sensitivo de clonacion de fragmentos de
ADN. ElI PCR estandar es un procedimiento in vitro para la amplificacion de una
secuencia especifica de ADN, desde cantidades muy pequefias de material genético o
de origen antiguo. La amplificacién especifica requiere alguna informacion primordial
sobre las secuencias del ADN objetivo. Basado en esta informacion, dos primers de
alrededor 15-25 pares de bases son disefiados. Los primes son complementarios para

unirse a los extremos 3' del sito de unién y se une especificamente a este®.

El PCR es una reaccidén en cadena porque las nuevas bandas de ADN actuan como

plantillas para futura sintesis de ADN que son alrededor de 25-35 ciclos subsecuentes.
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Tedricamente cada ciclo duplica la cantidad de ADN amplificado. Al final, al menos estan
presentes 105 copias del objetivo especifico a secuenciar. Esto puede ser visualizado

como una banda de tamano especifico después de la electroforesis en gel49.

Cada ciclo, involucra 3 tiempos estrictamente controlados y reacciones a temperaturas
controladas en termocicladores automatizados, toma alrededor de 1-5 minutos. Los 3
pasos en cada ciclo son: desnaturalizacidon de la doble cadena de ADN, entre 93-95°C,
la fusién de los primers entre 50-70°C dependiendo de la temperatura de fusién
esperada del ADN de doble cadena, y la sintesis de ADN utilizando ADN polimerasa
termoestabale (a partir de microorganismos que viven en fuentes calientes como el
Thermophilus aquaticus, taq polimerasa), casi siempre entre 70-75°C. En cada ciclo
posterior el ADN sintetizado sirve como plantilla para otra ronda de sintesis. El primer
ciclo da como resultado ADN sintetizado de longitudes variables que terminan en 3'
porque la sintesis continua mas aya del sitio de secuencia. Lo mismo pasa durante los
ciclos subsecuentes, pero las cadenas variables son rapidamente superadas por ADN
nuevo con longitudes corregidas a ambos extremos porque las sintesis no puede

continuar pasado el termino de los primers en la plantilla opuesta®.
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. Metodologia

Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal.
Periodo de estudio: Enero a Julio del 2010

Poblacién de estudio: Todas las enterobacterias aisladas a partir de urocultivos
en los Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Médicas UNAN-Leo6n y en el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Regional

La Asuncion, Juigalpa, en el periodo comprendido de Enero a Julio del 2010.
Muestreo: No probabilistico por conveniencia.
Muestra: 110 enterobacterias aisladas de urocultivos.

Criterios de inclusion: Solamente enterobacterias aisladas de urocultivos

recolectados.

Aislamiento bacteriano e identificaciéon: Las bacterias fueron aisladas de los
centros: Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia (Facultad de Ciencias
Médicas UNAN-Leo6n) y el laboratorio de bacteriologia del Hospital Regional La
Asuncion (Juigalpa). Siguiendo los criterios de identificacion para Enterobacterias

del Manual de procedimientos de bacteriologia médica del MINSA™.

Coleccion: Las enterobacterias aisladas se guardaron en crioviales de rosca
(NUNC, Rochester, Estados Unidos) que contenian 2 ml caldo leche (Oxoid
Hampshire, Inglaterra) y 5 gotas de glicerina. Seguidamente se refrigeraran a -

20° C hasta su procesamiento final.

Perfil de resistencia y deteccion fenotipica de BLEE: Las muestras

refrigeradas se sembraron en agar MacConkey para su refrescamiento.

Posteriormente se resembraron en agar Mueller-Hinton para realizar sensibilidad
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antimicrobiana y se utilizaron los antibiéticos recomendados por CLSI para la

deteccion fenotipica de bacterias productoras de B-lactamasas. Los antibidticos
utilizados fueron®>°*;

Aztreonam 30 ug (ATM; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Cefotaxima 30 ug (CTX; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Cefpodoxima 30 ug (CPD; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Ceftazidima 30 pug (CAZ; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

Ceftriaxona 30 pg (CRO; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

e Confirmacion fenotipica de BLEE: Para la confirmacién de cepas productoras
de B-lactamasas se utilizd la prueba de sinergia de triple disco con una variacion

para la deteccién simultanea de AmpC y carbapenemasas. Los antibidticos

utilizados fueron®® %2,

Imipenem 10 pg (IMP; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Meropenem 10 uyg (MER; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

Amoxicilina con acido clavulanico10 ug (AMC; Oxoid, Hampshire,
Inglaterra)

Ceftazidima 30 ug (CAZ; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Ceftriaxona 30 pg (CRO; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Piperacilina/tazobactam 10 ug (TZP; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

Cefoxitina 30 pg (FOX; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

e Analisis de resultados: Los resultados fueron analizados con el programa
WHONET 5.6.

e Deteccion de genes blaSHV, blaTEM y blaCTX-M en enterobacterias por

técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR):

Extraccion de ADN: 5 colonias por cada muestra fueron suspendidas en 500
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ul de PBS. La suspension bacteriana fue hervida por 20 minutos,
posteriormente se centrifugd a 14000 RPM por 3 minutos para sedimentar los

restos celulares. El sobrenadante se utilizé para PCR®?.

Multiplex PCR: El PCR para la deteccién de los genes que codifican para B-lactamasas
se realizé utilizando cebadores universales, siguiendo el procedimiento descrito por

|54

Fang et al””. Como control positivo para la deteccion de los genes se utilizé una cepa

previamente analizada y publicada sobre la misma tematica abortada en este estudio.

Tabla1. Primers utilizados para el multiplex PCR:

Objetivo Secuencia (5-3") Producto
blaSHV f: CTT TAT CGG CCC TCACTC AA 273 pb
rr AGG TGC TCATCATGG GAAAG
blaTEM f: CGC CGC ATA CAC TAT TCT CAG AAT GA 445 pb
r: ACG CTC ACC GGC TCCAGATTTAT
blaCTX-M | f: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTKATG GC 593 pb
rr TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGAAYC AGC GG

Para la amplificacion del ADN molde se utilizé puReTaq Ready-To-Go PCR beads, por
cada tubo de PCR bead se agregaron las cantidades de la mezcla de PCR como se
detalla a continuacion.

Tabla 2. Mezcla de PCR

Material ML por reaccion Concentracion final
blaCTX-Mf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaCTX-Mr 10 yM 0.5 0.2 uM
blaTEMf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaTEMr 10 uM 0.5 0.2 uM
blaSHVf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaSHVf 10 yM 0.5 0.2 uM
Agua MilliQ 20

ADN molde 2
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Figura 2. Programa de amplificacion para blaSHV, blaTEM, blaCTX-M

30 ciclos
|
95°C 94° C
15 min. 30 sec.
72°C 72°C
62°C 1 min. ‘ 10 min.
90 sec. 4°C
a

PCR para grupos de CTX-M: Se realizé single PCR para la deteccion de los
grupos blaCTX-M-1, blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9 siguiendo el procedimiento

descri

to por Pitout et al*®.

Tabla 3. Primers utilizados:

Objetivo Secuencia (5°-3") Producto
CTX-M | f. GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 pb
Grupo1 | r: AGC CG C CGA CGC TAA TAC A

CTX-M | GCG ACC TGG TTA ACT ACA ATC C 351 pb
Grupo2 | ¢ 5GG TAG TAT TGC CCT TAA GCC

CTX-M | . GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474 pb
Grupo 9 | . 5TA AGC TGA CGC AAC GTC TG

Para la amplificacion del ADN molde se utilizaron puReTaq Ready-To-Go PCR beads,

por cada tubo P

CR bead se agregaron:

Tabla 4. PCR para la deteccion enzimas del tipo CTX-M grupo 1y 2

Material ML por reaccion Concentracion final
Primer f 10 uM 2 0.8 uM
Primer r 10 uM 2 0.8 uM
Agua MilliQ 19

ADN molde 2
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24 ciclos

96 °C 96° C

15 sec. 15 sec.

55°C

72°C

15 sec.

2 min.

4°C

a

Figura 3. Programa de amplificacion para blaCTX-M-1, blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9

El equipo que se utilizé fue el DNA Thermal Cycler GeneAmp® PCR System 9700

(Applied Biosystems, Foster City, CA)

Los productos de amplificacién fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.3% con

marcador de 100 pb (New England Biolab), tefido con bromuro de etidio, expuesto a luz

ultravioleta y fotografiado.
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8. Resultados

Identificacion bacteriana:

Se aislaron 110 enterobacterias, 50% de ellas en al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Ciencias Médicas UNAN-Le6n y el otro 50% en el
Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Regional La Asuncion, Juigalpa. La bacteria
Gramnegativa que se aislé con mas frecuencia en ambos laboratorios fue la E. coli, que

represento un 85.45% (94/110) del total de bacterias aisladas en este estudio.

Tabla 5. Aislamiento bacteriano

Numero de aislados

Microorganismos Ledén Juigalpa
E. coli 46 48

P. mirabilis 2 2

C. freundii 1

S. marcescens 1

E. cloacae 3
Klebsiella spp. 5 2
Total 55 55

Perfil de resistencia y deteccion de B-lactamasas:
Se encontrd que el 27.3% (30/110) de las bacterias estudiadas fueron productoras de (3-

lactamasas, de estos aislados el 90% (27/30) eran E. coli.

El perfil de resistencia de las E. coli productoras de [3-lactamasas muestra que estas
fueron resistente en un 100% a ceftriaxona. Ademas, se observd niveles altos de
resistencia a otros antibiéticos por ejemplo: aztreonam (80.7%), cefotaxima (92.3%),
cefpodoxima (96.1%), ceftazidima (84.6%) y amoxicilina con acido clavulanico (92.3%).
Es importante indicar que la resistencia a cefoxitina 30%(9/30) fue un indicativo de

producciéon de betalactamasa tipo AMP-C de acuerdo a la norma indicada por CLSI.
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Tabla 6. Perfil general de resistencia

Deteccidén fenotipica
Microorganismos | ,. No. Porcentaje de resistencia
Aislados

ATM | CTX | CPD | CAZ | CRO | AMC | FOX
E. coli 26 80.7 | 92.3 | 96.1 | 84.6 | 100 | 92.3 23
C. freundii 1" 100 100 100 | 100 | 100 100 100
P. mirabilis 1" 100 100 100 | 100 | 100 100
S. marcescens 1" 100 | 100 100 | 100 | 100 100 100
Klebsiella spp. 1" 100 100 100 | 100 | 100 100 100

ATM, Aztreonam; CTX, Cefotaxima; CPD, Cefpodoxima; CAZ, Ceftazidima; CRO, Ceftriaxona; AMC,

Amoxicilina con acido clavulanico; FOX, Cefoxitina.

* Dato no incluido en tabla: El resto de las bacterias estudiadas mostraron sensibilidad a todos los

antibiodticos.

* Notese que estos aislados son Unicos, por esto los antibiéticos a los que son resistentes aparece

representado en un 100%.

Se realizé un tamizaje para la deteccién de carbapenemasas mediante el uso de los

antibiéticos Meropenem, Imipenem y Piperacilina/tazobactam. Sin embargo, no se

identifico ningun aislado productor de estas enzimas.

En las bacterias productoras de BLEE se detectaron que de los 20 aislados de E. coli,
10 de estos poseen el gen que codifica para la enzima CTX-M, 9 aislados poseen genes
que codifican para blaCTX-M y blaTEM y solo un aislado presenté unicamente el gen

TEM. En el aislado de Citrobacter freundii se detectaron los genes blaTEM y blaCTX-M.

Ningun aislado sometido a estudio producia el gen que codifica para la enzima SHV.

Tabla 7. Deteccion

de R-lactamasas

Microorganismo Fenotipico Genotipico
BLEE | AMP-C |CTX-M |[TEM |CXT-MyTEM | SHV

E. coli 20 6 10 1 9

C. freundii* 1 1 1

P. mirabilis 1 1

S. marcescens 1

Klebsiella spp 1

Total 22 9 11 1 10

*Esta bacteria Produce tanto enzimas AMP-C como CTX-My TEM.
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Tabla 8. R-lactamasas identificadas segun el lugar de procedencia de los aislados

Mi ] Ledn Juigalpa

icroorganismos X-M -
9 CTX-M |TEM| AMP-C STEM CTX-M | TEM | AMP-C (;TT)I(EII\\II’I

E. Coli 1 1 6 2 5 3

P. mirabilis

C. freundii * 1 1

Klebsiella spp. 1

S. marcescens 1

Total 9 1 4 7 2 5 3

*Esta bacteria Produce tanto enzimas AMP-C como CTX-My TEM.

Clasificacion de grupos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9

Se lograron identificar 21 aislados de bacterias Gramnegativas productoras de enzimas
del tipo CTX-M, las cuales corresponden al grupo CTX-M-1, 16 E. coli. Del grupo CTX-

M-2 se detectaron 3 E. coli. No se identificé ningun aislado que codificara para el gen

blaCTX-M-9.

Tabla 9. Clasificacién de grupos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9

Ledén Juigalpa
Microorganismos |CTX-M-1 |CTX-M-2 |CTX-M-1 |CTX-M-2
E. Coli 12 2 4 1
P. mirabilis 1
C. freundii 1
Total 14 2 4 1
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9. Analisis de Resultados

La multiresistencia es un problema de salud publica que ha venido en aumento en los
ultimos anos; ha traido como consecuencia altos indices de mortalidad y el uso de
tratamientos ineficientes frente a bacterias que poseen genes que codifican para
enzimas capaces de hidrolizar los antibiéticos; aumentando los costos de resoluciénz,
por lo que se hace necesario conocer la frecuencia con que estos patégenos se
presentan en nuestro medio, tanto en infecciones nosocomiales como en la comunidad
(especialmente IVU). En nuestro pais no existe un informe que detalle la magnitud de la

situacion.

Los datos obtenidos en este estudio muestran que E. coli es el microorganismo mas
frecuente entre los aislados (85.45%). Esto se relaciona con estudios anteriores tal
como el estudio de resistencia en uropatégenos de IVU sintomaticas en Ledn,
Nicaragua realizado por Matute y col., sus resultados también muestran que Escherichia
coli (56%) fue el patébgeno mas frecuentemente aislado. Ademas, observaron niveles
altos de resistencia en este patégeno a amoxicilina (82%), trimetoprima-sulfametoxazole
(64%), ciprofloxacina (30%), amoxicilina-clavulanico (21%) y gentamicina (12%)'*. Otro
estudio realizado por Bours y cols., también indica que E. coli (48.4%) es el principal
patégeno aislado en pacientes con IVU; ademas muestran niveles altos de resistencia a
ampicilina  (61.4%), cefalotina (45.5%), trimetoprima-sulmetoxazole (38.6%),
ciprofloxacina (31.8%) y ceftriaxona (20.5%). Amicacina y nitroforantoina fueron los
unicos a los que los aislados mostraron sensibilidad. En el presente estudio se encontré
que los aislados de E. coli fueron resistentes a ceftriaxona (31.9%), aztreonam (24.5%),
cefotaxima (34%), cefpodoxima (30.9%), ceftazidima (21.3%) amoxicilina con acido
clavulanico (26.6%) y a cefoxitina (9.6%)°. (Tabla 2).

Todas las cepas productoras de B-lactamasas (27.3%) fueron resistentes a Ceftriaxona.
De estas el 30%(9/30) eran productoras de AMP-C, este tipo de enzima interfiere en el
diagndstico correcto de las BLEE dado que enmascara su deteccién al responder de la
misma manera al tamizaje®. Esta situacién se soluciond utilizando las técnicas

moleculares empleadas en este estudio que indico la presencia 6 ausencia de enzimas
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BLEE. Jacoby refiere que la resistencia por la produccion de enzimas AmpC mediada
por plasmidos es menos comun que la produccion de BLEE segun estudios

realizados*?.

Como ya se habia mencionado, el significado clinico de las B-lactamasas radica en la
capacidad que tienen de hidrolizar de manera efectiva penicilinas, cefalosporinas y
aztreonam, limitando asi las opciones terapéuticas; lo que consecuentemente aumenta
los costos de hospitalizaciones y cuidados del paciente®. Los resultados muestran que
los aislados productores de [B-lactamasas tuvieron altos niveles de resistencia a
ceftriaxone (100%), aztreonam (80.7%), cefotaxima (92.3%), cefpodoxima (96.1%),

ceftazidima (84.6%) y amoxicilina con acido clavulanico (92.3%).

El estudio realizado por Bradford® refiere que SHV puede ser el tipo de BLEE mas
frecuente en aislados clinicos de cualquier tipo. Sin embargo en este estudio no se
identificd la presencia del gen blaSHV en ningun aislado tratandose especificamente de

muestras procedentes de la comunidad.

Paterson y col. descubrieron el primer aislamiento de TEM de Latinoamérica en K.
pneumoniae*. También Villegas y col. demostraron la presencia de los genes blaTEM
mas comunes en Sur América®. En el presente estudio se detectaron genes que
codifican para la enzima TEM (33.3%) tanto en Ledn (23.3%) y Juigalpa (10%)
especialmente en los aislados de E. coli; de igual manera Rodriguez-Bafo detectd
genes que codifican para la produccion de B-lactamasas tipo CTX-M (69%), SHV (32%)
y TEM (6%) en 122 aislados de E. coli procedentes de la comunidad®’. Lo que confirma
la epidemiologia cambiante de las PB-lactamasas a nivel mundial, actualmente la
enzimas del tipo CTX-M son las de mayor prevalencia a nivel mundial®®.

Pitout afirma que el grupo de enzimas CTX-M se han convertido en un problema de
salud publica ya que se encuentran presentes en la mayoria de las bacterias asociadas
a infecciones tanto nosocomiales como adquiridas en la comunidad. E. coli
generalmente es el responsable de la produccion de B-lactamasas tipo CTX-M y

aparentemente suele ser un patdgeno productor de BLEE estrictamente adquirido en la
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comunidad®’. Desde el 2000, las E. coli productoras de B-lactamasas tipo CTX-M han
emergido a nivel mundial como una importante causa de infecciones de vias urinarias®
% Esto reafirma los resultados de este estudio donde se analizaron muestras
procedentes de la comunidad siendo E. coli el mayor productor de la enzima CTX-M,

todas procedentes de la comunidad de Ledn 72.7% (16) y Juigalpa 22.7% (5).

Organismos productores de CTX-M especificas han sido aislado en diferentes paises:
La CTX-M-9 y CTX-M-14 son las mas frecuentes en Espafia; CTX-M-14 en Canada y
China; CTX-M-1 en ltalia; CTX-M-3 en Polonia; CTX-M-2 en Japén, Israel y en la
mayoria de los paises de Sur América; mientras que la CTX-M-15 se ha encontrado en
todos los continentes exceptuando La Antartica®®=°. La prevalencia de enzimas CTX-M
en Latinoamérica esta entre las mas altas a nivel mundial®®. En Nicaragua no se ha
realizado un estudio sobre uropatégenos y la produccion de enzimas BLEE con analisis
moleculares; sin embargo, Amaya y col. detectaron una alta prevalencia en bacterias
Gramnegativas portadoras de genes blaTEM-1, blaSHV-11/12 y blaCTX-M-15 aislados
de neonatos con septicemia que se encontraban en UCIN y del ambienten de esta sala,
en el HEODRA, Ledn. En este estudio se investigo la presencia de los genes blaCTX-
M-1, blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9. Se lograron identificar 21 cepas productoras de CTX-
M, las cuales corresponden al grupo CTX-M-1 (16) y del grupo CTX-M-2 (3) todas E.
coli. Del grupo CTX-M-9 no se detectd ninguna bacteria.

Entre las cepas productoras de B-lactamasas tipo CTX-M se observé una produccion
simultanea de otro tipo de betalactamasa especificamente TEM. Se ha indicado que
CTX-M-15 esta asociada con la co-producciéon de otras B-lactamasas tales como TEM-

1, OXA-1 y de enzimas modificadora de aminoglucosidos®®.
En este estudio se realiz6 un tamizaje para la deteccidon de carbapeneasas con

meropenem, imepenem Yy Piperacilina/tazobactam. Sin embargo no se identifico ningun

aislado productor de estas enzimas.
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10. Conclusiones

Este estudio demostrd la presencia de los genes blaTEM y blaCTX-M por métodos
moleculares, permitiendo de esta manera conocer la frecuencia en que se detectan en
bacterias Gramnegativas aisladas de urocultivos de pacientes ambulatorios de los

municipios de Ledn y Juigalpa.

Mediante el método de Kirby-Bauer se logré identificar 30 (27.3%) aislados productores
de B-lactamasas por este método fenotipico, 9 de ellos producian la enzima AmpC; de
igual manera se demostré que ningun aislado era productor de carbapenemasas segun

este método fenotipico.

En Leon la frecuencia de los genes fue: blaCTX-M 40.9% (9/22), blaTEM 4.5% (1/22) y
blaTEM/CTX-M 31.8% (7/22); mientras que en Juigalpa blaCTX-M 9.1% (2/22) y
blaTEM/CTX-M 13.6% (3/22). De la misma manera, en Ledn se logrd identificar con
mas frecuencia el gen blaCTX-M, 14 de los aislados acarreaban el gen blaCTX-M-1y 2
aislados el gen blaCTX-M2; mientras que en Juigalpa solo 4 aislados presentaron el gen
blaCTX-M-1 y un aislado el gen blaCTX-M-2. En Ledn también se encontré6 con mayor
proporcion el gen blaTEM en 8 aislados; mientras que en Juigalpa soélo se identificaron
3.
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11.

Recomendacion

Proporcionar los resultados del estudio al MINSA para proveer informaciéon de la
magnitud del problema de manera que se pueda tomar como un modelo para
establecer un sistema de vigilancia, tanto a nivel fenotipico como a nivel
molecular de aislados bacterianos productores de BLEE en diferentes
laboratorios nacionales; todo esto con el fin de mejorar las medidas de control
que prevengan la diseminacidon de B-lactamasas en bacterias de origen

nosocomial y de la comunidad.
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13. Anexos

Fig 4. AmpC positivo. Por resistencia a Cefoxitina. CAZ, Ceftazidima; CRO,
Ceftriaxona; AMC, Amoxicilina con acido clavulanico; FOX, Cefoxitina, MEM.

Meropenem, TZP Piperacilina-tazobactam, IMP. Imipenem.

Fig 5. BLEE positivo por método del triple disco. CAZ, Ceftazidima; CRO,
Ceftriaxona; AMC, Amoxicilina con acido clavulanico; FOX, Cefoxitina, MEM.

Meropenem, TZP Piperacilina- tazobactam, IMP. Imipenem.
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Fig 6. BLEE positivo tamizaje por puntos de corte; segun CLSI. ATM,
Aztreonam; CTX, Cefotaxima; CPD, Cefpodoxima; CAZ, Ceftazidima; CRO,
Ceftriaxona

12345678 90URDBUBLELY

Fig 7.Deteccion genes TEM, SHV y CTX-M. Pozos 1 y 17, marcador
molecular; pozos 2 y 15, control positivo; pozos 3, 7, 8, 9,11 y 12, muestras
positivas para blaCTX-M; pozos 4,10 y 14, muestras positivas para blaTEM y
blaCTX-M, pozos 5,6,13 y 16, muestras negativas.
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Fig 8. Deteccion genes CTX-M-1 y CTX-2. Pozo 1,14: marcador molecular,
pozo 2: control positivo, pozo 4, 5, 6, 7,8: positivo para CTX-M-1, pozo 11,
12,13: positivo para genes CTX-M-2, Pozo 3, 9,10: muestras negativas.
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Tabla 10. Clasificacion de las R-lactamasas segun clase molecular y sustrato

R-lactamasa Ejemplo Sustrato lhnibicién por | Clase
ac. Molecular
Clavulanico
Amplio TEM-1, TEM-2, SHV{Penicilina (penicilina G),
espectro |1 aminopenicilinas (amoxicilina y
ampicilina), carboxipenicilinas
(carbenicilina Yy ticarcilina),
ureidopenicilinas (piperacilina), XXX A
cefalosporinas de espectro reducido
(cefazolina, cefalotina, cefamandol,
cefuroxima, y ofros)
Familia OXA Sustrato del grupo de amplio espectro,
mas clozacilina, meticilina y oxacilina X 0
Espectro [Familia TEMy SHV|Sustratos del grupo de amplio espectro
extendido oximino mas cefalosporinas (cefotaxima,
cefpodoxima, ceftazidima y ceftriaxona) y XXXX A
monobactam (aztreonam).
Otras ( Familia BES{lgual que en la familia TEM y SHV
1, GES/IBC, PER-1,
PER-2, SFO-1, TLA XXXX A
1, VEB-1, y VEB-2)
Familia CTX-M Sustratos del grupo de espectro
extendido, mas, para algunas enzimas,
cefepime KRXX A
Familia OXA Igual que para la familia CTX-M
X D
AmpC Familia ACC-1, ACT{Sustratos del gurpo de espectro
1, CFE-1, CMY,|expandido mas cefamicinas
DHA-1,DHA-2, (cefotetan,cefoxitina, y otros)
Familia FOX 0 C
Familia LAT, MIR-
1.MOX-1, y MOX-2
Carbapenem |Familia IMP, Familia|Sustratos del grupo de espectro
asas VIM,GIM-1, y SPM-|expandido mas cefamicinas
1 y carbapenémicos (ertapenem, 0 B
imipenem y meropenem)
KPC-1, KPC-2, y Igual que para la familia IMP, familia
KPC-3 VIM,GIM-1, y 1-SPM KXX A
OXA-23, 0OXA-24, [lgual que para la familia IMP, familia
OXA-25, OXA-26, [VIM.GIM-1, y 1-SPM
OXA-27,0XA-40, y X D
OXA-48
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Tabla 11. Recomendaciones del CLSI

y Klebsiella spp.

para detectar BLEE enE. coli

Difusion con discos

Antibiético (carga) |Criterio

Cefpodoxima (10 ug) <17 mm
Cefotaxima (30 pg) <27 mm
Ceftriaxona (30 Q) <25 mm
Ceftazidima (30 ug) <22mm
Aztreonam (30 pg) <27 mm

o1

spp.
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