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RESUMEN

Las infecciones del tracto urinario (ITU) constituyen una de las infecciones mas
frecuentes en la poblacion. El principal microorganismo causante de ITU es la E. coli
(80 a 90%). Considerando lo anterior, se planteo la idea de realizar un estudio de corte
transversal durante el periodo de Febrero 2015 - Agosto del 2016 con el objetivo de
determinar el patron de resistencia antimicrobiana en fenotipos bioquimicos de E. coli
aislados en urocultivos de pacientes que acudieron al servicio de emergencia de
Medicina Interna del HEODRA.

En total se obtuvieron doscientas veintidds muestras a las cuales se les realizo
urocultivo, de éstas en el 48.6% (n=108) hubo crecimiento bacteriano de las cuales en
el 68.5% (n=74) se aislo E. coli, en donde se les encontré altas tasas de resistencia
principalmente a amoxicilina, kanamicina y trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina,

ceftriaxona, ceftazidima y cefepime.

Al 39% (n=29) de los aislados de E. coli se les realizo fenotipificacion con pruebas
bioguimicas (PhenePlate), encontrandose la presencia de 4 fenotipos comunes y 13
fenotipos no comunes. Se identific6 que el 30% (n=22) de los aislados eran
productores de BLEE, entre éstas el patron de multi-resistencia que predomind (n=8)
fue amoxicilina + ceftazidima+ ciprofloxacina + ceftriaxona + cefepime + kanamicina +

trimetoprim/sulfametoxazol.

Este estudio indica la posible aparicion de fenotipos bacterianos con circulacion
endémica como potenciales patégenos por su multi-resistencia, debido a marcadas

caracteristicas de resistencia antimicrobiana como BLEE.

Palabras Claves: Infeccion del Tracto Urinario, Escherichia coli, Antibiético resistencia, Fenotipo, Patrén
de resistencia, BLEE.
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ABREVIATURAS/CONCEPTOS DE TERMINOS

Abreviatura Descripcion

ITU Infecciones del tracto urinario

E.coli Eschierichia coli

HEODRA Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello

BLEE Beta-lactamasa de espectro extendido

HMICH Hospital Materno Infantil de Chinandega

UFC Unidades formadoras de colonias

AmpC Enzima Betalactamasa tipo AmpC
(cefalosporinasas medidas cromosémicamente)

IRT Enzimas resistentes a inhibidores de betalactamasas

RVU Reflujo vesicouretral

rpm Revoluciones por minutos

EMB Eosina azul de metileno

PhP PhenePlate

spp Species

TEM Enzima betalactamasa tipo TEM ("Temonieta”)

SHV Enzima betalactamasa tipo SHV ("Variedad sulfidrilo™)

PBPs Proteinas fijadoras de penicilina

ARN Acido ribonucleic

AND Acido desoxirribonucleico

CLSI Instituto de estandares clinicos y de laboratorio

CLED Cisteina lactosa con deficiencia de electrolito

FBc Fenotipos communes

Fbsi Fenotipos no communes

. . VI
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1 INTRODUCCION

La infeccidén del tracto urinario (ITU) es la infeccion bacteriana mas frecuente que
afecta a ambos sexos, se estima que el 50-80% de las mujeres han tenido un episodio
de ITU como minimo durante su vida, después de los 50 afios la incidencia de ITU es
casi igual en ambos géneros ya que los casos aumentan en varones debido a

obstruccién por hipertrofia prostatica .

Los datos publicados demuestran un incremento a escala mundial en la resistencia de
E. coli a antibidticos que pueden utilizarse para combatir ITU. Las encuestas llevadas a
cabo en Estados Unidos y en Europa sobre E. coli aisladas de mujeres con cistitis
agudas han corroborado tasas de resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol >20% y
tasas de resistencia a la ciprofloxacina entre 5 y 12% en algunas regiones 2.

A nivel nacional se han realizado estudios que encontraron a E. coli como el
uropatdgeno predominante, reportdndose cambios en sus patrones de resistencia.
Datos obtenidos por estos estudios son similares a los informes de la Red de
Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los Antibidticos Nacional 2002-2010, que

reporta un incremento en la resistencia a los B-lactamicos y fluoquinolonas “®.

Bours. P., Matute. A., y cols en 2010, mostraron una alta resistencia a ampicilina
(61.4%), cefalotina (45%), trimetoprim/sulfametoxazol (38.6%), ciprofloxacina (31.8%),
y observando patrones de sensibilidad mayores del 90% para amikacina vy
nitrofurantoina, sin resistencia a meropenem, pero con un incremento del 20% de

resistencia para ceftriaxona ©.

En el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA) de la ciudad de Leb6n y
Hospital Materno Infantil de Chinandega (HMICH), se han realizado varios estudios
sobre aspectos clinicos-epidemiolégicos y microbiolégicos, en el area de gineco-
obstetricia, reportandose en ambos centros asistenciales la circulacion de fenotipos
comunes de E. coli ©'?. Sin embargo, no se han realizado estudios en el servicio de
medicina interna para la vigilancia epidemiol6gica de los fenotipos bioquimicos de

E.coli.

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 1
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Estos esfuerzos todavia no completan el vacio cientifico respecto a si estas
infecciones son producidas por la circulacion de fenotipos comunes de E. coli en esta
poblacién, con marcadas caracteristicas de resistencia antimicrobiana. Es por tal
razon que con este estudio se pretendio analizar aislados de E. coli asociadas con
ITU, utilizando la combinacién de un método de tipificacion bioquimico (PhenePlate) y
de antibiograma, para determinar los fenotipos bioquimicos de E. coli y sus patrones
de antibidtico resistencia. Todo esto con la finalidad de ofrecer informacion actualizada
basada en evidencia cientifica para ser consideradas en el manejo de este tipo de

pacientes, teniendo en cuenta los fenotipos bioquimicos de E. coli

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 2
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2 ANTECEDENTES

Las ITUs son toda invasion microbiana del aparato urinario que sobrepasa la capacidad
de defensa del individuo afectado. Dichas infecciones figuran entre las mas comunes,
siendo la segunda causa de infecciones después de las infecciones de las vias

respiratorias V.

Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por afio.
En el afio 2009 en Estados Unidos (EEUU) hubo 8.6 millones de consultas médicas por
ITU, del cual el 84% de los casos ocurrid en mujeres cuyo pico de incidencia fue la
edad de maxima actividad sexual (18-39 afios) . En Nicaragua un estudio realizado
en el 2008 por Den Engelsen. C., Matute. A. y cols mostré que el 77.4% de las ITU fue

en mujeres V.

En Espafa, Alonso. S. y cols reportaron E.coli en el 77% de los urocultivos,
evidenciando altas tasas de resistencia a la ampicilina (57%) vy el
trimetoprim/sulfametoxazol (29%) ™. En EEUU para el 2009, Olson R y cols.,
encontraron en E.coli resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol del 29.6% y a

ciprofloxacina del 11.8% ©.

Sin embargo en los paises latinoamericanos se observan algunas diferencias respecto
a la antibidtico resistencia, ya que en Colombia, Pérez. N. y cols en el afio 2009
reportaron resistencia a ampicilina (68.7%), cefalotina (37.7%), ciprofloxacina (33.5%),
gentamicina (23.6%) y trimetoprim/sulfametoxazol (55%) *®. Ramirez R en el afio 2005
reporté que E. coli fue el principal agente (68%) uropatégeno en El Salvador, con tasas
de resistencia de 88% para amoxicilina y nitrofurantoina, 48% para
trimetoprim/sulfametoxazol y 44% para ciprofloxacina ™.

En 2004, Matute. A. y cols., observaron altas tasas de resistencia en E. coli a la
amoxicilina (82%), trimetoprim/sulfametoxazol (64%), cefalotina (58%), ciprofloxacina
(30%), amoxicilina/acido clavulanico (21%) y gentamicina (12%) y menor resistencia a

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 3
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ceftriaxona, amikacina y nitrofurantoina, siendo este el primer estudio que determinaba
resistencia en Nicaragua ®. En 2010 se realizé con la misma poblacién otro estudio
posterior a la implementacion de guias de manejo especificas, Bours. P. Matute. A., y
cols mostré que la tasa de resistencia de E. coli fue principalmente para ampicilina
(61.4%), cefalotina (45.5%), trimetoprim/sulfametoxazol (38.6%), ciprofloxacina
(31,8%), gentamicina (25%), ceftriaxona (20,5%) y amoxicilina/acido clavulanico
(18.6%). ©@.

En Espafia, en el afio 2003, el patron de resistencia mas frecuente fue la de ampicilina
y cefalotina (20.2%), seguido de ampicilina, cefalotina y piperacilina con sensibilidad
disminuida a amoxicilina/acido clavulanico (11.19%). 2

La resistencia debida a otros mecanismos, tales como AmpC, IRT y BLEE fue muy baja
en Espafia ®?. En El Salvador, en 2005, el 94% de las cepas de E. coli fueron

multirresistentes ¥,

Cabrera y Franco realizaron un estudio en 2012 sobre fenotipos de E.coli y su patron
de resistencia en el HEODRA y HMICH, obtuvieron un total de 124 aislados de E.coli
de los que reportaron 22 fenotipos comunes, cuyo patrén de resistencia mas frecuente
fue para amoxicilina/acido clavulanico + cefepime + gentamicina + ciprofloxacina +
ceftriaxona + trimetoprim/sulfametoxazol. Ademas, de la multi-resistencia entre los
aislados de E. coli, se logré identificar la presencia del mecanismo de resistencia para
la produccion de BLEE en el 20% de los aislados entre ambos centros asistenciales,

determinado principalmente para amoxicilina/acido clavulanico, cefepime y ceftriaxona
©)

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 4
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3 JUSTIFICACION

Las ITUs son un problema de salud, siendo la segunda causa de infeccion que afecta

tanto a hombres como a mujeres después de las infecciones del tracto respiratorio %,

El agente etiologico mas frecuente de ITU en ambos sexos es E. coli, el cual segun
estudios previos ha adquirido resistencia a diversos farmacos como a la ampicilina,

cefalosporinas de primera generacion, cotrimoxazol y carbapenem 9.

Se han realizado estudios acerca de los grupos fenotipicos bioquimicos de E.coli
antibiéticos resistentes causantes de ITU en los hospitales de Ledn y Chinandega, pero

teniendo como &rea de estudio el departamento de Gineco-obstetricia 3%

No obstante, poco se sabe acerca de si existe una alta prevalencia de cepas
endémicas o si la infeccion se debe a la propagacion de clones de E.coli. Considerando
lo anteriormente descrito, el objetivo fundamental del presente estudio fue determinar el
patron de resistencia y fenotipos bioquimicos de E. coli aislados en las muestras de
orina de los pacientes del servicio de emergencia de medicina interna del HEODRA
con ITU, para que con los resultados obtenidos se aporte al manejo de las ITUs y asi
poder garantizar una terapia antimicrobiana mejor dirigida hacia el principal agente
etiol6gico como lo es E.coli.

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 5
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ITUs se encuentran entre las patologias més frecuentes, por lo que es una de las
principales causas de consultas médicas y de interés mundial, cuyo principal agente

patégeno es la E. coli.

Con el paso del tiempo ha cambiado el patrén de resistencia para E. coli asociadas a
ITU ®® o cual genera un problema significativo en Nicaragua. Como consecuencia, el
tratamiento empirico debe adaptarse a esta situacion para disminuir la apariciéon de
resistencias. Sin embargo, no se han realizado estudios en el servicio de emergencia
de medicina interna del HEODRA sobre fenotipos bioquimicos de E.coli y su resistencia

antibiotica, por lo que a través de este estudio se di6 respuesta a este tdpico.

Ante esta situacion y considerando la importancia que tiene este problema de salud
nos propusimos investigar: ¢Cual es el patrén de resistencia antimicrobiana y
fenotipos bioquimicos de E. coli aislados en urocultivos de pacientes atendidos
en el servicio de Emergencia de Medicina Interna del HEODRA entre Febrero
2015 - Agosto 20167?

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 6
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5 OBJETIVOS
5.1 GENERAL

Determinar el patron de resistencia antimicrobiana y fenotipos bioquimicos de E. coli
aislados en urocultivos de pacientes que acuden al servicio de emergencia de Medicina
Interna del HEODRA durante el periodo de Febrero 2015 - Agosto 2016.

5.2 ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia y susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de E.coli

e Determinar el patron de resistencia antimicrobiana a los aislados de E. coli

productoras de B Lactamasas de Espectro Extendido.

e |dentificar los fenotipos bioquimicos de E. coli aislados en urocultivos de los

pacientes en estudio.

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 7
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6 MARCO TEORICO
6.1 INFECCION DEL TRACTO URINARIO

6.1.1 Definicion

La infeccion del tracto urinario (ITU) es el resultado de la invasion por diversos
microorganismos, de cualquier sitio del aparato urinario, entre la uretra y los rifiones (en
ocasiones puede afectar varios sitios a la vez) y que puede o no causar sintomas .
La definicion microbiol6gica de una ITU exige no solo la presencia de gérmenes en las
vias urinarias sino también de bacteriuria significativa, lo que se refiere a que la cifra de
bacterias en la orina es mayor que el nimero que normalmente se obtendra al
contaminarse la orina con la uretra, es decir su cuantificacién en al menos 10° unidades
formadoras de colonias (UFC)/ mL de orina ®®. En el caso de los hombres, quienes
tienen menor probabilidad de contaminacién, se considera como sugerente de
infeccion una cifra de 10° UFC/mL 9. El diagnéstico de bacteriuria significativa en

pacientes cateterizados se hace con valores de 10> UFC/m| @9,

La Infeccion de vias urinarias puede ser recurrente y debe documentarse con cultivo al
menos tres ocasiones en un afio, o dos en un periodo de seis meses y se define como
aquella que ocurre después de haber documentado la resolucién exitosa de una

infeccién previa, puede deberse a recaida o reinfeccion ®7.

» Recaida: es la recurrencia de la bacteriuria con el mismo microorganismo
infectante que estaba presente antes de iniciar la antibioticoterapia y, que por

algtin motivo, dicho patégeno permanecié en el aparato urinario *”.

» Reinfeccién: es una recurrencia de la bacteriuria con microorganismos
diferentes del que originalmente causo la infeccién. La reinfeccion puede ser por
el mismo microorganismo que persistio en el area perianal, por lo que se puede

diferenciar de una recaida ",

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 8
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6.1.2 Epidemiologia

Se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de ITU por afio.
En EEUU, 7 millones de consultas son solicitadas cada afio por ITU. Las mujeres
jovenes son comunmente afectadas, con una frecuencia estimada de 0.5 a 0.7
infecciones por afo. Del total de las mujeres afectadas por una ITU, el 25% al 30%
desarrollara infecciones recurrentes que no estan relacionadas con alguna anormalidad
del tracto urinario, ya sea funcional o anatémica. En cambio, la incidencia estimada de
ITU en los hombres jovenes con respecto a las mujeres de la misma edad es
significativamente inferior, 5 a 8 infectados por 10 000, estas diferencias tienden a
igualarse después de los 60 afios de edad. La prevalencia de ITU o bacteriuria
asintomética en el anciano es de 10% a 50%, y es moderadamente mas elevada en las
mujeres. Las infecciones urinarias asociadas con sondas vesicales constituyen el 35%
a 40% de todas las infecciones nosocomiales en general, 10% de los pacientes
cateterizados por corto tiempo (< 7 dias) y 15% de los cateterizados por mas de 7 dias

desarrollan infeccién, con un riesgo diario de 5% @Y.

6.1.3 Factores de Riesgo
» Alteraciones al libre flujo
a. Orgéanicas

e Reflujo vesicouretral (RVU): al asociarse a ITU comporta un gran poder
destructivo, cicatrizacién renal secundaria y lesion renal progresiva @2,

e Instrumentacion: uso de cateterismos urinarios o cirugia endoscépica 2.

e Obstruccion: es el factor mas importante de persistencia de ITU ya que donde el
recambio de orina es incompleto existe mayor crecimiento bacteriano. La
obstruccion puede deberse a cancer de préstata, litiasis, tumor, compresion

extrinseca 2.,

Marbely Garcia y Lucia Lacayo 9
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Funcionales
Embarazo y disfuncion vesical: por vejiga neurdgena, inestabilidad vesical o

incontinencia 2.

Estructurales
Malformaciones en el tracto urinario, tras una derivacion sobre las vias urinarias,

complicacién quirtirgica como fistulas u obstrucciones iatrogénicas 2.

> Factores predisponentes o agravantes

Diabetes Mellitus: predispone a ITU y pielonefritis aguda de mayor gravedad,

sobre todo en la mujer gestante y ancianas. Compromiso inmune, edad

avanzada, hospitalizacion, insuficiencia renal crénica .

6.1.4 Clasificacion

Las ITUs se clasifican de acuerdo a:

» Sitio anatémico donde ocurre la infeccion:

ITU baja: colonizacién bacteriana a nivel de uretra y vejiga que se asocia a la
presencia de sintomas y signos urinarios, como urgencia, disuria, polaquiuria,

turbidez y olor fétido de la orina. Incluye a la cistitis y uretritis ¢%.

ITU alta: presencia de signos y sintomas de ITU baja asociada a colonizacion
bacteriana a nivel uretral y del parénquima renal, con signos y sintomas
sistémicos (escalofrios, fiebre, dolor lumbar, nauseas y vomitos). Incluye a la

pielonefritis Y.

» Presencia de problemas de fondo:
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e ITU complicada: infeccion que ocurre en tracto urinario que tiene anormalidades

estructurales y funcionales, incluyendo calculos y uso de sondas urinarias 7.

e |ITU no complicada: infeccion que ocurre en un tracto urinario estructural y

funcionalmente normal @7

» Segun el sitio donde ocurrio la infeccién:

e ITU adquirida en la comunidad: cuando el paciente adquiere la infeccidon fuera
del hospital y no ha estado hospitalizado durante el ultimo afio, amerita
presentar la sintomatologia y que el urocultivo arroje un resultado positivo al

ingreso o en las primeras 48 horas ")

e |TU intrahospitalaria: cuando el paciente adquiere la infeccidbn dentro del
hospital, favorecida por procedimientos efectuados en el enfermo (cateterismos,

colocacién de sondas, etc) 7.
6.1.5 Métodos Diagnosticos
Obtencién de muestra de orina:

La concentracion de bacterias es mayor en la primera orina de la mafiana, y aunque no
es imprescindible, es el momento 6ptimo para obtener muestras para cultivo; asimismo,
en esta muestra la sensibilidad de la prueba de los nitritos es mayor 3%,

La orina de miccibn media es la muestra mas frecuentemente obtenida para
diagndstico microbiologico. Aunque su obtencion es facil, exige una recogida cuidadosa
para evitar la contaminacion, especialmente en mujeres. Tradicionalmente se ha
recomendado el lavado del area genital antes de la obtencion de la muestra y que la
misma no entre en contacto con los genitales externos. En los varones la
contaminacion es menos frecuente, y para una recogida correcta suele bastar con

retraer la piel del prepucio ¢*%),
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La muestra de orina para cultivo puede también obtenerse directamente de la vejiga
por sondaje vesical, evitando la posible contaminacion con la flora uretral. Sin embargo,
el sondaje vesical puede introducir microorganismos en la vejiga y producir una ITU
iatrogénica, y solo se indica cuando no es posible obtener muestra por miccion media,
como es el caso de pacientes inmovilizados, obesos, con alteraciones neuroldgicas,

nifios, etc %429,

La puncién-aspiracion suprapubica permite obtener orina directamente de la vejiga a
través de la pared vesical y es la técnica de eleccion en pacientes en los que no es
posible obtener orina libre de contaminantes. Una vez obtenida la muestra de orina, el
transporte al laboratorio debe realizarse en el plazo de tiempo mas breve posible ya
que, después de 2 horas a temperatura ambiente, la multiplicacion de microorganismos
en la muestra puede dar lugar a resultados microbiolégicos erréneos. Si el transporte o
procesamiento no pueden realizarse inmediatamente, es necesario refrigerar las

muestras a 4 °C, lo cual permite su conservacién durante unas 24 horas 32,

a. Examen general de orina: en este estudio se usan tiras reactivas para detectar
la presencia de nitritos, esterasa leucocitaria, hemoglobina, glucosa y proteinas,
de éstos, los dos primeros son los idéneos para diagnosticar ITU ®7.

Los nitritos son el resultado de la conversion de nitratos que se obtienen de la dieta por
accion de las reductasas producidas por bacterias gramnegativas que se encuentran
en la orina. Pueden haber resultados falsos negativos cuando la infeccién es causada
por un grampositivo, la orina no ha sido retenida el tiempo suficiente para que pueda

ocurrir la reduccién, etc @7,

Los granulocitos tienen esterasas que favorecen la hidrolisis y liberacion de un
compuesto pirrol que es el factor causal de la reaccion. Los resultados falsos negativos
ocurren ante concentraciones altas de glucosa, altas concentraciones urinarias de

cefalosporinas o tetraciclinas, etc "
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El andlisis microscopico del sedimento que resulta de centrifugar 5 a 10mL de orina a

2000 rpm durante 5 minutos se usa para:

1. Detectar bacterias: se encuentran en mas del 90% de las infecciones que

cursan con cifras bacterianas =100 000 UFC/mL ¢7.

Buscar leucocitos: Como limite normal se establece la presencia de 10
leucocitos/mm?. Asi como la bisqueda de hematuria microscépica y deteccion

de cilindros celulares @7,

3. Confirmar presencia de células epiteliales: mas de 20 células por campo con

objetivo de alto poder (100X) sugiere contaminacion 7.

» Urocultivo: se realiza para cuantificar el nimero de bacterias por mL y se
expresa como UFC/mL, cada UFC en el cultivo representa una bacteria viable
en la muestra. La técnica de cultivo mas utilizada es la siembra con asa
calibrada, que permite depositar un volumen determinado de orina sobre la
superficie del medio de cultivo. Tales asas son de 0.001 6 0.01mL, de forma que
puede cuantificar bacteriurias entre 100- 1000 UFC/mL y mas de 100 000
UFC/mL. Actualmente se utilizan asas calibradas de plastico que también

obtienen un volumen fijo de muestra 429

Tradicionalmente se han recomendado el empleo de dos medios de cultivo: uno
selectivo y diferencial, como el agar McConkey o eosina azul de metileno (EMB), que
permiten el crecimiento de enterobacteriaceae y bacilos gramnegativos no
fermentadores, y un medio de agar sangre para grampositivos y levaduras. Resulta
practico utilizar la mitad del medio de cultivo para recuento cuantitativo y la otra mitad
para aislamiento, lo que permite comprobar si el cultivo es polimicrobiano y efectuar

pruebas de identificacién y sensibilidad a partir de las colonias aisladas 2,
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La identificacion bioquimica del grupo E. coli por Sistema PhenePlate (PhP)

La caracterizacion bioquimica en biotipos para diferenciar cepas en funcién de la
capacidad de fermentar un determinado nimero de carbohidratos (manitol, trealosa,
lactosa, ramnosa, sorbitol), o degradar determinados aminoacidos (lisina, ornitina,
arginina u otros) que ponen de manifiesto ante la presencia de determinadas enzimas
como la B-D-glucuronidasa “®. Relacionado con este tipo de clasificacién en biotipos,
se han descrito numerosos sistemas automatizados que resultan rapidos y sencillos de
realizar. Una variante de este sistema es la técnica de fenotipado bioquimico conocida
como PhenePlate System (PhPlate-http://www.phplate.se), que se basa en la
clasificacion de diferentes aislamientos (grupos fenotipicos, clones) bacterianos en
funcion de la capacidad y cinética de degradacion de los diferentes substratos
analizados ®*3Y. Es un sistema automatizado para subtipificacion de bacterias, que ha
permitido diferenciar grupos poblacionales de bacterias en diferentes partes del mundo,
asi como dar seguimientos a rutas potenciales de infecciones ®*3Y. Con este sistema
es facil determinar el esparcimiento de cepas bacterianas patégenas en una poblacion,
asi como realizar investigaciéon en donde se requiere involucrar grandes nameros de

aislados 239,

Resultando ser un método util en estudios epidemioldgicos, que en combinaciones con
otros métodos; por ejemplo en Técnicas moleculares, se ve incrementado la
caracterizacién y tipificacion de grupos bacterianos con potencial patogénico ©33.
Ademas, este sistema permite desarrollar investigaciones ecoldgicas donde la
poblaciéon completa de bacterias es caracterizada, encontrando la diversidad en cada

poblacién y la similitud entre diferentes poblaciones ©Y.
6.2 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS PARA ENTEROBACTERIAS
Los B-lactdmicos son la familia de antibiéticos mayormente empleada en el tratamiento

de las enfermedades causadas por enterobacterias. Estos fueron descubiertos en 1928

cuando Fleming encontrd un hongo del género penicillium que producia una sustancia,
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(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
antibiéticos B-lactamicos 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 B-lactamicos es interferir en la

sintesis de peptidoglicano (componente de la pared bacteriana) .

Penicilinas: son un grupo de antibioticos de origen natural y semisintéticos que
contienen el nucleo de acido 6-aminopenicilanico que consiste en un anillo B-lactamico
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 .

Inhibidores de B-lactamasas: conservan en su estructura el anillo B-lactamico. 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 p-lactamasas de diferentes especies

bacterianas, potencian la actividad de penicilinas y cefalosporinas ©?.

Otros B-lactdmicos: los monobactdmicos se caracterizan por la presencia de un
anillo B-lactamicos monociclico, al cual se unen diferentes radicales que confieren al
aztreonam una elevada resistencia a la inactivaciéon por B-lactamasas de bacterias
Gramnegativas (enterobacterias, Pseudomonas y otras bacterias Gramnegativas
aerobias). En el caso de los carbapenems, el azufre endociclico es sustituido por un

grupo metileno, quedando el atomo de azufre en posicion adyacente al anillo biciclico
(34)
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Cefalosporinas: contienen un nucleo constituido por acido 7-aminocefalosporanico
formado por un anillo B-lactamico unido a un anillo de dihidrotiazida. Sustituciones en
las posiciones 3 y 7 modifican su actividad antibacteriana y propiedades
farmacoldgicas. Clinicamente las cefalosporinas se han dividido en compuestos de

primera, segunda, tercera y cuarta generacion ®%.

Las cefalosporinas de primera generacion son muy activas frente a cocos
Grampositivos (S. aureus, S. pyogenes y S. pneumoniae) y tienen actividad limitada
contra la E. coli, P. mirabilis (indol negativo) y K. pneumoniae ©®. Las cefalosporinas
de segunda generacion deben ser considerados en dos grupos: cefalosporinas y
cefamicinas (cefoxitina, cefotetan, y cefmetazol). En comparacion con los de primera
generacion las cefalosporinas de este grupo incluyen una gama de antibiéticos
parenterales y orales, que proporcionan 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 in vivo ©7.

Las cefalosporinas de tercera generacién son activas contra bacilos Gramnegativos
facultativos. Ademas, tienen una potente actividad antimicrobiana frente al 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 utilizacion, estos agentes han conservado un grado alto de
actividad contra E. coli, Klebsiella spp., P. mirabilis (indol positivo), Proteus spp.,
Providencia spp. y Serratia spp. La actividad de estos agentes contra las
enterobacterias se ha cuestionado recientemente por la resistencia mediada por 3-
lactamasas. Las B-lactamasas codificadas cromosémicamente 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 nimero de infecciones por Enterobacter

spp. y C. freundii. Ademas, las BLEE mediadas por plasmidos, que transfieren
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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 concentracion en el espacio peripldsmico. Esta caracteristica combinada
con su relativa resistencia a la 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 MECANISMO DE RESISTENCIA DE GRAM NEGATIVAS

Teniendo en cuenta que las bacterias Gramnegativas tienen un arsenal de
mecanismos de resistencia a su disposicion y que la seleccion de estos mecanismos
pueda llevar a falla terapéutica, es importante conocer los mecanismos de resistencia

més prevalentes en estas bacterias ©®. Estos mecanismos de resistencia son:

» Modificacion enzimética del antibiético: las bacterias expresan enzimas
capaces de crear cambios en la estructura del antibiético haciendo que éste pierda
su funcionalidad. Las B-lactamasas son las mas prevalentes, de igual forma las
enzimas modificadoras de los aminoglucésidos son capaces de modificar estos
antibiéticos mediante reacciones de acetilacion, adenilacion y fosforilacion. Ademas
presenta la enzima cloranfenicol acetil transferasa que modifca al cloranfenicol

para inactivarlo ©®,
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» Alteracion de los blancos

e Las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs): éstas pueden ser alteradas
mediante mutacion de manera que los B- lactamicos no puedan unirse a ellas, por
lo tanto es resistente a agentes antimicrobinos ©9.

e Ribosomas: la metilacion del ARN ribosdmico confiere resistencia a los macrolidos
(39).

e ADN girasay topoisomerasa IV: mutaciones en los genes cromosémicos de ADN
girasa y topoisomerasa IV confieren resistencia a las quinolonas ©.

» Bombas de expulsion: operan tomando el antibiético del espacio peripladsmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accién ©9.

» Alteracion 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 exégena para
la sintesis de ADN y por ende son resistentes a los antagonistas de la ruta del
folato como las sulfonamidas y trimetoprima ©9.

» Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las porinas son
proteinas que forman canales llenos de agua embebidos en la membrana externa
que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos, los antibiéticos. Los
cambios en su conformacion pueden llevar a que la membrana externa no permita

el paso de estos agentes al espacio periplasmico ¢,
6.3.1 Mecanismo de resistencia bacteriana en E. coli

Las infecciones asociadas a bacilos Gramnegativos productores de BLEE constituyen
un serio problema por su elevada mortalidad y altos costos. El problema es mayor
debido a que los megaplasmidos que contienen los genes que codifican estas enzimas
suelen acompafiarse de otros que codifican resistencia a antimicrobianos no -

lactamicos como aminoglucésidos y quinolonas “©.
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Las BLEE hidrolizan los antimicrobianos pB-lactamicos y por lo tanto, confieren
resistencia a penicilinas, cefalosporinas (primera, segunda, tercera y cuarta
generacion) y monobactames. Dada su particular estructura quimica, algunos de estos
B-lactamicos son resistentes a la hidrolisis como por ejemplo a las cefamicinas

(cefoxitina, cefotetan y otros) y carbapenems (imipenem, meropenem y otros) “©.

En la actualidad, la presencia de una BLEE en cualquier microorganismo debe
informarse como resistente a penicilinas, monobactames y todas las cefalosporinas de

tercera y cuarta generacion independientemente de su sensibilidad in vitro 9.
6.4 METODOS FENOTIPICOS DE DETECCION DE BLEE

Método de tamizaje para deteccion de B-lactamasas de espectro extendido

segun el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI)

Se puede realizar por el método de disco difusién en agar Mueller Hinton (Britania)
mediante la técnica de Bailer y Kirby, usando discos de susceptibilidad
antimicrobiana (Oxoid) de Aztreonam (30 pg), Cefotaxima (30 ug), Ceftazidima (30
ug) y Ceftriaxona (30 ug); se utilizan como criterios de sospecha los didmetros:
Aztreonam < 27 mm; Cefotaxima < 27 mm; Ceftazidima < 22 mm; y Ceftriaxona < 25
mm. Se considera sospechoso de BLEE cuando la cepa presenta halos de inhibicién
iguales o inferiores a los diametros referidos, para al menos uno de los antibidticos.

Las cepas sospechosas deben ser sometidas a las pruebas confirmatorias “?.

Test confirmatorio BLEE - CLSI (método americano).

Las placas de agar Mueller Hinton son inoculadas con las cepas sospechosas, para
ello se deben seguir las recomendaciones del CLSI, colocandose discos de
susceptibilidad antimicrobiana (Britania) de ceftazidima (30 pg), ceftazidima/acido
clavulanico (30/10 ug), Ceftriaxona (30 pg), cefotaxima/acido clavulanico (30/10 ug).

Una diferencia mayor o igual a 5 mm en los halos de inhibicion entre los discos de
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ceftazidima/acido clavulanico solos o cefotaxima/acido clavulanico es interpretada

como resultado positivo (figura 1) “9.
Test confirmatorio BLEE - Método de Jarlier (Método de Induccién de Disco).

Las placas de agar Mueller Hinton deben ser inoculadas con las cepas sospechosas,
con una turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland. Se coloca un
disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10 ug) en el centro de una placa de Petri
con agar Mueller Hinton y alrededor, a 25 mm de distancia, discos de ceftazidima (30
Mg/ dL), cefotaxima (30 pg) y cefepime (30 pg). De manera opcional se analizan los
discos de cefepime (30 pg) o ceftriazona (30 ug). La presencia de BLEE se manifesta
por el efecto sinérgico del inhibidor y los discos (efecto de huevo, cola de pez o balén

de futbol Americano) (figura 2) “.

Cefotaxima /AC. clavulanico  Ceftazidima [Ac. clavulanico

Figura 1. Prueba de disco combinado para la Figura 2. Método del doble disco para la
deteccion de BLEE (40) deteccion de BLEE (40)

Método de Hodge para la determinacion de BLEE

Se debe realizar una suspension de la cepa de E. coli, con turbidez equivalente al
tubo N.° 0.5 de la escala de Mac Farland, esta suspension se inocula en una placa de
agar Mueller Hinton. Se utiliza una placa por cada disco (cefotaxima, ceftriaxona,
aztreonam, cefepime, ceftazidima) que son los sustratos a identificar. Se debe realizar
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una estria de 2 cm de la cepa a investigar, desde el centro hacia afuera del disco. La
presencia de la enzima se identifica al observar una deformacion del halo de
inhibicion de la cepa de E. coli al disco con el sustrato en forma de hendidura (figura
3A) “O,

Método tridimensional para la determinacion de BLEE

Realizar una suspension de la cepa de E. coli con turbidez equivalente al tubo N.° 0.5
de la escala de Mac Farland, esta suspension se inocula en una placa de agar
Mueller Hinton, se coloca al centro de la placa Petri los discos conteniendo los
sustratos por identificar (cefotaxima, ceftriaxona, aztreonam, cefepime, ceftazidima),
se realiza un surco perpendicular al disco, en el extremo final se realiza un orificio de
2 mm en la cual se inoculara 20 pyL de la cepa problema de una suspension
equivalente al tubo 4 de la escala Mac Farland. La presencia de la enzima se
identificard al observar una hendidura en el halo de inhibicién, producto del
crecimiento de la cepa indicadora de E. coli hacia el disco empleado como sustrato
(figura 3B) “9,

N Pl BN
Figura 3A.Método de Hodge para la determinacién de BLEE “?

Figura 3B. Método tridimensional para la determinacién de BLEE “°
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7 MATERIAL Y METODO
7.1 TIPOY AREA DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de corte transversal, el cual tuvo como escenario el servicio de
Emergencia de Medicina Interna del HEODRA, realizandose durante el periodo de
Febrero 2015 - Agosto 2016.

7.2 POBLACION

La poblaciéon de estudio estuvo conformada por todos los/las pacientes que acudieron
al servicio de Emergencia de Medicina Interna del HEODRA durante el periodo de
estudio Febrero 2015 — Agosto 2016.

7.3 MUESTRA Y MUESTREO

Para este estudio, fueron considerados un total de 222 muestras de pacientes con
presuncién diagndstica de ITU, a las que se les realizé urocultivo, de los cuales 108
mostraron crecimiento bacteriano. Considerando solamente de este Ultimo grupo un
total de 74 muestras con aislados de Escherichia coli que fueron analizadas como parte
esencial de nuestro estudio. EI muestreo fue por conveniencia, no probabilistico y no

estratificado.

7.4 CRITERIOS DE INCLUSION

> Urocultivos con crecimiento bacteriano de especie de E. coli en un nimero = a 10°
UFC/m.

7.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

» Urocultivos con crecimiento bacteriano de especie que no sea E. coli en un nimero
> a 10° UFC/ml.
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7.6 FUENTE DE INFORMACION

» Resultados de laboratorio: urocultivo, antibiograma, test BLEE y fenotipificacion.

7.7 FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Esta ficha estuvo disefiada con preguntas en las cuales se contemplaron los datos
socio-demogréficos relevantes (edad, sexo, procedencia, escolaridad y estado civil),
manifestaciones clinicas, evolucién de la ITU, clasificacion y factores de riesgo. Se
identificaron los casos positivos para ITU mediante datos de laboratorio (examen
general de orina, urocultivo, antibiograma y produccién de BLEE). Los acapites
contemplados en esta ficha son del proyecto Vigilancia de los patrones de resistencia
antimicrobiana en uropatégenos aislados de pacientes que acudieron a la emergencia
de los servicios de Medicina Interna, Gineco-obstetricia y Pediatria del HEODRA
Febrero 2015 -2016, de la cual Unicamente se tomaron los datos de interés para este
estudio como el microorganismo aislado, antibiograma y produccion de BLEE del

mismo (ver anexo 1).

7.8 RECOLECCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Previo al andlisis de interés, se obtuvieron muestras de orina de los pacientes de
emergencia del servicio de medicina interna con sintomatologia de ITU, se enviaron al
Laboratorio del HEODRA, donde se les realiz6 la busqueda de nitritos y/o leucocitos
con cinta reactiva, y a las que resultaron positivas se les realiz6 urocultivo. Un volumen
de 1ul de cada una de las muestras incluidas para el andlisis se inocularon en Agar
sangre, MacConkey y/o CLED agar seguido de incubacién a 37°C durante 18-24h, con
el fin de obtener aislados de colonias puras; cabe destacar que cada muestra fue
enumerada. Posteriormente a este proceso, todas las muestras con crecimiento
bacteriano, fueron adecuadamente transportadas al laboratorio de Microbiologia de la

UNAN- Le6n, en donde se le realiz6 a los aislados positivos para E. coli, la
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identificacion de su susceptibilidad, test BLEE, patrones de resistencia antibacteriana y

fenotipificacion.
» Ensayos parala determinacion de susceptibilidad antibiética

Las pruebas de susceptibilidad fueron realizadas mediante el método de Kirby-Bauer,
utilizando sensidiscos, de acuerdo a las recomendaciones (criterios) del Instituto de
Estandares Clinico y de Laboratorio “?. Se consideraran para la evaluacion los
siguientes antibioticos: Amoxicilina (AML) 20ug, Amoxicilina/acido clavulanico (AMC)
20/10ug, Nitrofurantoina (NIT) 300ug, Ciprofloxacina (CIP) 5ug, Gentamicina (GEN)
10ug, Kanamicina 30ug (K), Ceftriaxona (CRO) 30ug, Imipenem (IMP) 10ug,
Meropenem 10ug (MER), Ceftazidima 30ug (CAZ), Cefepime 30ug (FEP) vy
Trimetroprin sulfametoxazol (SXT) 1.25/23.75ug

» Test confirmatorio BLEE-Método de Jarlier (Método de Induccidn de Disco)
Este método consiste en realizar cultivo en placas de agar Mueller Hinton con las
cepas sospechosas, con una turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de la escala de Mc
Farland. Posteriormnente se colocan unidades de disco de amoxicilina/acido
clavulanico (20/10 ug) en el centro de una placa de Petri con agar Mueller Hinton y
alrededor, a 25 mm de distancia, discos de ceftazidima (30 pg/ dL), cefotaxima (30
ug) y cefepime (30 pg). De manera opcional se analizan los discos de cefepime (30
Mg) o ceftriazona (30 pg). La prueba se considera positiva para BLEE si se manifesta
un efecto sinérgico del inhibidor y los discos (efecto de huevo, cola de pez o bal6n de

futbol Americano) (ver figura 2 en marco teérico) “9.
» Tipificacion de aislados de E.coli utilizando el sistema PhenePlate

Las colonias aisladas de E. coli fueron caracterizadas fenotipicamente utilizando
microplacas PhP-RE del sistema PhenePlate (http://www.phplate.se), las cuales estan
disefiadas de manera especifica para el fenotipado bioquimico de cepas E. coli. Este

sistema (PhP-RE) consiste en unidades de microplacas que contenian 96 pocillos con
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11 reactivos deshidratado (figura 4), puestos en paralelo en un total de ocho filas y que

permitieron un alto nivel de discriminacion bioquimico entre los aislados de E. coli.

(41)

Procedimiento del método

1.

Se prepar6é el medio de suspension conteniendo 0.1% de peptona, 0.0016M de
buffer  fosfatado y 0.011% de azul de bromotimol (Manual

PhenePlate;http://www.phplate.se).

Se dispens6 350 pl del medio en la primera columna (pozos de inoculacion) y 150l

en el resto de los otros pocillos del plato (columnas 2-12, con reactivos; Figura 4).

Inoculacién de colonias bacterianas (seleccionadas aleatoriamente una colonia

para cada pocillo) en la primera columna de cada microplaca.

Transferencia de 15ul de la suspensidon bacteriana de la primera columna a las
columnas conteniendo los reactivos de prueba (columnas 2-12); Posteriormente,
todas las microplacas seran colocadas en cdmara humeda (utilizaremos contenedor

plastico con tapa y papel toalla humedecida) e incubadas a temperatura de 37°C.

Realizacion de las mediciones colorimétrica de las reacciones bioquimicas
generadas por cada aislado bacteriano, durante el periodo de incubacion (16, 40 y
64 horas). Utilizando un Escaner (HP-Scanjet 4389), para capturar imagenes, que
fueron convertidas a datos numéricos, utilizando un sistema automatizado de

computacion (PhPWin- Software version 6.0; http://www.phplate.se).

Analisis de datos (lecturas obtenidas de cada aislado bacteriano), se agruparon a
los aislados de E. coli con un coeficiente de similitud superior o igual a 0,975 dentro
de grupo fenotipico especifico. Los aislados que mostraron iguales patrones
bioguimicos se les asigné el nombre de Fenotipos Comunes (FBc) y a los que no
presentaron similitudes con ninguno de los aislados se denominaron Singles 0 no

comunes (FBsi).
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7.9 CONSIDERACIONES ETICAS

La informacion presentada en este estudio forma parte de datos preliminares de la
ejecucion del proyecto titulado Vigilancia de los patrones de resistencia antimicrobiana
en uropatdégenos aislados de pacientes que acudieron a la emergencia de los servicios
de Medicina Interna, Gineco-obstetricia y Pediatria del HEODRA Febrero 2015 — 2016,
el cual fue aprobado por el Comité de Etica para las Investigaciones Biomédicas (CEIB)
de la Facultad de Ciencias Médicas, con Acta No.l. Para la participacion en este
estudio se les explico de manera verbal a los pacientes en qué consiste este proyecto y
a la vez se le pidi6 su aprobacion y deseo o no de participar en el mismo, por lo que
posteriormente se le realizé el llenado de una ficha de recoleccion de datos y toma de

muestra bioldgica (orina). (Ver anexo 1y 2).

La captacién de los pacientes con presuncion diagnéstica de ITU, llenado de la ficha de
recoleccion de datos, toma de la muestra de orina y transporte de las mismas al
Laboratorio del Departamento de Microbiologia de la UNAN-Leén fue realizado en

conjunto con otro miembro de investigacion del proyecto.

Una vez obtenidos los resultados del urocultivo, estos fueron entregados
personalmente a cada uno de los participantes y de ser positivo recibieron
orientaciones con respecto a la conducta médica a seguir. Cabe destacar que el
proyecto garantizé la confidencialidad de cada uno de los datos, nombre y resultados
que se obtuvieron del paciente mediante codificacion de la muestra. Todos los
materiales, documentacion y muestras biolégicas, se mantuvieron en un lugar seguro

con acceso restringido.

En este estudio Unicamente se informan datos microbiolégicos que fueron obtenidos a
través de este proyecto. Este trabajo fue apoyado, al igual que lo esta siendo el
proyecto, por el departamento de Microbiologia de la UNAN-Le6n y el Centro de

Enfermedades Infecciosas (CEl).
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7.10 ANALISIS DE DATOS

Se realizaron tablas de valores absolutos y relativos correspondiente a la susceptibilidad
antimicrobiana de los aislados de E.coli. Posteriormente se realizé la frecuencia de
aislados productores de BLEE y patron de resistencia. Con los datos del sistema
PhenePlate (PhPWin Software, WHONET version 5.6, y Excel para Windows) que
identifica los fenotipos bioquimicos de E. coli, se agruparon los aislados en grupos
fenotipicos bioquimicos comunes y no comunes, los cuales se presentan en grafico

dendrograma.
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Figura 4. Ejemplo de la tipificacion con el sistema PhP, reacciones e imagenes al andlisis: a) Reacciones de ocho
aislados bacterianos ante once reactivos (columnas 2-12) en microplacas PhP-RE; b) Cuantificacion de las
reacciones que representan el patrén bioquimico de cada aislado ensayado (A-H). Contenido de los pocillos
(columnas 1-12, en su orden respectivo): pocillo de inoculacion, Celobiosa, Lactosa, Rhamnosa, Deoxyribosa,
Sucrosa, Sorbosa, Tagarosa, D-Arabitol, Raffinosa, Gal-Lactona, Ornithina; c) Lista de fenotipos obtenidos (PhP); d)

Representacion grafica (Dendrograma) de los aislados A-H de cada muestra. Adaptado de Reyes, D “)
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7.11 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable

Prueba de

susceptibilidad

BLEE

Patréon de Resistencia
de aislados productores
de BLEE

Fenotipo Bioquimico de

E.coli

Marbely Garcia y Lucia Lacayo

Definicion
Prueba que mide a través
del método Kirby Bauer
(de acuerdo a criterios del
CLSI) “? |a sensibilidad o
resistencia a 1 o mas

antibidticos de una cepa

bacteriana que se
sospecha es la
responsable de una

infeccion.
Enzimas que hidrolizan a
los antimicrobianos (-
lactimicos lo que le
confiere a la E.coli
resistencia a penicilinas,
cefalosporinas,
monobactamen,
carbapenems “9,

Perfil de multirresistencia
(resistencia a tres 0 mas
familias de antibidticos)
(43) de

productores de BLEE.

aislados

Patron bioquimico

generado por cada
aislado de E.coli al entrar
en contacto con reactivos

deshidratados “V,

Categorias

1- Resistente

2- Intermedio

3- Sensible
S NO__
Todas las posibles
combinaciones de
antibiéticos con
resistencia
antimicrobiana.
e Fenotipos comunes
(FBc)
e Fenotipos no

comunes (FBsi)
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8 RESULTADOS

Durante el periodo de Febrero 2015-Agosto 2016, fueron recolectadas y analizadas
para urocultivo un total de 222 muestras obtenidas de la misma cantidad de pacientes,
con presuncion diagnostica de ITU, que fueron atendidos en el servicio de emergencia

de Medicina Interna del Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Argiello (HEODRA).

De acuerdo al analisis total de urocultivos realizados (n=222), se obtuvo crecimiento
bacteriano en 48.6% (108/222) de las muestras; siendo la Escherichia coli (E.coli) el
microorganismo con mayor frecuencia (68%) de aislamiento, seguido de Enterobacter
spp (15%), Acinetobacter spp (7%), Proteus mirabilis (4%), Klebsiella spp (3%),
Citrobacter spp (2%) y Serratia spp (1%) (Anexo, Grafico 1).

Dado que nuestro estudio estaba enfocado a caracterizar aislados de E.coli, se les
determino la susceptibilidad antimicrobiana y produccion de BLEE mediante el método
de Kirby-Bauer. Asi como la prueba de caracterizacion fenotipica utilizando el sistema
PhenePlate (www.phplate.se).

En general se mostraron altas tasas de resistencia antimicrobiana para los antibioticos
amoxicilina, kanamicina, trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina, ceftriaxona,
ceftazidima y cefepime, amoxicilina/acido clavulanico. Y bajas tasas de resistencia
antimicrobiana <20% para gentamicina, nitrofurantoina, meropenem e imipenem (Tabla
1).
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Tabla 1. Frecuencia de susceptibilidad antimicrobiana en aislados de E. coli

obtenidas de urocultivos (n= 74)

Antibibico Resistente Intermedio Sensible
n (%) n (%) n (%)
Amoxicilina 65(87.8) 9(12.2)
Amoxicilina/acido 21(28.4) 7(9.5) 46(62.2)
clavulanico
Ciprofloxacina 35(47.3) 1(1.4) 38(51.4)
Trimetoprim 39(52.7) 1(1.4) 34(45.9)
sulfametoxazol
Ceftriaxona 31(41.9) 1(1.4) 42(56.8)
Ceftaxidime 30(40.5) 44(59.5)
Cefepime 30(40.5) 44(59.5)
Kanamicina 47(63.5) 18(24.3) 9(12.2)
Gentamicina 8(10.8) 5(6.8) 61(82.4)
Nitrofurantoina 5(6.8) 4(5.4) 65(87.8)
Meropenem 5(6.8) 2(2.7) 67(90.5)
Imipenem 1(1.4) 73(98.6)

Se encontrd que el 59% (n=44) de los aislados presenté multi-resistencia (tres o mas
familias de antibiéticos) “?. Se identificé que el 29.7% (n=22) de las E. coli compartian
la produccion de B lactamasas de espectro extendido (BLEE), siendo el indicador
principal la resistencia a las cefalosporinas (ceftazidima, ceftriaxona y cefepime). De los
cuales el patron de resistencia que se observo con mayor frecuencia fue amoxicilina +
ceftazidima+ ciprofloxacina + ceftriaxona + cefepime + kanamicina +
trimetoprim/sulfametoxazol, seguido de amoxicilina + ceftazidima+ ciprofloxacina +

ceftriaxona + cefepime + trimetoprim/sulfametoxazol (Tabla 2).
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Tabla 2. Patrones de resistencia antimicrobiana en aislados de E.coli

productoras de BLEE

Patrones de Resistencia n=22 %

AML+CAZ+CRO+K+SXT 1 4.5
AML+CAZ+CRO+FEP+K+SXT 1 4.5
CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K 1 4.5
CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+SXT 2 9

AML+CAZ+CRO+FEP+K+SXT+GEN 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+AMC 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT 8 36.4
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT+GEN 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT+AMC 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+GEN+AMC 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT+GEN+MER 1 4.5
AML+CAZ+CIP+CRO+FEP+K+SXT+GEN+AMC 1 4.5

AML Amoxicilina, AMC Amoxicilina/acido clavulanico, CAZ Ceftaxidima, CIP Ciprofloxacina, CRO Ceftriaxone,
FEP Cefepime, GEN Gentamicina, IMP Imipenem, K Kanamicina, MER Meropenem, NIT Nitrofurantoina, SXT

Trimetoprim-sulfametoxazol.

Debido al material con que se contaba para la caracterizacion fenotipica se analiz6 un
39% (n=29) de los aislados de E.coli. Donde se pudo diferenciar un total de 17
fenotipos divididos en 4 fenotipos comunes (FBcl- 4) y 13 fenotipos no comunes
(FBsi). Observandose un predominio en orden de frecuencia para los fenotipos FBcl (8
aislados); FBc3 (3 aislados), FBc2 (3 aislados) y FBc4 (2 aislados) (Figura.5).
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Figura 5. Distribucion de Fenotipos Bioquimicos de aislados de E.coli, y patrones de resistencia antimicrobiana
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La linea punteada vertical indica el nivel de identidad que fue determinado por la reproducibilidad del método (ID=0.975)
R, Resistente |, Intermedio S, Sensible. AML Amoxicilina, AMC Amoxicilina/acido clavulanico, CAZ Ceftaxidima, CIP Ciprofloxacina, CRO Ceftriaxone, FEP Cefepime,
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9 DISCUSION

Las ITUs son muy frecuentes en nuestro medio siendo su principal microorganismo
causante E.coli, la cual ha venido adquiriendo con el paso del tiempo resistencia a
diversos farmacos. En el adulto con ITU es habitual el tratamiento antibiotico empirico y
solo en ocasiones se envia urocultivo. Sin embargo, se ha documentado la presencia
de una mayor resistencia a los antibiéticos usados habitualmente “?. Conociendo de
esta problematica en la poblacion, el presente estudio brinda datos obtenidos entre
Febrero 2015-Agosto 2016, tratando de aportar un analisis en la comprension e

interpretacion de los mismos.

El andlisis de los urocultivos identificé diferentes patégenos aislados, dentro de los
cuales se encontré6 en orden de frecuencia Escherichia coli, Enterobacter ssp,
Acinetobacter spp, Proteus mirabilis, Klebsiella spp, Citrobacter spp y Serratia spp. A
pesar de la diferente poblacion y tomando en consideracion el tipo de muestra biol6gica
se encontro lijera diferencia en lo reportado por Narvaez. A., donde aislé Pseudomona
spp 9. Asi como Bours, Matute y cols que ademas aislaron otros microorganismos

como Escherichia fergusonii, Cedecea davisae, Staphylococcus aureus y Kluyvera spp
2

El presente trabajo estuvo dirigido al estudio de fenotipos bioquimicos y resistencia
antimicrobiana de E.coli, ya que sigue siendo el principal microorganismo causante de
ITU, lo que remarca la importancia del analisis de la misma. Esto es similar a lo
reflejado en estudios realizados tanto en Espafia ™ como Latinoamérica “* “®y a nivel

| ®33%4D) " particularmente en este centro asistencial @ ha aumentado su

naciona
frecuencia en un 20% probablemente esto se deba al uso inadecuado de antibiéticos
de empleo rutinario, los cuales actualmente tienen poca o nula efectividad, ademas
relacionado a la transferencia de mecanismos de resistencia como la produccion de

BLEE y a una transmision horizontal de esta bacteria en el medio comunitario 33442,
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La evolucion de la resistencia de E.coli como uropatdgeno ha sido vigilada
frecuentemente en todos los paises del mundo, con el objetivo de aplicar una terapia
antibiética empirica en la que los principales microorganismos causantes, en especial
E.coli, sean sensibles “**749_ Este estudio al igual que los realizados en Latinoamérica
demuestra altas tasas de resistencia de E.coli para los betalactamicos,

aminoglucdsidos y trimetoprim/sulfametoxazol ©?.

Lo que es una situacion
preocupante, puesto que se observa con el paso del tiempo un aumento en la

resistencia de estos grupos farmacoldgicos.

En el afio 2010, Bours. P., Matute. A. y cols propusieron a amoxicilina/acido clavulanico
como tratamiento alternativo para ITU no complicada por la baja resistencia encontrada
@ Sin embargo, en este estudio se identific6 un aumento en su resistencia, lo que
dejaria a este farmaco fuera del esquema alternativo, debido a que no cumple con las
directrices de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) que

establecen una resistencia menor del 20% para ser utilizados como tratamiento 749,

En Espafa, la Sociedad Andaluza de Enfermedades Infecciosas propone a
ciprofloxacina como tratamiento alternativo para pielonefritis aguda no complicada,
siempre y cuando no hayan antecedentes previos de su uso Yy se reporten tasas de
resistencias inferiores al 10% “9 debido a la frecuencia de resistencia para dicho
antibiético en este pais ©*®Y. En nuestro pais este antibiético sigue siendo utilizado
como tratamiento de primera linea ®? a pesar de que se conoce que la sensibilidad de

E. coli para este farmaco ha disminuido a nivel nacional & ¢ (45, 46,

50,64)

y latinoamericano

Con respecto a ceftriaxona, farmaco que es el mas utilizado en la terapia para ITU alta
en la practica hospitalaria, se encontr6 duplicada su resistencia. En cambio
gentamicina disminuyd su resistencia (10.8%), lo que la perfila como una mejor
alternativa para el manejo intrahospitalario de una ITU alta, otras alternativas seria el
uso de los carbapenemes que resultaron con resistencias inferiores al 90%,

meropenem (6.8%) e imipenem (1.4%).
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Concerniente a la produccion de BLEE se obtuvo similitud a Bours. P., Matute. A., y
cols en donde mostraron que el 29.5% (n=13) era positivas, a nivel internacional se
reporta que en Chinpancingo, México el 21% (n=18) fueron productoras de BLEE “°.
Sin embargo, hay diferencia con un estudio realizado en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNAN-Leén ©® donde
reportaron que el 38% eran productoras de este mecanismo de resistencia. En el
estudio realizado por Cabrera. C. y Franco. J., en pacientes del area de gineco-
obstetricia de dos hospitales se reporté un menor porcentaje de produccién de BLEE

(20%) comparado al encontrado en este estudio ©.

El patrén de resistencia encontrado en E.coli productoras de BLEE fue amoxicilina +
ceftazidima+ ciprofloxacina + ceftriaxona + cefepime + kanamicina +
trimetoprim/sulfametoxazol. Esto corresponde a lo reportado a nivel local, ya que se
evidencian patrones resistentes a cefalosporinas en combinacion con
trimetoprim/sulfametoxazol y ciprofloxacina, por el contrario no se agrega a este
patrén kanamicina y amoxicilina ya que estos antibioticos no fueron incluidos en estos
estudios ®1%%¥_Cabe destacar, que a pesar de que la amoxicilina ya no se utiliza en

nuestro medio se identificé que aun sigue teniendo elevada antibiético resistencia.

La utilizacién del método PhenePlate para la caracterizacion fenotipica bioquimica ha
sido utilizado por muchos investigadores lo que ha facilitado obtener un acercamiento
en la basqueda de cepas o aislados de importancia epidemiol6gica dado a la facilidad

del estudio de un conglomerado de ellos en un sélo andlisis. © 10 33 34.41.63.65.66)

En nuestro estudio se logré identificar 17 grupos fenotipicos de los cuales 4 eran
grupos comunes y 13 fenotipos individuales, a diferencia de los hallazgos obtenidos por
por Cabrera C. y Franco. J., utilizando esta metodologia donde agruparon 22 fenotipos
comunes, asi como Narvaez. A., que agrup6 20 fenotipos comunes. Probablemente
esté relacionado con la poblacion, ya que sélo incluyeron pacientas de gineco-
obstetricia y en el presente trabajo fueron adultos del servicio de medicina interna ©°.
Sin embargo, la relevancia de estos estudios se muestra en poder presenciar cepas

gue se distribuyen en diferentes grupos poblacionales, pudiendo considerarse un
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proceso de distribucion endémica de importancia epidemiol6gica. Demostrado porque
dentro de estos grupos fenotipicos presentaron relacion en cuanto a la agrupacion de
patrones de resistencia y produccion de BLEE, lo cual hace pensar que hay circulacion
de ciertas cepas de E.coli que se han adaptado a los grupos de antibitticos utilizados
comunmente, marcando la transferencia de plasmidos que dan lugar a la adquisicion

de uno de los tantos mecanismos de resistencia como es la produccion de BLEE.
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10 CONCLUSION

» En total se obtuvieron 74 (68%) aislados de E. coli, en dicha bacteria se observé
resistencia antimicrobiana para amoxicilina, seguido de kanamicina,
trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina y ceftriaxona y sensibilidad

principalmente a imipenem, meropenem, nitrofurantoina y gentamicina.

» Del total de E.coli identificadas un 29.7% (n=22) eran productoras de [
Lactamasas de Espectro Extendido, de las cuales su principal patréon de
resistencia fue amoxicilina + ceftazidima+ ciprofloxacina + ceftriaxona +

cefepime + kanamicina + trimetoprim/sulfametoxazol.

» A pesar de que la muestra para el analisis de fenotipificacion fue pequefia, se
pudo encontrar la presencia de algunos grupos fenotipicos comunes que
pueden tener relevancia epidemiolégica por la posible circulaciéon de dichos
fenotipos a nivel comunitario e intrahospitalario. En total se identificaron 17
grupos fenotipicos bioquimicos de E.coli, distribuidos en 4 fenotipos comunes y

13 fenotipos no comunes.
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11 RECOMENDACIONES

>

Mantener la vigilancia de la susceptibilidad antimicrobiana de E.coli, por parte de
las autoridades competentes con la posibilidad de unir esfuerzos en la
bdasqueda de cepas con potencial patogénico, para brindar un manejo
farmacoldgico adecuado basado en evidencia microbiolégica, ya que deberian
de tomarse en cuenta las altas tasas de resistencia para los antibiéticos orales

de uso mas frecuente.

Comunicar a los profesionales de la salud (en especial médicos) los hallazgos

encontrados en este estudio.

Promover el uso racional de medicamentos, principalmente a nivel
intrahospitalario y en pacientes con comorbilidades, debido a que actualmente
los antibioticos de uso comun son poco eficaces para la erradicacion de esta
bacteria y a la vez disminuir de esta manera la multiresistencia y se evite la

transferencia de mecanismos de resistencia.

Impulsar estudios de seguimiento para cepas uropatdgenas y en especial
E.coli con el método PhenePlate, dado a su alto grado de reproducibilidad y que
a la vez permite la discriminacion de dichas cepas (segun sus caracteristicas

bioquimicas) que se distribuyen con mayor frecuencia en la poblacién.

Realizar estudios que determinen los factores de riesgo para el desarrollo de

resistencia antibiotica a nivel local.
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12 ANEXQOS
Anexo 1. Ficha de recoleccién de datos

EncuestaN'_.

Fecha: Hora: Teléfono:

Estimado Sr. Sra. Participante del presente estudio llamado: Vigilancia de los patrones de resistencia antimicrobiana
en uropatogenos aislados de pacientes que acudieron a la emergencia de los servicios de Medicina Interna, Gineco-
obstetricia y Pediatria del HEODRA Febrero 2015 - 2016, su colaboracién serd de gran ayuda al aportar al
desarrollo cientifico de nuestra sociedad. Sus datos aqui proporcionados seran de total discrecion.

Datos generales

1. Edad
()13-20 ()31-40 ()41-50 ()>50 afios

2. Sexo
()Femenino ()Masculino

3. Procedencia
()Urbano ()Rural

4. Escolaridad
()Analfabeta ()Primaria ()Secundaria ()Técnico ()Universitario ()No aplica

5. Estado civil
()Casado ()Acompafiado ()Soltero ()Viudo ()No aplica

Manifestaciones clinicas:
ITU Baja:

()Disuria ()Frecuencia ()Urgencia ()Sensacion de pesantez pélvica ()Dolor suprapubico a la palpacién

()Polaquiuria

ITU Alta:

()Fiebre ()Dolor en el costado ()Pufio percusion positivo ()Nauseas ()VoOmitos

Tiempo de evolucion de los sintomas
()<72horas  ()4-7dias ()>7dias

La sintomatologia urinaria es:

a) lravez:Si No

b) Cuadros similares previos: Si ;Cuantos? No
Datos que posee para apoyar Infeccién urinaria previa:

a. Historia de sintomas similares: Si No

b. General de orina con: ()Piuria ()Hematuria ()Nitritos

c. Urocultivo previo con recuento 10°UFC/ml: Si No
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Clasificacion de las infecciones urinarias segin gravedad

() No complicada

() Complicada (Ver categorizacion). Una o mas:
()Ninos
()Hombres
()Mujeres con lesidn conocido en el diagnéstico previo
()Anomalia del tracto urinario funcional o estructural
()Obstruccion por urolitiasis
()Embarazo Edad gestacional
()Diabetes
()Lesion de la médula espinal
()Trastorno neurolégico(por ejemplo, esclerosis multiple) que afecta la funcién de la vejiga
()Sonda permanente
()Las comorbilidades que predisponen a la necrosis papilar (por ejemplo, anemia de
células falciformes, diabetes severa, abuso de analgésicos, la infeccién por
Pseudomonas spp)

() La infeccidn con un organismo inusual

Cuales factores de riesgo posee?

() Actividad sexual reciente (1 semana previa)

() Uso de diafragma, capuchén cervical o espermicidas

() Menopausua (no mestruaciones >1 afio)

() Cistocele (anatémico)/ incontinencia de esfuerzo (historia)

() Historia personal de Diabetes Mellitus y en tratamiento

() Historia personal de enfermedad prostatica

() Historia personal de urolitiasis

() Uso de antibiéticos de amplio espectro (semana previa) ;Cual?

() Historia personal de enfermedad renal ;Cual?

Tratamiento empirico inicial: Si Esquema? No

Examen general de orina (EGO):

()Nitritos pH
()Leucocitos (= 10 por campo) Densidad___
()Bacterias Cilindros
Sangre
Urocultivo:
()si ()No

Agente Uropatdgeno:
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Bacilos gramnegativos:

()Eschierichia coli ()Escherichia fergusinii ()Proteus ()Klebsiella
()Enterobacter ()Serratia ()Pseudomonas ()Cedecea davisae
BLEE: Si: No

Cocos grampositivos:

() Staphylococcus saprophyticus () Staphylococcus aureus () Staphylococcus epidermidis

Susceptibilidad antimicrobiano

SUSCEPTIBILIDAD
Antibiotico

Resistente Intermedio Sensible

Amoxicilina

Amoxicilina/4cido clavulanico

Ceftaxidima

Ciprofloxacina

Ceftriaxone

Cefepime

Gentamicina

Imipenem

Kanamicina

Meropenem

Nitrofurantoina

Trimetoprim/sulfametoxazol
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Anexo 2. Acta del Comité de ética para Investigaciones Biomédicas (CEIB)

Miembros Honorarios
Dr. Uriel Guevara
Guerrero (q.e.p.d.)

Dr Jaime Granera Soto

Comite Ejecutivo
Dra. Nubia Pacheco Solis
Presidenta

Dr. Efréen Castellon C
Vice - Presidente

Dr. Orlando Morales N
Secretario

Miembros alternos
Dr Jorge Aleman Pineda
Lic. Irella Romero S

Fundado en la Facultad de
Ciencias Médicas
UNAN - Leon
Nicaragua
7JJ

tica Zgma

» Telf: 2311-4675

Expiration data
31/08/2015

/

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua
Facultad de Ciencias Meédicas
UNAN - Leon

Comité de Etica para Investigaciones Biomédicas (CEIB)
“Dr. Uriel Guevara Guerrero”
FWA00004523 / IRB00003342

Leodn, 19 de febrero de 2015

ACTA No. 1

Dra. Idania Escalante Mendoza
Médico Residente de Il Ao de Medicina
Sus Manos

Estimada Doctora:

Hemos recibido su trabajo de Investigacion titulado “Vigilancia de los
patrones de resistencia antimicrobiana en uropatégenos aislados de
pacientes que acuden a la emergencia de los servicios de Medicina Interna,
Gineco-Obstetricia y Pediatria del Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales
Argtiello, Febrero 2015-2016”, para que sea evaluado por el Comité de ética, al
respecto le comunicamos lo siguiente: consideramos que este Protocolo cumple
con las exigencias éticas nacionales e internacionales y que se ajusta a los
principios de las buenas practicas clinicas y a la declaracién de HELSINKI, por lo
que este Comité aprueba su continuidad.

Como Comité de Etica, valoramos muy positivamente la importancia de
este trabajo. Copia de esta carta debe estar presente en el Protocolo e informe
final.

Sin otro particular, nos es grato suscribirnos.

Atentamente,

~

IS

> N‘/E"? -~

@IV TGN,

",‘Q\%\Q;\DO En ;\ ﬂ
OEIR. &% 3 T\DR. ORLA [~sr\

« ku‘kldl
lLll|ldd de CC. MM

Ce:

Archivo
NAPS/rhi

Por la Pertinencia y Excelencia Académica

A /
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Grafico 1. Frecuencia de microorganismos aislados en urocultivos (n=108)
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