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RESUMEN

Las Enterobacterias son bacilos Gram-negativos que son responsables de muchas
infecciones nosocomiales causando la morbilidad y mortalidad de los pacientes. Pese a
gue existen muchos antimicrobianos para su eliminacion, estas Enterobacterias han
adquirido cierta resistencia a muchos de ellos, incluyendo a los antibiéticos de amplio
espectro.

La aparicion de la multi-resistencia se debe a la produccién de la enzima f-lactamasa de
espectro extendido (BLEE) una enzima que incide sobre el anillo beta-lactamico y que se
ha originado desde hace mucho tiempo a partir de las TEM-1 TEM-2 SHV-1 tras sufrir

diversas mutaciones.

La aparicion de la BLEE esta codificada por los plasmidos que le otorgan una capacidad

de distribucién en distintas cepas y su pronta difusion.
La resistencia a estos antimicrobianos indica la presencia de una cepa BLEE.

En el estudio que se realizé se hall6 la frecuencia de Enterobacterias productoras de f-
lactamasa de espectro extendido (BLEE) de pacientes post-operados en el Hospital
Municipal Boliviano-Holandés, en una poblacion total de 231 muestras clinicas que
corresponden al 90% (207 cepas), que dan positivo para la deteccién de Enterobacterias,
E. coli 30 (cepas), Enterobacter spp. (2 cepas), Acinetobacter spp. (1 cepa), en un total de
42 cepas productoras de BLEE, éstas se hallaron en diferentes muestras, y el 10% (24

cepas) que corresponde a otro tipo de microorganismo.
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ABSTRACT

The Enterobacteria are gram-negative bacilluses that are responsible for many nosocomial
infections causing the morbidity and the mortality of the patients. In spite of the fact that
many antimicrobians exists for its elimination, these Enterobacteria has acquired certain

resistance to many of them, including to the antibiotics of wide spectrum.

The appearance of the multi-resistance is due to the production of the wide spectrum—g-
lactamase enzyme (WSBL), an enzyme that impacts on the ring beta-lactamic and that
has been originated for a lot of time starting from the TEM-1 TEM-2 SHV-1 after ongoing

diverse mutations.

The appearance of the (WSBL) is coded by the plasmids that grant them a distribution

capacity between different strains and its prompt diffusion.
The resistance to these antimicrobians indicates the presence of a WSBL strain.

In the study that was carried out it found the frequency of Enterobacteria producing of wide
spectrum—pg-lactamase enzyme (WSBL) from patients post-operated in the Hospital
Municipal Boliviano-Holandés, in a total population of 231 clinical samples that correspond
to 90% (207 strains) that give positive for the detection of Enterobacteria, E. coli (30
strains), Enterobacter spp. (2 strains), Acinetobacter spp. (1 strain), in a total of 42 strains
producing WSBL, these were found in different samples, and 10% (24 strains)

corresponds to another microorganism type.
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. INTRODUCCION

Enterobacteriaceae es una familia de bacterias Gram negativas que contiene
mas de 30 géneros y mas de 100 especies que pueden tener morfologia de
bacilos o cocos. Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota del
intestino (llamados coliformes) y de otros 6rganos del ser humano y de otras
especies animales (1)

Las R-lactamasas de espectro extendido (BLEE), también llamadas de espectro
ampliado (BLEA), son enzimas producidas por los bacilos Gram negativos,
fundamentalmente Enterobacterias especialmente frecuentes en Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli, aunque también por microorganismos no
fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y otros. Son capaces de
inactivar, ademas de a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera y segunda

generacion, a las oximino-cefalosporinas y al aztreonam.

El primer aislamiento de BLEE documentado tuvo lugar en Alemania en 1983, a
partir de una cepa de Klebsiella ozaenae, y recibié el nombre de SHV-2.En
Espafa la primera BLEE se describié en 1988, comenzandose a detectar poco

después los primeros brotes por enterobacterias productoras de BLEE.

Esta familia de enzimas, en continuo crecimiento, se reconoce en funcion de sus
caracteristicas funcionales y genotipicas, mediante la clasificacion de Bush,
Jacoby y Medeiros y su correlacion con la clasificacion molecular de Ambler. Las
distintas BLEE confieren un grado de resistencia muy variable. La intensidad de
hidrolisis de un determinado antibiético difiere segun las cepas consideradas,
pudiendo incluso no tener efecto fenotipicamente detectable en algunos casos en
los que Unicamente tiene lugar un aumento de la concentracibn minima inhibitoria

(CMI), pero permaneciendo en el intervalo de sensibilidad.

Las BLEE “clasicas” derivan de las R-lactamasas de amplio espectro,
pertenecientes al grupo 2b (TEM-1, TEM-2 y SHV-1). Estas R-lactamasas 2b
poseen actividad penicilinasa y son, en su mayoria y a priori, inhibibles por el

acido clavulanico. Las mutaciones en el centro activo de estas enzimas 2b, han


http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_negativa
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Coco
http://es.wikipedia.org/wiki/Flora_sapr%C3%B3fita
http://es.wikipedia.org/wiki/Intestino
http://es.wikipedia.org/wiki/Coliforme
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determinado la aparicion de estas otras R-lactamasas BLEE, capaces de hidrolizar
también a las cefalosporinas de tercera generacién y a los monobactamicos. Las
BLEE, por tanto, se clasifican dentro de ese gran grupo 2b, constituyendo el
subgrupo 2be (clase molecular A), si bien algunas de ellas se clasifican en grupos
distintos al 2be (ej. ciertas oxacilinasas del grupo 2d, clase molecular D). Hasta la
fecha se han descrito mas de cien variantes distintas de BLEE, derivadas de las 13-
lactamasas TEM-1 o TEM-2 y més de cincuenta de las derivadas de SHV-1(1)

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que fenotipicamente
se caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluyendo
las de tercera y cuarta generacion. Pueden ser inhibidas por el acido clavulanico u
otros inhibidores de 3-lactamasas como el tazobactam y el sulbactam. (2)

Se consideran betalactamasas aquellas enzimas capaces de modificar
guimicamente el anillo betalactamico que caracteriza a un amplio grupo de
antibidticos; se han descrito 3 grupos de bacterias productoras de beta
lactamasas, Un primer grupo productores de beta lactamasas denominadas
clasicas o de amplio espectro, las cuales van a producir resistencia bacteriana a
las amino y carboxipenicilinas, pero con sensibilidad a las cefalosporinas,
monobactamicos y carbapenemicos. Un segundo grupo en que las
betalactamasas van a ser de espectro extendido, (BLEE y en ingles ESBL) es
decir que su accioén va a dirigirse contra todas las cefalosporinas incluyendo las de
3" generacion y la sensibilidad de estas bacterias es a los inhibidores de
betalactamasas y carbapenemicos. Estas bacterias van a presentar resistencia
también a los aminoglucosidos, limitan mucho la eficacia de los betalactamicos y
se asocian con una elevada morbimortalidad. El tercer grupo va a estar
caracterizado por producir betalactamasas resistentes a los inhibidores de las
mismas es decir al tazobactam, al acido clavulanico y al sulbactam. Estas
bacterias también van a ser resistentes a amino, ureido y carboxipenicilinas. Son

sensibles a las cefalosporinas carbapenemicos y monobactamicos. (3)

Entre las enterobacterias que producen de forma natural este tipo de 3-lactamasas

se encuentran Yersinia enterocolitica, Klebsiella oxytoca, Citrobacter
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diversus y distintas especies del género Kluyvera. De hecho, en los ultimos afios,
estan adquiriendo gran relevancia un nuevo tipo de BLEE plasmidicas,
denominadas CTX-M que, precisamente, derivan de la R-lactamasa cromosémica
de distintas especies del género Kluyvera. Por lo general, cuando hablamos de
BLEE nos referimos Unicamente a las enzimas de codificacion plasmidica ya que
son éstas las que suponen un mayor problema epidemiolégico debido a su
elevada capacidad de diseminacion. (6)

En los brotes nosocomiales de microorganismos BLEE positivo hasta ahora se
han implicado mayoritariamente cepas de K. pneumoniae. Actualmente, el
aislamiento de cepas de E. coli BLEE positivo, tanto en la comunidad como en el
hospital, se ha convertido en un problema creciente, si bien en general los brotes
nosocomiales por dichas cepas son menos frecuentes que los debidos a K.
pneumoniae. Menor peso global tiene de momento otras enterobacterias, como

Citrobacter, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Salmonella o Morganella.

Estas bacterias distintas a Klebsiella casi siempre se aislan en infecciones
esporadicas (no epidémicas), tanto hospitalarias como comunitarias.También es
posible que una misma cepa origine distintas betalactamasas, pudiéndose aislar,
por ejemplo, microorganismos con BLEE de tipo CTX-M y SHV o BLEE de tipo
CTX-M y con betalactamasas cromosémicas AmpC, por lo que los fenotipos

pueden variar respecto a los esperados. (1)
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1.1 ANTECEDENTES

La frecuencia de infecciones causadas por Enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE), se est& incrementando en todo el
mundo. La afluencia de estas bacterias en los hospitales tiene implicancias
mayores para las estrategias de control de infecciones y tratamiento empirico.
Estudio realizado en el hospital se encontr6 Enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido en un 21% en la gestion 2004 -2006

Otro estudio realizado en el hospital de clinicas de la ciudad de La Paz en la
gestion 2002, se encontr6 0.94% tres cepas productoras de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE), 2 cepas de Klebsiella spp 1 cepa de Enterobacter spp,
se aislaron de diferentes muestras, en secresion purulenta, orina, punta de catéter,
en ambos generos.

Segun estudio realizado en el hospital obrero °N 1 de la ciudad de La Paz en la
gestion 2005 se encontré6 enterobacterias productoras de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) en un 6%, y con mayor incidencia es en muestras de
orina en el genero femenino en un rango de edad entre los 71y 81 afios de edad.
Estudios realizados en otros paises como la Habana se encontr0 una mayor
incidencia de enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro
estendido (BLEE) en un 31,1%, las cuales se identificaron como Proteus spp,
19,4% Echerichia coli, 17,3% Klebsiella spp., 16,3% Enterobacter spp., 4,1% con
mayor incidencia en muestras de orina, sangre, liquidos abdominales y otros

En Mexico y America del Sur la Enterobacteria mas aislada es Klebsiella
pneumoniae 41 % con mayor frecuencia en hemocultivos, E. coli 10 % con
mayor frecuencia en cultivo de heridas.

Las Entrobacterias también producen infecciones nosocomiales, son un problema
de salud publica que afecta todo tipo de instituciones y a la comunidad en general
ya sea por su efecto en la salud de los pacientes como por los costos que este

problema implica.
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1.2PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos va en aumento, lo que implica
generacion de problemas a las instituciones de salud y la comunidad en general
como: elevacién del gasto econdmico para la compra de medicamentos. Esta
resistencia es mas marcada cuando hay presencia de microorganismos gram

negativos productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Los antibidticos B-lactdmicos son las drogas mas usadas para el tratamiento de
infecciones bacterianas tanto a nivel de la comunidad como hospitalario. El amplio
espectro, la baja toxicidad y la actividad fuertemente bactericida sobre la mayoria
de los microorganismos son algunas de las causas de su amplia utilizacion.
Practicamente todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae se
caracterizan por poseer mecanismos enzimaticos naturales de resistencia a los
antibidticos Betalactamicos como resultado de la captacion de los elementos de
ADN moviles (plasmidos, transposones, etc.) o a través de mutaciones

cromosomicas.

La aparicion de Enterobacterias multirresistentes gracias a la produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se ha incrementado en los ultimos
afos, y se registra, ademas, una mayor morbilidad y mortalidad en pacientes con

infecciones por estas bacterias.

Las BLEE son enzimas producidas por bacteras Gram-negativas capaces de
hidrolizar antibioticos betalactdmicos de amplio espectro, estos son los mas
usados para el tratamiento de infecciones bacterianas, tanto a nivel de la
comunidad como hospitalarias.Otro de los problemas mas importantes en la
comunidad hospitalaria son las infecciones intrahospitalarias han demostrado ser
uno de los problemas muy importantes en los hospitales ya que afectan al
paciente cuando adquieren estas infecciones que no estaban presentes ni en
periodo de incubacion al momento del ingreso, conduciendo ademas en forma

indirecta a un aumento en el costo de la atencién hospitalaria.
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Las infecciones intrahospitalarias afectan también a pacientes de los servicios
generales y los datos sobre la incidencia de estas infecciones son sumamente
limitados y no existen datos nacionales sobre la magnitud del problema. Es asi
gue las infecciones intrahospitalarias se han convertido en un problema de salud
publica no solo para los pacientes afectados y el plantel médico, sino también para

la comunidad en general.

En este trabajo se aborda el problema de las cepas de Enterobacterias portadores
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEES) en el dmbito de la poblacién
atendida en el Hospital Municipal Boliviano Holandés.

¢Las Enterobacterias seran cepas productoras de betalactamasa de espectro
extendido (BLEE)?
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1.3 JUSTIFICACION

En el presente trabajo se buscara determinar el tipo, la frecuencia y la distribucion
de microorganismos productores de BLEE, importante al identificar
microorganismos productores de B-lactamasas de espectro extendido lo cual
permitird analizar las tendencias evolutivas en las resistencias bacterianas y
adecuar racionalmente el uso de antibioticos. Se dedicara especial atencion a la
deteccion de aquellas resistencias que pueden pasar inadvertidas con el uso
rutinario de técnicas habituales.

El problema de la resistencia bacteriana a los antibidticos en los hospitales ha
llegado a ser de tal magnitud y motivo de preocupacion que se requiere un

sistema de vigilancia prospectivo y activo.

La identificacion de infecciones intrahospitalaria por enterobacterias como
Klebsiella y Escherichia coli es muy importante ya que estas bacterias
intrahospitalarias en la poblacion hospitalaria representan un grave problema de
salud y en ellas radica la posibilidad de ejercer acciones destinadas al control y

prevencion de las mismas.

El hecho de que un paciente adquiera una infeccion intrahospitalaria, tiene
diversas implicaciones, tanto directamente sobre la salud y prondéstico del

paciente, como en la eficiencia, costo econdmico y funcionamiento del hospital

Las infecciones intrahospitalaria pueden causar enfermedad severa o muerte, la
estancia hospitalaria prologada, la necesidad de utilizar tratamiento antimicrobiano

adicional o que el paciente infectado se convierta en fuente o reservorio

La E. Coli, es el principal habitante anaerobio facultativo del intestino grueso y es
el Unico entre los microorganismos que integran la flora normal y por cuanto
también es el Unico microorganismo aislado, con mayor frecuencia como agente
causal de infecciones urinarias de heridas, neumonias, meningitis, y de septicemia

tanto en las infecciones comunitarias como las adquiridas en el hospital.
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OBJETIVOS

2.10BJETIVO GENERAL

% Determinar la frecuencia de Enterobacterias productoras de

betalactamasa de espectro extendido (BLEE) en pacientes post-operados

de muestras clinicas recepcionadas en el servicio de bacteriologia del

Hospital Municipal Boliviano Holandes de enero de 2009-diciembre de
2009

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

0

D)

*,

e

*

Determinar el porcentaje de aislamiento de cepas de Enterobacterias

con relacion a otro microorganismo en paciente post-operados.

Determinar la frecuencia de género de Enterobacterias mas frecuentes
productoras de betalactamasa de espectro extendido BLEE en paciente

post-operados.

Determinar la frecuencia de Enterobacterias productoras de BLEE

segun genero en paciente post-operados.

Determinar la frecuencia de Enterobacterias productoras de BLEE segun

rango de edad en paciente post-operados.

Determinar la frecuencia de Enterobacterias productoras de BLEE segun

tipo de muestra en paciente post-operados.
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MARCO REFERENCIAL

La primera BLEE (SHV-2) fue descrita en una cepa de Klebsiella ozaenae en
Alemania en 1983. Desde entonces se ha publicado una gran cantidad de brotes
epidémicos de Enterobacterias con BLEE, sobre todo en unidades de cuidados
intensivos (UCI), siendo K. pneumoniae la especie mas frecuentemente
involucrada. La primera descripcion de cepas de Enterobacterias productoras de
BLEE en Espafia fue en 1988 y la primera epidemia documentada ocurrié entre
1988 y 1990. Las BLEE se encuentran codificadas en plasmidos conjugativos, lo
cual permite la diseminacion de este mecanismo de resistencia no solo entre
distintas cepas de la misma especie sino también entre distintas especies
bacterianas. Ademas de su codificacion plasmidica, las BLEE forman parte
frecuentemente de transposones o integrones lo cual determina su asociacion con
otros determinantes genéticos de resistencia transferibles, como los que confieren
resistencia a los aminoglucosidos o al cotrimoxazol. Durante las décadas de los 80
y principios de los 90, la inmensa mayoria de las BLEE encontradas eran del tipo
TEM o SHV, habiéndose descrito hasta la fecha mas de cien variantes distintas
derivadas de las B-lactamasas TEM-1 o TEM-2 y mas de cincuenta de SHV-1, lo
gue da idea de la gran diversificacion evolutiva que han sufrido estas enzimas en
un corto periodo de tiempo debido, esencialmente, a la presion selectiva de los
antibidticos. En 1989 se describié un nuevo tipo de BLEE, las cefotaximasas o
CTX-M, practicamente de forma simultanea en una cepa de E. coli en Alemania y
en una cepa de Salmonella en Argentina. Estas enzimas se caracterizan por
conferir resistencia de alto nivel a la cefuroxima, cefotaxima y cefepima,
practicamente sin incrementar las CMI de la ceftazidima, ya que la actividad
hidrolitica frente a este Ultimo antibiotico es minima comparada con la de las otras
cefalosporinas.Estas BLEE, de naturaleza plasmidica al igual que las TEM o SHV,
derivan de la B-lactamasa cromosomica de distintas especies del género Kluyvera.
También existen otras BLEE, algunas de ellas descritas en Pseudomonas
aeruginosa, con menor importancia epidemiolégica desde el punto de vista de su

diseminacién, al menos por el momento en Espafia (Tabla 1).
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Tabla 1. Diferentes grupos de B-lactamasas de espectro extendido.

R-lactamasa . . Especies en las que se

BLEE relacionada Pais de origen detectaron inicialmente
TEM TEM-1, TEM-2 Francia Enterobacteriaceae
SHY SHV-1/LEN Alemania P. aeruginosa/BGNNF
CTX-M KLUA Kluyvera Alemania/Argentina  E. coli, Salmonella spp.
OXA OXA-10 Turquia / Francia P aeruginosa
PER Francia P. aeruginosa
VEB PER Vietnam/Tailandia E. coli
TLA CME-1 Méjico E. coli
GES/IBC Guayana/Sudafrica K. pneumoniae/P. aeruginosa
BES Y. enterocolitica Brasil S marcescens
SFO AmpA S. fonticola Japén E. cloacae

En los dltimos afios estamos asistiendo a una serie de cambios en la
epidemiologia de las Enterobacterias productoras de BLEE. Mientras que en los
afios 80 y principios de los 90 la mayoria de las BLEE eran del tipo TEM o SHV,
actualmente las mas frecuentes en la mayoria de los paises, incluyendo Espafa,
son las CTX-M. La diseminacion de este tipo de BLEE, como sera comentado en
apartados posteriores, plantea ciertas dificultades para su deteccion,
especialmente cuando se utiliza ceftazidima como Unico marcador. Por otro lado,
K. pneumoniae, la especie mas frecuentemente asociada con la produccion de
BLEE en las décadas anteriores, actualmente esta siendo desplazada de forma
paulatina, aunque con menor caracter epidémico, por E. coli. En Espafia, si bien el
porcentaje de cepas con BLEE encontradas en un estudio multicéntrico reciente
fue mayor en K. pneumoniae (2,7%) que en E. coli (0,5%), el nUmero absoluto de
cepas fue significativamente superior para E. coli. En relacion con este ultimo
punto, es cada vez mas frecuente el aislamiento de Enterobacterias con BLEE,
especialmente E. coli, fuera del ambito hospitalario, particularmente como causa
de infeccion urinaria en pacientes de atencién primaria y asi, en el estudio
anteriormente aludido, se encontr6 que el 50% de las cepas de E. coli con BLEE
procedian de la comunidad.Otro aspecto epidemiolégico destacable es la
creciente presencia de BLEE en Enterobacterias productoras de B-lactamasas

cromosémicas AmpC. (2)

10
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MARCO TEORICO

2) Familia de enterobacteriaceae

Las Enterobacteriaceae son » bacilos » Gram negativos » Aerobios o0
Facultativos, con importancia clinica. Estos géneros se han clasificado segun sus
propiedades bioquimicas (baterias bioquimicas), estructura antigénica
(seratipificacidn) e hibridacion y secuenciacién de su material genético. A pesar de
la complejidad de la familia menos de 20 especies son responsables de més del
95% de las infecciones. (7)

Siderophores

¥ am Enterotoxin
% (diarrhea) Type 1
fimbriae

(adherence)

Endotoxin in
LPS layer

(fever) inv encoded

surface appendage;
adherence

Anti-phagocytic
proteins induced &
by oxyR ‘ o S S

2 @ (inhibits host
‘% "  —— cell protein
. 9 ' U synthesis;
O antigen Tl antigen; i (A
(inhibits ° }Tc’t' ity) ' inhibits into host;
phagocyte 03, antgen complement adherence)
Killing) 3 (adherence; binding
inhibits
phagocyte 1
killing) | Ve, TECLTIZA, O

La relacibn geneal6gica existente entre los diversos géneros de
Enterobacteriaceae esta basada en técnicas moleculares como la hibridacion del
ADN, y es razonablemente concordante con los esquemas tradicionales de
clasificacion metabdlica46. Esta concordancia apoya la conclusion de que la

transferencia de los genes cromosomicos (es decir, la recombinacién) es rara
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entre las poblaciones naturales de enterobacterias. Por ello, cada una de la gran
mayoria de especies de enterobacterias, sobre todo las relacionadas con procesos
patoldgicos especificos, comprende un numero bastante limitado de linajes o
clones con evolucion independiente. A primera vista, esta conclusiébn puede
parecer que contradice la facilidad de transferencia genética entre estos
organismos, observada en el laboratorio, por medio de conjugacion, transduccién,
transformacion y transposicion de elementos genéticos moviles como se
demuestra por el rapido intercambio de plasmidos de resistencia entre
Enterobacteriaceae (y otras muchas bacterias gramnegativas). Parte de la
explicacién podria residir en el equilibrio de los sistemas complejos del
cromosoma lo que condicionaria dificultad para establecer otras recombinaciones
aparte de las altamente homoélogas a diferencia de los genes facultativos de los
plasmidos. En efecto, el ADN extracromosomico confiere caracteristicas que son
de importancia transitoria, pero pueden conferir con frecuencia beneficios a la
especie. Asi, especies diferentes de Enterobacteriaceae son con frecuencia
portadoras del mismo determinante de patogenicidad o de resistencia antibidtica,
codificado en un plasmido, un transposén o un fago. Estas propiedades de
virulencia o0 resistencia representan probablemente adiciones recientes al
repertorio genético de un microorganismo, lo que le proporciona acceso a un
nuevo nicho ecologico.

La pared celular de las enterobacterias esta compuesta por mureina,
lipoproteinas, fosfolipidos, proteinas y lipopolisacaridos (LPS) y tiene una
disposicion laminar. La capa de lipoproteina-mureina constituye alrededor del 20%
de la pared de la célula y es responsable de la rigidez celular. EI 80% restante de
la pared celular se une con los lipidos de la lipoproteina para formar la capa
laminar. El LPS contiene las cadenas polisacaridas especificas que determinan la
antigenicidad de las diversas especies (el tipo O) y su componente lipidico es la
estructura responsable de la actividad endotéxica.En el caso de ciertas especies
de Enterobacteriaceae la estructura antigénica desempefia un papel importante en

la clasificacion epidemiologia. Los antigenos O (antigeno somatico, LPS), H

12
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(antigeno flagelar proteico) y K (antigeno capsular polisacarido) son los principales
componentes que se usan en la tipificacion seroldgica (14)

1.1 Caracteristicas generales.

La mas importantes, la familia es la enterobacteriaceae, formada por numerosas
especies, muy grandes, gran importancia clinica. Hay 27 géneros y hasta 102
especies.Bacilos Gram (-) anaerobios facultativos, de tamafio moderado, extremos
redondeados, moviles, (flagelacion peritrica), no forman esporas y son catalasa (+)
y oxidasa (-), requerimientos nutricionales simples. Los géneros mas comunes son

los siguientes:

Escherichia especie coli.
Enterobacter varias especies.
Citrobacter.

Salmonella.

Shigella

Klebsiella.

Serratia.

Hafnia.

Edwarsiella.

Proteus.

Yersinia.

1.1.1 Habitat.

Estan ampliamente distribuidas por la naturaleza, vegetacion, vida libre,
enterobacterias que forman parte de la flora intestinal del ser humano. Hay

algunos que se asocian con enfermedades Salmonella, Shigella, Yersinia pestis.

Otros miembros patdgenos oportunistas E.coli, klebsiella pneumoniae, proteus
miriabilis, causan enfermedades gastrointestinales (diarrea) y no gastrointestinales
(infecciones del tracto urinario y también sepsis). Estas enfermedades se
producen en pacientes inmunodeprimidos y son enfermedades nosocomiales (que

se cogen en el hospital)

13
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1.2. Clasificacion.

Se clasificara de acuerdo a las propiedades bioquimicas y antigénicas.

1.2.1 Propiedades bioquimicas:

e Catalasa positiva.

e Anaerobios facultativos.

e Oxidasa positiva.

e Reducen el nitrato a nitrito positivo.
Tienen flagelacion peritrica, forma con extremos redondeados, con estas
propiedades podemos distinguir el género enterobacterioceae de otros bacilos

Gram negativos que se incluyen dentro de otra familia vibrionaceae.

Desde el punto de vista metabdlico las enterobacterias pueden usar una gran
variedad de azucares y lo pueden hacer por distintas rutas metabdlicas
(fermentacién acido - mixta, butilenglicdlica) y los productos que obtenemos son
acido y gases.Las enterobacterias tienen gran cantidad de enzimas (ureasas,

carboxilasas), que permiten su identificacion.

1.2.2 Propiedades antigénicas.

Mediante técnicas inmunoldgicas. En las enterobacterias

e Antigeno somatico (O) pared celular, fraccion externa del

lipopolisacérido.

Dependiendo de la naturaleza de este antigeno lo podemos distinguir:

e Ag K antigeno capsular de naturaleza polisacaridica, permite distinguir
varios grupos, (ejemplo Klebsiella, Salmonella thypi).
e Ag flagelar (en el flagelo) o Ag H.

e Ag F enlas fimbrias o pillus permite su clasificacion.

14
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Dentro de las enterobacterias existe una gran variedad de genotipica dentro de un

mismo género producida por mutacion puntual y transferencia génica.

Caracterizacion serologica

Antigeno O: Antigeno somatico,
estable al calor, en la pared celular

Antigeno H: Antigeno flagelar,
labil al calor, en el flagelo

Antigeno K: Antigeno capsular,
polisacarido labil al calor

Ejemplo: E coli O:157H:7 Sindrome Urémico Hemalitico

1.2.3 Patogenia y factores de virulencia.

e Capsula (proporciona propiedades antifagocitarias).

e Pilli (proporciona adherencia).

e Toxinas, son de 2 tipos:

e Endotoxina (lipido A), Gram (-), produce los sintomas fiebre, leucopenia,
hemorragia capilar, hipotension, colapso respiratorio.

e Enterotoxinas (afectan al aparato gastrointestinal), pueden producir

diarrea. Las mas conocidas son E.coli, Salmonella, Shigella.

15



MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA

1.3 Enfermedades (Accion patdégena).

1.3.1 Gastrointestinales.

Se produce diarrea, diferentes manifestaciones dependiendo de la profundidad de

la invasion.
1.3.1, 1 PRIMER tipo:

La bacteria se adhiere a la mucosa de la célula epitelial, pero no penetra, la
bacteria libera la exotoxina y esta penetra en las células. Produce pérdida de
electrolitos y muerte celular. Diarrea acuosa, sin fiebre.Ejemplo producida por: E.

Coli enterotoxigénica y vibrio colerae.
1.3.1.2 SEGUNDO Tipo:

Invasion del epitelio, la bacteria penetra en las células epiteliales, libera la toxina
dentro de la célula, se produce muerte celular y asociado a esto hay respuesta
inmune del organismo, invasion local de leucos (leucos aumentados) y fiebre.
Diarrea con sangre en las heces. Ejemplo: E. Coli enteroinvasiva, Shiguella,

Salmonella.
1.3.1.3 TERCER tipo:

La bacteria invade los ganglios y pasa a la sangre. Se produce dolor abdominal,
diarrea con leucos y sangre. La invasion es mas profunda. Sintomas fiebre, dolor
de cabeza, leucocitosis, sepsis. Ejemplo: Salmonella thypi, yersina enterocolitica,

campylobacter jejuni.
1.3.2 Otro tipo de infecciones.
1.3.2.1 No intestinales.

Se adquieren en los hospitales en pacientes debilitados que han desarrollado

resistencia frente a los antibiéticos de los hospitales. Infecciones urinarias y
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neumonia, (ejemplo: al colocar sondas (infecciones urinarias), o en casos en los
que se puede aspirar el vomito (neumonia).Bacterias Oportunistas E. Coli,
Klebsiella pneumoniae, proteus miriabilis, citrobacter. (8)

1.4 Bacterias méas importantes, que forman parte de esta familia

Enterobacteriaceae

1.4.1 Escherichia coli.

Escherichia coli (E. coli) es quizas el organismo procarionte mas estudiado por el
hombre. Se trata de una bacteria que se encuentra generalmente en los intestinos
de todos los animales, incluyendo a los humanos. Son necesarias para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo. Es un bacilo que reacciona
negativamente a la tincion de Gram, es » anaerobio facultativo, movil por
» flagelos peritricos (que rodean su cuerpo), no forma » esporas, es capaz de
fermentar la glucosa y la lactosa.La bacteria E. coli, puede causar infecciones
intestinales y extra-intestinales generalmente severas, pudiendo causar diarrea en
humanos y otros animales. Especialmente a nifios y ancianos, o bien en personas
que tengan el sistema inmunolégico deprimido.
Generalmente la presencia de esta bacteria en los alimentos o en las superficies,

se considera un indicativo de falta de higiene. La simple presencia de este
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microorganismo, o un recuento superior a mayor 100 ufc/g o ml indicar4 una
contaminacion fecal con el consiguiente riesgo de que existan cepas patdgenas.
La enfermedad se transmite por via feco-oral y el vehiculo mas frecuente de
infecciébn humana es la carne de bovino, leche, yogur, mayonesa, ensaladas,

vegetales crudos y agua. (7)
1.4.2 Salmonella.

La Salmonella esta formada por bacilos gram negativos, son anaerobios
facultativos, disponen de flagelos peritricos que rodean al microorganismo y no
desarrolla cdpsula ni espora. Fermentan glucosa pero no lactosa, y no producen

ureasa.

Esta bacteria no es demasiado resistente a las condiciones ambientales, tales
como luz solar, desecacidn, concentraciones elevadas de sal o calor. Sin
embargo, es la responsable de casi la mitad de los casos de infecciones de origen

alimentario que se diagnostican en los hospitales esparioles.

Y esta situacion se vive de forma similar en los paises de nuestro entorno.El
origen del problema radica en que este microorganismo se adapta muy bien a los
animales y las personas. El intestino puede colonizarlo, es decir dar lugar a una
infeccion; o bien, puede llegar a un equilibrio con otros microorganismos

intestinales donde sobrevivira y se multiplicara en los restos de alimentos que van
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a ir pasando por el tubo digestivo.Tanto las personas enfermas, como los animales
y personas que tienen Salmonella en su intestino son portadores durante unos
meses e incluso afos. Por este motivo, la materia fecal de los portadores suele
presentar una elevada concentracion del microorganismo patégeno.El mejor
sistema de prevencion en este caso es acentuar las medidas de higiene personal.
Lavarse las manos de forma intensa con abundante agua y jabon tras la utilizacion
del aseo, asi como antes y después de manipular alimentos frescos, suelen ser las

medidas mas recomendadas.

El producto mas implicado en este problema es la salsa tipo mayonesa elaborada
con huevo fresco. El huevo puede llevar Salmonella en su cascara, ya que las
gallinas, al igual que otros animales o incluso las personas, son portadoras. Si la
cascara estad contaminada, la bacteria puede pasar al producto tras cascar el

huevo y contaminar los productos que se elaboren con él. (7)
1.4.3 Shigella

La Shigella es un género de bacterias con forma de basilo, Gram negativas, no
moviles, no formadoras de esporas e incapaces de fermentar la lactosa, que

puede ocasionar diarrea en los seres humanos.
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Fue descubierto y descrito por el bacteridlogo japonés Shiga, a quien debe el
nombre. Sus brotes se relacionan con la falta de higiene y se transmite facilmente,
bien directamente de persona a persona o a través de las manos, insectos o por

contaminacion fecal.

Con todo, el agua contaminada es uno de los principales focos de infeccion. Tras
su ingestion esta bacteria libera una endotoxina que afecta a la mucosa intestinal.
Tanto el periodo de incubacion como los sintomas son muy variables: dolores
abdominales, diarreas, esclofrios, nauseas y cefaleas de diferentes grados de
gravedad.

La shigelosis, también llamada disenteria bacilar, aparece con mas frecuencia de
la que a menudo se le concede. Ademas del agua, se la relaciona con alimentos
con elevada tasa de humedad, como la leche, las verduras como judias verdes o
papas, aunque se han visto también implicados en sus brotes atun, gambas, pavo
y salsas preparadas. Las medidas de prevencion estan relacionadas con la
estricta higiene personal, asi como evitar su desarrollo mediante una refrigeracion

adecuada y una correcta higienizacion de los alimentos previa a su consumo. (7)

1.4.4 Citrobacter.

El género Citrobacter es un grupo de bacilos gram negativos aerobios que se
encuentran frecuentemente en el agua, suelo, comida y el tracto intestinal de
animales y humanos como flora sapréfita. La Citrobacter junto con Enterobacter,
Klebsiella y Escherichia forma el grupo » coliforme de bacterias entéricas. Son
bacterias moviles, fermentadores variables de la lactosa, se sabe que estos
microorganismos pueden producir infecciones importantes, especialmente en
huéspedes inmunodepresivos. Son organismos ubicuos y son causa frecuente de
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infecciones en el hombre, en especial infecciones urinarias, meningitis neonatal y
abscesos cerebrales. Es uno de los patdgenos mas importantes en unidades de
cuidados neonatales hospitalarios. Destruyen las microvellosidades, formando
lesiones muy caracteristicas denominadas de adherencia y eliminacion. (7)

1.4.5 Enterobacter.

La Enterobacter es un género de bacterias Gram negativas facultativamente
anaerdbicas de la familia de las Enterobacteriaceae. Esta Bacteria es conocida
como patogena desde hace relativamente poco tiempo. Se trata de un
microorganismo con una clara accion contaminante que afecta sobre todo a los
bebés prematuros y, en general, a los lactantes de menos de 6 meses de edad
gue reciben lactancia artificial.La incorrecta esterilizacion de los biberones, la
recontaminacion por una mala higiene o la contaminacién de la leche son los
factores de mayor riesgo. Por ello, unas adecuadas practicas higiénicas al

preparar el producto son fundamentales para evitar la multiplicacién del patégeno.
3) Antibidticos B-lactamicos

Para poder comprender los mecanismos de resistencia de las bacterias se debe

conocer la naturaleza de los antibiéticos y su mecanismo de accion.

Un antibiético son Sustancias quimicas sintetizadas por microorganismos que
poseen accion antimicrobiana. Desde el punto de vista practico existen distintos

tipos de antimicrobianos.Los antibioticos betalactdmicos son una amplia clase de

21


http://www.monografias.com/trabajos35/categoria-accion/categoria-accion.shtml

MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA

antibidticos incluyendo derivados de la penicilina, cefalosporinas, monobactams,
carbacefem, carbapenems e inhibidores de la betalactamasa (B-lactamasa);
basicamente cualquier agente antibiotico que contenga un anillo B-lactamico en su
estructura molecular. Son el grupo mas ampliamente usado entre los antibiéticos

disponibles.

Los antibidticos betalactamicos estan indicados para la profilaxis y el tratamiento
de las infecciones causadas por los microorganismos susceptibles.
Tradicionalmente, los antibidticos betalactdmicos han sido activos solamente
contra las bacterias Gram positivas, pero el desarrollo de antibiéticos de espectro
ampliado, activos contra varios microorganismos Gram negativos, ha aumentado
la utilidad de los antibidticos B-lactamicos.(9)

Nucleo del antibioticos betalactamico
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2.1 Clasificacion

La estructura basica de estos compuestos es el anillo B-lactamico esencial para

su actividad antimicrobiana entre ellos se encuentran:
a.Penicilinas:

1. Naturales: Penicilina G. Fue la molécula original descubierta por Fleming. A
partir de ella se han sintetizado todas las demas. Su espectro se reduce a
gram + y anaerobias. No se administran por via oral porque el &cido del
estébmago las destruten.

2. Acido-resistentes: Penicilina V. El espectro es el mismo que el de la G
pero se da por via oral.

3. Aminopenicilinas: Ampicilina y Amoxicilina. Se administran por via oral,
tienen una vida media larga y se administran cada 8 horas. Son eficaces
también contra algunos gram negativo.

4. Antiestafilococica: Meticilina y Cloxaciclina. Se administran por via oral y
son resistentes a las betalactamasas del Estafilococos.

5. Antipseudomonas: Ticarcilina. Es eficaz contra Pseudomonas y otros
tipos de bacterias, pero no se usa comunmente.

6. Amidinopenicilinas: Mecilinam. Eficaz contra las gram - como la E. Coli y
otras bacterias del tubo digestivo.

7. Resistentes a betalasas gram negativo: Temocilina. De uso hospitalario

para infecciones graves. Se administran por via parenteral.
b. Cefalosporinas:

1. Primera generacion: Cefalexina (se administra por via oral) y Cefazolina
(via parenteral).
Segunda generacion: Cefuroxina. De uso hospitalario.

3. Tercera generacion: Cefotaxina. De uso hospitalario.
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c. Otros betalactamicos:

1. Monobactamicos: Aztreonam.

2. Tienamicinas: Imipenem.
d. Inhibidores de betalactamasas:

Se dan junto a un antibiético. El inhibidor bloquea la bectalactamasas, mientras
qgue el antibiético ejerce su accion. Acido clavulanico, que se asocia con

Amoxicilina. (10)

Los inhibidores de betalactamasa no tienen ninguna actividad antimicrobiana, se
administran conjuntamente con los antibioticos beta-lactamicos. Su propdésito
Unico es prevenir la inactivacion de los antibioticos beta-lactamicos por beta-
lactamasas ya que se unen irreversiblemente a éstas y no tiene afinidad por
PBP's. Las betalactamasas son enzimas producidas por las bacterias que les da la
habilidad de ser resistentes a la accion de los antibidticos beta-lactamicos

(mecanismo de resistencia bacteriana (9)

« Acido clavulanico (Clavuronato)
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2.2 Mecanismo de accién de los B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos son bactericidas, y actdan inhibiendo la sintesis de la
barrera de peptidoglicanos de la pared celular bacteriana. La barrera de
peptidoglicanos es importante para la integridad estructural de la pared celular,

especialmente para los microorganismos Gram positivos.

El paso final de la sintesis de los peptidoglicanos, la transpeptidacion, se facilita
por unas transpeptidasas conocidas como "penicillin binding proteins” (PBPs,
proteinas de anclaje de penicilinas). Los p-lactdmicos son anélogos de la D-alanil-
D-alanina, el amino&cido terminal de las subunidades peptidicas precursoras de la

barrera peptidoglicana que se esta formando.

La similitud estructural que existe entre los antibioticos B-lactamicos y la D-alanil-
D-alanina facilita su anclaje al sitio activo de las PBPs. El nucleo B-lactamico de la
molécula se une irreversiblemente al PBP. Esta union irreversible evita el paso
final (la transpeptidacién) de la formacién de la barrera de peptidoglicanos,
interrumpiendo la sintesis de la pared celular. Es posible, ademas, que la
inhibicion de los PBPs (mediante dicha union irreversible), haga también que se

activen enzimas autoliticos de la pared celular bacteriana. (9)

Los antibidticos betalactamicos son agentes bactericidas que inhiben la sintesis de
la pared celular bacteriana. La destruccion de la pared celular bacteriana se
produce como consecuencia de la inhibicion de la ultima etapa de la sintesis del
peptidoglucano. En las bacterias grampositivas, la pared celular es gruesa y su
componente principal es dicha proteina. Las bacterias gramnegativas tienen una
pared mas fina y compleja que consta de una membrana externa formada por

lipidos y proteinas y de una delgada capa interna de peptidoglucano.

El peptidoglucano esta constituido por largas cadenas de glucidos (-glucano),
formadas por la repeticion de moléculas de acido N-acetiimuramico y N-
acetilglucosamina. El acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos (péptido-) que

se unen entre si para formar una malla, bien directamente (gramnegativos) o
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mediante un pentapéptido de glicina (grampositivos). Los betalactdmicos inhiben
precisamente esta union o transpeptidacion, ultima etapa de la sintesis de la pared
celular. De este modo, la pared queda debilitada y puede romperse por la presion
osmotica intracelular. Para que actien los betalactdmicos es necesario que la
bacteria se halle en fase de multiplicacion, ya que es cuando se sintetiza la pared
celular. Los componentes del peptidoglucano se sintetizan en el citoplasma y son
transportados a través de la membrana citoplasmatica al espacio que existe entre
ésta y la pared celular. A este nivel existen unas proteinas con actividad
enzimatica (transpeptidasas y carboxipeptidasas), que son las encargadas de
formar los tetrapéptidos unidos. Estas enzimas fijan a las penicilinas y otros
betalactamicos, por lo que se llaman PBP. La funcién de las PBP es alargar, dar
forma y dividir la bacteria. Los anillos de los betalactamicos poseen una estructura
similar a los dos ultimos aminoacidos del pentapéptido (D-alanina-D-alanina) y eso
permite una unidn covalente en el lugar activo de la transpeptidasa. También
pueden inhibir a las carboxipeptidasas y algunas endopeptidasas. Los
betalactamicos también actian activando una autolisina bacteriana endégena que

destruye el peptidoglicano. (21)
3) Resietencia antimicrobiana

Consideramos a la resistencia microbiana como la pérdida de la sensibilidad de un
microorganismo a un antimicrobiano al que originalmente era susceptible. Este
hecho involucra necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el
material genético del microorganismo, que se transmite a sus descendientes, los
gue por este motivo resultan también insensibles al antimicrobiano en cuestion. Si
bien cualquier microorganismo puede desarrollar resistencia a los antimicrobianos,
este fendbmeno ha sido estudiado mas ampliamente en las bacterias. Aunque la
resistencia no es un fendmeno universal, se afirma que tarde o temprano las
bacterias desarrollan resistencia a cualquier antimicrobiano; en realidad, hay
algunas excepciones a esta afirmacién siendo una de las mas notables la
ausencia de resistencia, hasta el momento, de Treponema pallidum a la penicilina

G. La resistencia microbiana constituye un problema de grandes implicancias
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clinicas, pues obliga al desarrollo y utilizacién de nuevos agentes antimicrobianos,
siempre mas costosos y muchas veces mas toxicos que los empleados
habitualmente en el tratamiento de las infecciones; ademas ha obligado a
abandonar y eliminar del arsenal terapéutico a muchas drogas que inicialmente
fueron muy utiles. Cuando se prueba inicialmente una droga antimicrobiana se le
define el espectro de microorganismos sobre los cuales es eficaz o ineficaz. Este
patrén inicial frecuentemente va cambiando a medida que la droga se utiliza

clinicamente. (11)

La resistencia es generada por la aparicibn de genes de origen cromosémico y
extracromosémico cuya diseminacion a casi todas las especies bacterianas es
debida entre otras causas al uso indiscriminado e inadecuado de todo tipo de
antimicrobianos. Esta modificacion en el genoma es debida a cambios en los
procesos evolutivos bacterianos que llevan a mutaciones en los nucleétidos del
DNA asi como a fendmenos de mutacién, duplicacion, delecidon o transposicion,

siendo éste la causa de la dispersion de las cepas resistentes. (13)

Tabla Factores asociados con aumento en la resistencia bacteriana

Uso incrementado de antimicrobianos

Uso incrementado de antibiéticos empiricos
Uso de antibiéticos de amplio espectro

Cursos repetidos de antibiéticos

Estancias hospitalarias prolongadas

Estancia prolongada en cuidado intensivo
Pacientes con padecimientos muy graves
Estados inmunolégicos deprimidos

Aumento de el uso de procedimientos invasivos
Ausencia de comités de infecciones
Transferencia Inter.-hospitales de pacientes
colonizados

Uso indiscriminado de antibiéticos de animales
Viajes internacionales.
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3.1 Mecanismo de resistencia de los antibioticos B-lactamicos

El acceso de los antibidticos a sus "blancos"” intracelulares es un factor importante
para valorar la susceptibilidad de los microorganismos a ellos. Muchos
gramnegativos son "intrinsecamente” resistentes a clases amplias de antibioticos,
por su complicada estructura de membrana, que no permite la penetracion de los
farmacos; por lo contrario, los estreptococos y los enterococos son resistentes a
los aminoglucosidos, por la poca permeabilidad de su pared. Los principales
mecanismos primarios de disminucion del acceso de los antibidticos a las
bacterias son una menor permeabilidad de la membrana externa, salida activa del
farmaco y "atrapamiento” del antibiético. La menor permeabilidad de la membrana
externa de los gramnegativos es un mecanismo comun de resistencia a multiples
antibidticos, dicha membrana es una bicapa de lipidos asimétrica, compuesta de
lipopolisacéaridos (LPS) en la "hojilla" externa, y fosfolipidos en la interna. En la
bicapa estan intercaladas proteinas transmembrana, como las porinas, que forman
conductos llenos de agua a través de la membrana externa. Los antibiGticos
hidrofobos, como la tetraciclina, penetran en la bacteria por difusion a travées de la
bicapa lipida, en tanto que los hidrofilos, incluidos los b -lactamicos, algunas
guinolonas y los aminoglucdsidos, utilizan conductos de porina para penetrar por

el espacio periplasmico. (9)

Otro mecanismo de captacion referente a los aminoglucdsidos es la llamada via
"autopromovida" presente en P. Aeruginosa: los aminoglucésidos desplazan los
cationes divalentes que estabilizan la interaccion de los lipopolisacéaridos y las
porinas en la hojuela externa de la membrana externa, y asi permiten la
penetracion de los farmacos. Los cambios en la cantidad, la estructura y la funcion
de las porinas y los LPS pueden ocasionar resistencia a b -lactamicos, tetraciclina,
qguinolonas y cloranfenicol, como resultados de una disminuciéon de namero de

poros o de su didmetro en los conductos de porina transmembrana.(12)

28


http://www.monografias.com/trabajos16/lipidos/lipidos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
http://www.monografias.com/trabajos901/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual/interaccion-comunicacion-exploracion-teorica-conceptual.shtml

MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA

Bacterias grampositivas

. : . Proteinas Inhibician de
rlactamico Peptidoglicano: ::bfiic:dorus de la sinfesis de
<:: ‘l la peniciling (PP} peptideglicano

Falta de unién @

leis PFP alteracles Férmacs hidrolizado

por B-lactamascis

- loctlla
sobrevive _ :
S sobrevive
Bacterias gramnegativas —

Membrana Espacio .y
T Inhibicién
b ) edema [Ty peripbmico [T) PPP ) MRS
lactémico . @ de peptidoglicanc
Férmaco hidrolizade |

|ND cru;c: por -lactamasas

o memorana

& _ Ik S

e Falta de unién  \_ sobrevive

S o N

5

Lo célula
. sobrevive

Mecanismos de resistencia a los antibidticosb-lactamicos

4) B-lactamasas

Las betalactamasas son proteinas fijadoras de penicilina que catalizan la

hidrolisis del anillo Betalactamico, separando el enlace amida, impidiéndole al

antibiético inhibir la sintesis de la pared celular (13)

29



MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA
4.1 B-lactamasas en grampositivos y gramnegativo

Las beta-lactamasas de las bacterias gram-negativas permanecen dentro de la
célula e inactivan los beta-lactamicos en el espacio periplasmico, esto es, en el

espacio entre la membrana externa y la membrana citoplasmica

La mayoria de bacterias gram-positivas secretan sus beta-lactamasas de forma
gue los agentes antimicrobianos beta-lactdmicos son inactivados

extracelularmente, en el medio que las rodea.
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4.2 Origen de la B-lactamasas

Las B-lactamasas probablemente derivan de diferentes PBP,con las que guardan
homologia secuencial y estrucctural.es posible que su funcién natural originaria
fuera la de participar en la biosintesis de la pared o la de evitar la autolesion en los
microorganismos que producen naturalmente antibioticos B-lactamicos;por lo que
no es extrafar que se haleln codificadas en el cromosoma de diversas bacterias
dado su significado funcional .A través de elementos moviles como
plasmidos,transposones y otros pueden difundir largamente entre las
bacterias,manteniéndose por la presion selectiva de los antibiéticos utilizados por
el hombre.(14)

4.3 Modo de accion de la B-lactamasas

Las B-lactamasas se unen al antibiotico formando un complejo reversible no
covalente; el grupo ester del anillo B-lactamico es acilado por el grupo hidroxilo
libre del residuo de serina, que es el sitio activo de la enzima; finalmente hay un
proceso de hidrolisis por el cual se reactivan la enzima y se libera el antibiético

inactivo. (14)
4.4 Deteccion y caracterizacion de las B-lactamasas

Aunque el patron de resistencia de una enterobacteria puede orientar respecto al
tipo de b-lactamasa presente, reconocerlas basandose en el patron de resistencia
requiere una gran experiencia y aun asi es dificil, por la posibilidad de la
hiperproduccion de una enzima, que modifica el espectro de resistencia en
relacion con su expresion basal o la presencia simultanea de mas de una b-
lactamasa plasmidica o de otros mecanismos de resistencia no enzimaticos
asociados (permeabilidad, eflujo).

Por eso para identificar la b-lactamasa, junto al patrén fenotipico de resistencia, es
necesario estudiar su punto isoeléctrico (pl), sus parametros cinéticos: velocidad
de hidrdlisis sobre el antibiético (K cat) y la afinidad por él (Km). Posteriormente
pueden caracterizarse mediante sondas genéticas o por PCR con iniciadores

especificos, para poder determinar con elevado nivel de probabilidad la (las)
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enzima presente, que en algun caso puede confirmarse aplicando técnicas de
restriccion sobre los amplicones, aunque en otros su determinacién precisa
requiere la secuenciacion. (14)

4.5 Codificacion de las B-lactamasas

Las b-lactamasas pueden ser codificadas por genes cromosémicos y plasmidicos
y a su vez encontrarse en otras estructuras mdviles como transposones 0
integrones. Los plasmidos se transfieren entre los diferentes géneros y especies
de la familia Enterobacteriaceae, propagandose también a los bacilos
gramnegativos pertenecientes a otras familias (Pseudomonadas, Vibrionaceae,
etc.). Los genes que las codifican son los genes bla. La expresion de algunas b-
lactamasas es constitutiva, mientras que otras son inducidas por la exposicion al
antibiotico. Las b-lactamasas cromosémicas enddgenas, que confieren bajo nivel
de resistencia, estan muy difundidas entre las bacterias (14)

4.6 Clasificacion de las B-lactamasas

Se han propuesto varios modelos de clasificacion para las beta-lactamasas de
acuerdo con su espectro de hidrdlisis, susceptibilidad a inhibidores, ubicacién en

genes (plasmido o cromosoma), y secuencia de genes o de proteinas.
Existen dos sistemas principales de clasificacion:

La clasificacion de Ambler se basa en la estructura molecular de la beta-lactamasa
y su secuencia de aminoacidos. Esta clasifi cacion que, en forma inicial, fue
introducida por Ambler en 1980, reconoce cuatro tipos moleculares designados A
hasta D. Los tipos A, C y D incluyen grupos de enzimas relacionados por su
evolucion gue poseen serina en su zona activa. Las beta-lactamasas de tipo B
tienen una o dos moléculas de zinc en su zona activa y son inhibidas por EDTA.La
clasificacion de Bush se basa en los substratos que la beta-lactamasa hidroliza y
en la inhibicién de su actividad por compuestos como el &cido clavulanico,EDTA, y
aztreonam u oxacilina. Este modelo funcional de clasificacion de las beta-
lactamasas, propuestos por Bush, Jacoby y Medeiros en 1995, define los cuatro

siguientes grupos de acuerdo a los substratos hidrolizados y perfiles de inhibicién
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» Grupo 1: cefalosporinasas que no son adecuadamente inhibidas por el &cido

clavulanico.

* Grupo 2: penicilinasas, cefalosporinasas y carbapenemasas que generalmente
son inhibidas por inhibidores de beta-lactamasas como el &cido clavulanico,
sulbactam y tazobactam. Los subgrupos también se definen de acuerdo a las
tasas de hidrolisis de carbenicilina o cloxacilina (oxacilina) producidas por las
penicilinasas del Grupo 2.

* Grupo 3: metalo-beta-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas, y
carbapenems que son inhibidas por EDTA y no por inhibidores estructuralmente

relacionados a los beta-lactamicos.

* Grupo 4: penicilinasas que no son inhibidas adecuadamente por el acido
clavulanico. (22)

Beta-lactamasas Inducible

La produccién de beta-lactamasa inducible se inicia o induce cuando las bacterias
gue poseen un gen de beta-lactamasa se exponen a un agente beta-lactamico. La
accion de los agentes antimicrobianos en la pared celular activa un mecanismo
genético en cascada que inicia la produccion de beta-lactamasa. La produccién de
beta-lactamasa cesa ante la ausencia de los agentes antimicrobianos en la pared

celular o alrededor de ella. (22) Beta-lactamasas Constitutiva
Beta-lactamasas constitutivas

Son aquellas que la bacteria produce en forma continua.Un ejemplo de produccién
de beta-lactamasa constitutiva es la enzima cromosémica SHV-1 de K.

pneumoniae que interviene en la resistencia a la ampicilinay ticarcilina. (22)
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Clasificacion esquematica de la B-lactamas

Grupo® | Inh. clavulan® | Sustrato preferente Genes" | Enzimas representativas
1(C) |N Cefalosporinas Croms | Enzimas cromosomicas de bacterias gram
negativas
Plasm | MIR-1, MOX-1, FOX-1, CMY-2
2a(A) |8 Penicilinas Croms | Penicilinasas de bacterias gram positivas
/Plasm
2b(A) |5 Cefalosporinas de 1°|Plasm | TEM-1, TEM-2. SHV-1, OHIO-1, ROB-1
generacidn, penicilinas | Croms | SHV-1 (cromésomica en K. preumoniae)
/Plasm
be(A) | S Cefalosporinas 1° - 3°| Plasm | TEM-3 a TEM-29. TEM-42. TEM-43,
generacion, penicilinas TEM-46 a TEM-50, TEM-52 a TEM-38,
v monobactamicos TEM-60 a TEM-63, TEM-66 a TEM-72,
TEM-75, TEM-B80 a TEM-90, SHV-2,
SHV-2a. SHV-3 a SHV-30, TOHO-1,
TOHO-2, CTX-M-1 a CTX-M-9, PER-1,
PER-2
Croms | K1 (cromosémica de K. axyroca)
2br(A) | N Penicilinas, Plasm | TEM-30 a TEM-41, TEM-44, TEM-45,
inhibidores  de B- TEM-31, TEM-59, TEM-65 TEM-73,
lactamasas TEM-74, TEM-76 a TEM-79
2e(A) |8 Cefalosporinas 1° - 3°| Plasm | PSE-1, PSE-3, PSE-4
generacion. penicilinas,
carbenicilina
2d (D) | &° Penicilinas, Plasm | OXA-1a OXA-19
cloxacilina Croms | deramonas
2e(A) |5 Cefalosporinas Croms | Proteus vulgaris
2f(A) |5 Cefalosporinas 1° - 3°| Croms | Enferobacter cloacae WMC-A, IMI-1
generacion, penicilina, Serratia marcescens Sme-1
carbapenemes
3(B) |N Cefalosporinas 1° - 3°| Croms | Stenotrophomonas maltophilia L1,
generacién, penicilina, Bactereoides fragilis Cer-A
carbapenemes Plasm | Psendomonas aeruginosa IMP-1
4 N Penicilinas Croms | Burkholderia cepacia
/Plasm

“La letra en paréntesis comesponde & la clasificacién de Ambler

k3, g-lactamasas que son imhibidas por 10 uM de acido clavulanico, N, B-lactamasas que no son inlubidas por 10puh de acido

clavulinico. “La mhibicidn por el deido clavulanics puede ocurmir en altas concentraciones para algunos miembros de este grupo

“Croms: cromosomices; Plasm: plasmidicos
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4.6.1 B-lactamasas cromosOmicas

Como ya se dijo no son inhibibles. La ausencia de bucle omega sella su perfil de
actividad. No restringen la llegada de cefalosporinas, por lo tanto son
cefalosporinasas, pero por la misma razén no son altamente eficientes. Confieren
resistencia a cefalosporinas de segunda generacion, y dependiendo de su
cantidad, también son capaces de conferir resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion. Su mecanismo de expresion esta estrechamente relacionado a la
sintesis y reciclaje del peptidoglicano, que actla a través de un promotor que en
condiciones normales se encuentra inhibido. La ausencia de dicho promotor,
impide la expresion de la betalactamasa y es lo que sucede con E. coli, donde aun
teniendo el gen que la codifica, no es posible provocar su induccion.(15)

La mayoria de las enterobacterias, como muchas bacterias de otros grupos,
poseen en su cromosoma un gen que codifica una B-lactamasa; existe
especificidad entre la especie bacteriana y el tipo de b lactamasa. En algunas
especies como K. pneumoniae, K. oxytoca, P. vulgaris, C. diversus y Yersinia
enterocolitica (y en la mayoria de las cepas del género anaerobio Bacteroides), la
B-lactamasa cromosomica es de clase A (sensible al acido clavulanico); se
expresa a nhiveles bajos, que resultan escasamente operativos, ya que la exigua
cantidad producida no es suficiente para inactivar a los B-lactamicos o solo afecta
a los mas labiles como la ampicilina. Este es el caso de SHV-1 de K. pneumoniae
y K1 en K. oxytoca. Sin embargo, estas enzimas son inducibles, excepto en
Klebsiella, por lo que se puede incrementar su produccion basal durante el
tratamiento.Otro grupo de enterobacterias poseen b-lactamasas cromosémicas de
la clase C: E. cloacae, E. aerogenes, S. marcescens, C. freundii y M. morganii, (y
P. aeruginosa).Estas b-lactamasas, que no son sensibles al &cido clavulanico v,
son inducibles (fendmeno reversible) particularmente por cefoxitin e imipenem, se
expresan a nivel moderado. Las mutaciones en los genes reguladores pueden
implicar una elevada y continua produccion (constitutiva) de la enzima
(desrepresiéon, fenémeno irreversible), la cual inactiva a todos los b-lactamicos,
excepto los carbapenems. Sin embargo, en presencia de alteraciones en las

porinas, que disminuyan la permeabilidad de la membrana externa, los
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carbapenems también pueden resultar inactivos.Tanto la induccién como la
desrepresion, requieren de al menos cinco genes: ampC, ampR, ampD, ampG y
ampE. El mecanismo de regulacion de la b-lactamasa cromosdmica inducible de
clase C, esta relacionado con el reciclaje de los muropéptidos. El producto de
expresion de ampR (AmpR) es una proteina que se une al ADN, en un lugar entre
ampR y ampC (genes contiguos), y en condiciones normales, actia como represor
de ampC. En presencia de acumulacion de derivados de peptidoglicano
(muropéptidos: D-tripéptidos y D-tetrapéptidos), la proteina AmpR cambia a la
conformacién activadora y permite la expresion de ampC produciendose la b-
lactamasa (en presencia de b-lactdmicos inductores: induccion; o en mutantes
ampD-: desrepresion). La expresion de ampC, se debe a que en el reciclaje de los
muropéptidos, quienes se desprenden del péptidoglicano en el espacio
periplasmatico, ingresan al citoplasma a través de AmpG (producto de expresion
de ampG, que es una proteina integral tipo permeasa de la membrana interna) y
estimulan la conversion a la forma activadora de AmpR. Pero, por la presencia de
AmpD (amidasa especifica de muropéptidos), los muropéptidos son degradados
(parte glicosidica: Nacetilglucosamina y N-acetilanhidromureina), de manera que
ya no pueden unirse a AmpR. Luego, los oligopéptidos (tri y tetra) son nuevamente
glicosilados, activados con UDP vy transportados nuevamente al espacio
periplasmatico donde sirven para reconstituir el péptidoglicano.E. coli y Shigella,
poseen una b-lactamasa cromosomica de la clase C, pero producida en
cantidades insuficientes para afectar a los b-lactdmicos. Tienen un sistema de
regulacion diferente del mencionado anteriormente (E. cloacae y otras); carecen
de ampR en su genoma cromosémicol79, por lo que expresan constitutivamente
ampC (no inducible). La eficiencia de transcripcion de ampC depende entonces de
su promotor, de la region del atenuador o del nUmero de copias del gen. Dado que
en E.coli, ampC tiene un promotor débil, mutaciones en éste o en la regién del
atenuador, tienen como consecuencia un aumento en la tasa de transcripcion.
También se ha observado que el nivel de expresiéon de ampC, puede estar
asociado a un mayor numero de copias del gen.Otros factores que provocan un

aumento en los niveles de expresion de ampC, pueden ser la incorporacion de un

36



MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA

elemento de insercién conteniendo secuencias promotoras (IS2) o la adquisicion
de un promotor fuerte, como el de Shigella32, 111. de la familia
Enterobacteriaceae, en el cromosoma, ademas de b-lactamasas de las clases Ay
C se han detectado otras pertenecientes a la clase B (Stenotrophomonas
maltophilia, Bacteroides fragilis, Flavobacterium odoratum, Aeromonas hydrophila)
gue son carbapenemasas. También se han detectado como cromosdmicas
aungue no son naturales de la especie, tres mas de este tipo que pertenecen a la
clase A (grupo 2f). Sme-1 en S. marcescens y IMI-1 y NmcA en E. cloacae. Se
inactivan por el &cido clavulanico, hidrolizan las amino y carboxipenicilinas y
aztreonam pero no a las C3G; su actividad frente a los carbapenems es inferior a
la de las metaloenzimas (clase B). Se localizan en el cromosoma (NmMcA es
inducible) y no se han encontrado en su entorno estructuras compatibles con
transposones o integrones. También se ha detectado enzimas cromosomicas de la
clase D en Aeromonas sobria.

En algunas especies del género Yersinia se ha descrito la existencia simultanea
de mas de una b-lactamasa cromosomica.

Por lo que se acaba de exponer, se puede deducir la resistencia natural de las
Enterobacterias a los antibidticos b-lactamicos, aunque el perfil de resistencia
depende, ademas de la clase, de la cantidad de enzima producida.

Diversas bacterias carecen en su cromosoma de genes codificantes de b-
lactamasas como sucede en los estafilococos, estreptococos, enterococos,
neisserias (meningococo y gonococo) salmonelas, P. mirabilis y H. influenzae, por
lo que son sensibles a la penicilina y a la ampicilina. En estas bacterias la
presencia de una b-lactamasa, que comporta resistencia a esos antibiéticos, se
debe a la adquisicién de un plasmido u otro vector genético externo portador del
gen. (14)
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4.6.2 B-lactamasas plasmidicas

En los grampositivos son fundamentalmente penicilinasas, sin incluir accién sobre
cefalosporinas. Las betalactamasas en bacilos gramnegativos, originalmente
poseian un espectro mas reducido de accion que las cromosomicas, pero eran
mas eficaces. La presencia de una estructura a manera de compuerta
(denominado bucle omega) relacionada con el 6ptimo enfrentamiento entre el
anillo betalactdmico y la molécula de agua ya mencionada, restringia a su vez la
llegada al sitio activo de moléculas mas grandes. Estas primeras enzimas
denominadas betalactamasas de espectro ampliado (BLEA), tienen accién sobre
penicilinas y cefalosporinas de primera generacion. El agregado de cadenas
laterales grandes a nivel del carbono 7 del anillo cefalosporanico, evita la entrada
de estos antibiodticos al sitio activo de las (BLEA) y define a las cefalosporinas de
tercera generacion. Mutaciones generalmente en dos pasos, generaron la
aparicion de betalactamasas de espectro expandido (BLEE), con accion sobre
cefalosporinas de tercera generacion. (Ver figura 5) Para la generacion de una
BLEE a partir de una BLEA, una primer mutacion implica la apertura del bucle
omega, con la consiguiente pérdida de la eficacia (disminucion de Vmax). Una
segunda mutacion reajusta la molécula de agua al anillo betalactamico. La
sustitucion de dos aminoacidos es suficiente para producir estos cambios.

Por lo dicho, las betalactamasas plasmidicas ofrecen al menos dos motivos de
alerta: su facil diseminacion inter e intraespecie, y su alta variabilidad con el
consiguiente aumento del espectro de accién. La mayoria de las transformaciones
se dan a nivel intrahospitalario, donde las cepas pasan de paciente en paciente y
las enzimas de germen en germen, hasta que las mutaciones ocurren. Otro
elemento importante de las betalactamasas plasmidicas es su capacidad de
interactuar con los inhibidores de betalactamasas tipo sulbactam. Estas moléculas
con anillo betalactdmico pero casi sin actividad antibiotica, tienen la capacidad de
una vez acilados, interactuar con residuos enzimaticos (arginina 244) que generan
un total desenfoque entre la molécula de agua y el anillo betalactamico. El

resultado es una actividad suicida donde se impide la deacilacién. La estructura
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con la que actdan los inhibidores no se encuentra presente en las betalactamasas

cromosomicas. (15)

4.6.2.1B-lactamasas de amplio espectro clasicas

La mayoria de las B-lactamasas plasmidicas que se encuentran en las
enterobacterias, como la TEM-1, TEM-2, SHV-1 y OXA-1 que son las mas
frecuentes, pertenecen a la clase A. Hidrolizan, y por tanto inactivan, con eficacia
decreciente a la ampicilina, ticarcilina, piperacilina y cefalosporinas de primera
generacion, siendo sensibles al &cido clavulanico. La sintesis de antibidticos como
la cefoxitina, la cefotaxima y el aztreonam, que no se inactivan por estas [I-
lactamasas permitié superar la resistencia de las enterobacterias productoras de

esas enzimas. (14)

4.6.2.1.1 B-lactamasas TEM- 1

La enzima TEM-1 contiene 263 aminoacidos, la alteracién en 3 posiciones genera
facilmente actividad de BLEE. En consecuencia, la concentracion inhibitoria
minima de ceftazidima pasa de 0 a 256 mg/ml surgiendo una situacién en la que
todas las especies de Klebsiella y un 30% de las de E. Coli estdn a una mutacion
de producir BLEE. Considerando la tasa de reproduccién bacteriana, hay una
posibilidad alta de que tales variantes se reproduzcan facil y rapidamente en
clinicas y hospitales. (17)

La primera enzima mediada por un plasmido y encontrada en una enterobacteria,
fue la TEM-1 aislada en E. coli en 196595. El nombre de TEM es una contraccion
de Temoniera, el nombre de un paciente del que fue aislado. Desde esa época se
ha expandido entre un 20 y un 60% entre las enterobacterias; su frecuencia varia
con la especie y el lugar89, 150. En E. coli es la responsable de la resistencia a la
ampicilina en cerca del 25% de las cepas179.

Esta enzima se ha aislado también en cepas de Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Serratia, Proteus, Providencia, Pseudomonas y Acinetobacter. Desde

las enterobacterias esta enzima se expandié a Haemophilus influenzae y a
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Neisseria gonorrhoeae. Mas tarde se ha observado que en muchas cepas aisladas
en clinica se pueden encontrar dos o hasta tres tipos de b-lactamasas mediadas
por plasmidos, y en muchos casos se ha visto que la TEM-1 es una de estas b-
lactamasas44,76.

También se han observado hiperproducciones de TEM-1 responsables de la

disminucion de la sensibilidad a la amoxicilina-&cido clavulanico. (14)

4.6.2.1.2 B-lactamasas SHV-1

La SHV es una contraccion de sulhidrilo variable, una descripcion de las
propiedades bioquimicas de esta b-lactamasa. La SHV-1 fue también llamado PIT-
2, porque fue por primera vez descrito por Pitton en 1972143. La SHV-1
plasmidica ha sido detectada principalmente en Klebsiella (ademas de ser
portadora natural de SHV-1 en su cromosoma) entre un 33% y un 94% de las
cepas que producen resistencia a la

ampicilinal49. Se han observado hiperproducciones de SHV-1 tanto en E. coli
como en K.pneumoniae. La hiperproduccion de la SHV-1 produce una disminucion

de la sensibilidad a la ceftazidima y a la amoxicilina-acido clavulanico99,185.(14)

4.6.2.2 B-lactamasas de espectro extendido BLEE

Las RB-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que fenotipicamente
se caracterizan por conferir resistencia a penicilinas y cefalosporinas, incluyendo
las de tercera y cuarta generacion. Pueden ser inhibidas por el acido clavulanico u
otros inhibidores de R-lactamasas como el tazobactam y el sulbactam. Las BLEE
clasicas derivan de las 3-lactamasas con actividad fundamentalmente penicilinasa
e inhibibles por el acido clavulanico, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1, enzimas del
grupo 2b de la clasificacién de Bush, Jacoby y Medeiros. Debido a mutaciones en
su centro activo, han extendido su efecto hidrolitico a las cefalosporinas de
espectro extendido y a los monobactamicos. Las BLEE, por lo tanto, se engloban

dentro del grupo 2be de la clasificacion antes mencionadas.(16)
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Diferentes grupos de 3-lactamasas de espectro extendido.

3-lactamasa ) ) Especies en las que se
) Pais de origen o
relacionada detectaron inicialmente

TEM TEM-1, TEM-2 Francia Enterobacteriaceae
SHV SHV-1/LEN Alemania P. aeruginosa/BGNNF
CTX-M  KLUA Kluyvera Alemania/Argentina E. coli, Salmonella spp.
OXA OXA-10 Turquia / Francia  P. aeruginosa

PER Francia P. aeruginosa

VEB PER Vietnam/Tailandia E. coli
TLA CME-1 Méjico E. coli

pneumoniae/P.

K
GES/IBC Guayana/Sudafrica .
aeruginosa

BES Y. enterocolitica Brasil S. marcescens

SFO AmpA S. fonticola ~ Japon E. cloacae

4.6.2.2.1 B-lactamasas de espectro extendido tipo TEMy SHV

Las C3G son resistentes a las penicilinasas plasmidicas clasicas (TEM-1, TEM-2 y
SHV-1)168. Pero en 1983 y debido al uso intensivo de estos compuestos en el
tratamiento de las infecciones en los hospitales, emergié un nuevo tipo de
resistencia a aquellos antibioticos128. Fue en la Republica Federal de Alemania
donde se detectd por primera vez en cepas de K. pneumoniae, K. ozaenae y S.
marcescens, una b-lactamasa plasmidica capaz de hidrolizar a las C3G, que se
denominé SHV-2 por su similaridad con SHV-13. Después de ese primer

aislamiento han aparecido en los cinco continentes, sobre todo en el género
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Klebsiella inicialmente, poco después en E. coli y luego progresivamente en las
demas enterobacterias.

Las BLEAs derivadas de TEM-1, TEM-2 y SHV-1, se inactivan por el acido
clavulanico al que suelen ser aun mas sensibles que las propias b-lactamasas de
las que se derivan, pero expanden su espectro de accién hidrolizando las
cefalosporinas de segunda y tercera generacion y al aztreonam, sin afectar a la
cefoxitina (cefamicina) ni al imipenem (carbapenem). En general, la eficiencia
catalitica global de estas variantes suele ser inferior a las de sus parentales lo que
en ocasiones se halla compensado por la disposicion de promotores mas
eficientes.

Al estudiar estas b-lactamasas se observo que similares a las b-lactamasas
plasmidicas clasicas de la que se derivaban, en las que minimas modificaciones
en su estructura, muchas veces la variacion de un solo aminoacido, (por
mutaciones puntuales en los correspondientes genes estructurales) dan lugar a
alteraciones muy considerables en su espectro de sustrato, se les denomino b-
lactamasas de espectro extendido (BLEA).

El grado de actividad sobre los diferentes b-lactamicos varia segun la b-lactamasa
implicada, asi la TEM-4 por ejemplo actia sobre cefotaxima, ceftriaxona y
ceftazidima en tanto que la TEM-12 y la TEM-26 son fundamentalmente
ceftazidimasas, hidrolizando poco la cefotaxima.

Hay otras enzimas de espectro extendido derivadas de la SHV-1. En todas ellas,
la acumulaciéon de nuevas mutaciones, sobre mutantes previas, puede incrementar
y modificar el espectro de actividad de una b-lactamasa. Por ejemplo en la SHV-2,
gue se origina de la SHV-1 por la mutacion Gly-238-Ser, cuando aparece la
mutacion Glu-240-Lys se origina la SHV-5; en el caso de SHV-3, que proviene de
SHV-2 por la mutacion Leu-205-Arg, cuando aparece la mutacion Glu-240-Lys se
origina la SHV-4, en ambos casos la accién global incrementa la resistencia a la
ceftazidima y al aztreonam4.En general estas enzimas han sido encontradas en
muchas Enterobacteriaceae, sin embargo son predominantes en K. pneumoniae.
En el caso de los derivados de SHYV, esta situacion podria estar en relacion con el

hecho de que la enzima original SHV-1 probablemente se deriva del gen de
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codificacion cromosomica de Klebsiella, ya que es idéntica3. Hay sin embargo,
menos claridad para los derivados de TEM, ya que el origen de las TEM-1y 2 no
se conoce.

En Inglaterra, Francia y Portugal del 14 al 16% de las BLEAs se detectan en K.
pneumoniae. Otras Enterobacteriaceae también producen BLEAs pero en mucha
menor frecuencia. En Francia, por ejemplo del 2 al 3% del total de enterobacterias
portadoras de BLEAs son Enterobacter spp y K. oxytoca, y el 0,1% a E. coli. No
sorprende que los brotes hayan sido asociados a largas hospitalizaciones, cirugia,
o la presencia de catéteres urinarios o arteriales, especialmente en pacientes de
las unidades de cuidados intensivos. De hecho también se ha observado la
aparicion de nuevos mutantes de b- lactamasas de espectro extendido en la
misma institucion o incluso en el mismo paciente86. El tracto gastrointestinal de
los pacientes hospitalizados puede actuar como reservorio de estos
microorganismos portadores de BLEAs.

En la actualidad se conocen 89 BLEAS tipo TEM, 31 tipo SHV y 9 tipo OXA pero
es dificil cerrar un nUmero porque continuamente se describen nuevas mutantes.
Probablemente la diferencia de las politicas en el uso de antibidticos de cada pais

hace que se distribuya una u otra enzima.

4.6.2.2.2 B-lactamasas de espectro extendido de la familia CTX-M

Un nuevo grupo de reciente aparicion y que se ha incorporado a la clase A
(subgrupo 2be) son las enzimas del grupo CTX-M. Poseen una afinidad de
sustrato muy preferente por la cefotaxima y son susceptibles a la inhibicion por
inhibidores de b-lactamasas. Sin embargo, su secuencia de proteinas es muy
distinta a la de las TEM, SHV u OXA siendo en cambio similar (85% de homologia)
a la b-lactamasa cromosémica de K. oxytocald y recientemente se ha descrito
una alta homologia con la b-lactamsa de Kluyvera ascorbata KIuA1 y KIUA2. Estas
son CTX-M-1 (MEN-1), CTX-M-2, CTX M-3, CTX-M-4 CTX-M-5 CTX-M-6, CTX-M-
7, CTX-M-8, CTX-M-9, TOHO-1 y TOHO-29. Estas enzimas se han aislado en
areas geograficamente distantes como Alemania, Italia, Argentina y Espafia, lo

gue sugiere una amplia difusion de estas b-lactamasas.
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4.6.2.3 B-lactamasas resistentes alos inhibidores

Otro grupo de b-lactamasas, conocido desde los primeros afios 90, son unas
enzimas que no modifican de forma sustancial el espectro de sustratos que
hidroliza, pero si modifican su reconocimiento por inhibidores de b-lactamasas. Se
han originado partir de TEM-1y TEM-2 y son resistentes a los inhibidores de las b-
lactamasas como el &cido clavulanico o el sulbactam; se les ha denominado b-
lactamasas resistentes a los inhibidores (IRBL), pero también son conocidas como
IRT (Inhibitor Resistant TEM).

Se conocen varias enzimas con esa actividad (TEM-30 a TEM-41, TEM-44, TEM-
45, TEM-51, TEM-59, TEM-65, TEM-73, TEM-74, TEM-76 a TEM-79). Estas
enzimas resistentes a los inhibidores, muestran menor actividad hidrolitica frente a
todas las cefalosporinas, por o que no parecen constituir una gran amenaza.

En estas enzimas aparecen cambios de aminoacidos en hasta tres puntos
distintos y han sido detectadas principalmente en E. coli, K. pneumoniae y, mas
recientemente en P.mirabilis31. Las posiciones en las que estas modificaciones
son mas frecuentes son Met 69, Trp 165, Met 182, Arg 244, Arg 275y Asn 276. Se
trata de cambios que no afectan a su espectro, pero reducen de forma notable su
sensibilidad a la inhibicion por acido clavulanico y otros inhibidores de b-
lactamasas.También se ha descrito una IRBL, derivada de SHV, la SHV-10,
resistente a la accion del acido clavulanico; de otro lado se ha encontrado un
enzima, TEM-50, con una mutacion del tipo BLEA y otra IRT, aunque su actividad

en ambos sentidos es pequefa.

5) Otros metodos de deteccion de Enterobacterias productoras de BLEE

La mayoria de los métodos descritos para detectar microorganismos productores
de BLEE han sido disefiados para enterobacterias y se fundamentan en el
caracter inhibible de estas enzimas por el acido clavulanico u otros inhibidores de
B-lactamasas. Existen también otros métodos basados en bioensayos, en el

analisis del perfil de substrato o en técnicas moleculares, aunque son mas propios
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para su caracterizacién. Con independencia de ello, la aplicacién de los métodos
gue se describen a continuacion debe ir precedida de un riguroso analisis del perfil
de sensibilidad a los antimicrobianos, con los criterios habituales de lectura
interpretada del antibiograma, que permita detectar fenotipos compatibles con su
presencia. En algunos casos, dado que se encuentran preferentemente en
determinantes genéticos transferibles, es necesario transferir la resistencia
conferida por la BLEE a otro microorganismo en el que sea mas sencilla la

demostracién de su presencia.

5.1 Métodos de detecciéon basados en la utilizacion de inhibidores de R-
lactamasas
Son los métodos mas sencillos. El mas difundido en los laboratorios clinicos es el

de aproximacion de discos.
5.1.1 doble difusién con discos.

Fue descrito por Jarlier en 1988 y consiste en la disposicion de un disco
convencional de amoxicilina/acido calvulanico (20/10 ug) en el centro de una placa
a una distancia de 30 mm de otros con ceftazima (30 pg), cefotaxima (30 ug),
ceftriaxona (30 ug) y aztreonam (30 pg). La ampliacion de alguno de los halos de
inhibicion manifiesta la produccion de la BLEE. Esta prueba ha sufrido diferentes
modificaciones para aumentar su eficiencia entre ellas la reduccion de la distancia
entre los discos (a 20 mm), la utilizacién de un in6culo algo mas elevado que el
habitual en las pruebas de difusion y la utilizacién de cefaloporinas de cuarta
generacion, esencialmente la cefepima. Con ello se facilita la deteccidén de cepas
con BLEE con poca eficiencia hidrolitica y, por lo tanto, con halos de inhibicion
poco afectados, asi como de microorganismos productores de RB-lactamasa AmpC
(Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Citrobacter freundii, Serratia marcescens,

Morganella morganii) que podrian enmascarar su presencia.

En la actualidad existen sistemas comerciales que afiaden inhibidores de [3-
lactamasas, esencialmente acido clavulanico, a las cefalosporinas de amplio

espectro, cefotaxima, ceftazidima y cefepima. Por ejemplo, debe destacarse los
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discos con &cido clavulanico [ceftazidima-clavulanico (30-1 pg), cefotaxima-
clavulanico (30-1 pg) y cefepima-clavulanico (30-1 pg)], y las tiras de E-test, que
contienen en una parte de ellas concentraciones decrecientes de la cefalosporina
y en la otra la misma cefalosporina con una concentracion fija de acido clavulanico
(2 pg) por cada concentracion. En todos los casos es recomendable utilizar
simultaneamente los discos o las tiras de ceftazidima y cefotaxima en asociacién
con el acido clavulanico ya que no todas las enzimas hidrolizan por igual estos dos
substratos, y con la utilizacién exclusiva de uno de ellos podria limitarse su
deteccion. Este seria el caso de los microorganismos productores de BLEE de tipo
CTX-M en los que la utilizacion de ceftazidima como Unico substrato impediria una
deteccion correcta. Habitualmente, la hidrdlisis de este ultimo antibidtico por estas
enzimas es muy pobre, al contrario de lo que acontece con la mayoria de las
BLEE de los grupos TEM y SHV. Por el contrario, la hidrdlisis de la cefotaxima es
muy eficiente con las CTX-M, siendo el mejor marcador para su deteccion.
Asimismo, es imprescindible afadir cefepima con clavulanico en los casos en los
gue se sospeche la presencia de BLEE en los microorganismos productores de
AmpC ya que esta cefalosporina de cuarta generacion se afecta poco por AmpC,
incluso cuando esta hiperproducida, y puede observarse la sinergia con el acido
clavulanico en el caso de que exista una BLEE. También se ha propuesto la
utilizacion de discos de cefalosporinas y sulbactam como inhibidor de 3-lactamasa

pero no han tenido tanto éxito como las propuestas anteriores.

En la actualidad, los sistemas automaticos para la determinacion de la
sensibilidad a los antimicrobianos han recogido esta experiencia y tienden a incluir
simultAineamente cefotaxima y ceftazidima con &cido clavulanico e iguales
recomendaciones deben establecerse con los discos o el E-test con el acido clavu
lanico. Su capacidad de deteccion también ha sido evaluada con colecciones de
microorganismos con BLEE obteniéndose en algunos casos una sensibilidad y

especificidad superior al 99%.

La utilizacion de bioensayos, como la prueba de Masuda o el método

tridimensional, pueden ser adecuados para demostrar la presencia de estas
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enzimas en cepas en las que existan dudas acerca de su producciéon. Ambas
pruebas, dependiendo de los substratos que se utilicen, son Utiles para cualquier
tipo de 3-lactamasa. A pesar de su versatilidad, son engorrosas de realizar y han
tenido poco éxito. (16)

5.2 Métodos bioquimicos

La mayoria de estos métodos se aplican una vez confirmada la presencia de la
BLEE en el aislado correspondiente y sirven para caracterizar dicha enzima. Los
meétodos bioquimicos incluyen el isoelectroenfoque, el andlisis del perfil de
substrato, la cinética enzimatica y la determinacion de los ICsy para diferentes

inhibidores de 3-lactamasas. (16)
5.3 Isoelectroenfoque (IEF)

Permite conocer el punto isoelectrico (pl) de la proteina y era de gran utilidad
cuando existian pocas BLEE descritas. En la actualidad, se utiliza poco debido a la
descripcion de diferentes BLEE que comparten idéntico pl. Sin embargo, es muy
atil si se combina con el analisis del fenotipo de sensibilidad ya que puede orientar
el tipo de BLEE para un analisis posterior del perfil de substrato o estudio
molecular. También es de gran interés cuando existen varias enzimas en un

mismo aislado y se utilizan substratos antes de proceder al revelado. (23)
5.4 Perfil de substrato

Es imprescindible para la caracterizacion final de las BLEE. Se determina por
medio de un espectrofotometro la tasa de hidrolisis (Vmax) relativa de diferentes
substratos R-lactdmicos, generalmente a una concentracion elevada (1 mM), en
comparacion con un substrato estandar (bencilpenicilina, cefaloridina o nitrocefin).
Como complemento del perfil de substrato suele determinarse la concentracién de
inhibidor (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam en el caso de las BLEE) que

reduce la actividad hidrolitica de una [-lactamasa cuando se compara con un
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control (ICso). En algunos casos es preciso definir el mecanismo de actuacion del
enzima mediante el estudio cinético de la constante de afinidad (Km) y la
eficiencia relativa de hidrdlisis (Vmax/Km). La mayoria de estas determinaciones
guedan relegadas a laboratorios especializados en los que se realiza una

caracterizacion bioquimica de las R-lactamasas.

5.5 Métodos moleculares

Al igual que los métodos bioquimicos, muchos de ellos son mas propios de la
caracterizacion especifica del tipo de BLEE que dutiles en su deteccion.
Habitualmente se aplican una vez demostrada la presencia de la BLEE por los
métodos descritos en el apartado anterior. Entre los métodos moleculares destaca
las sondas de DNA, escasamente utilizadas en la actualidad, y las técnicas de
amplificacion (24). Las sondas de DNA permiten realizar cribados en colecciones
amplias de aislados, sobre todo si se combina con técnicas de hibridacion directa

sobre colonia. (25)
5.6 Técnicas de amplificacion

Son las que mas éxito han tenido, debido a su facil realizacion. Tienen los mismos
inconvenientes que las sondas de DNA pero, a diferencia de éstas, permiten la
secuenciacion posterior del producto de PCR, siendo muy utiles para la
caracterizacion del enzima. El uso de cebadores especificos disefiados para
detectar mutaciones puntuales y el desarrollo de la reaccion de amplificacion en
condiciones estrictas permite la caracterizacion de algunas de las BLEE. Esta
técnica, denominada"oligotyping", fue disefiada para las BLEE de tipo TEM y
SHV. Esta limitada en la actualidad por el alto nUmero de variantes y el aumento
del numero de mutaciones en las nuevas BLEE que pertenecen a estas familias.
(16), (23).
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METODO
5.1 DISENO METODOLOGICO
La investigacion de este trabajo es de tipo retrospectivo.

5.1.1 DISENO ESTADISTICO
La sistematizacion y el andlisis de la resolucion de los datos estadisticos se lo

realizaran de manera informativa.
5.2 POBLACION

La poblacion son muestras recepcionadas en el servicio de bacteriologia de todos
los pacientes post-operados del Hospital Municipal Boliviano Holandés, durante la
gestion de enero 2009 a diciembre 2009.

5.3 METODO DE INVESTIGACION DOCUMENTAL
La investigacion serd a base de revistas, articulos de investigacion, paginas

electronicas actualizadas referentes al tema.

5.4 METODO DE INVESTIGACION DE CAMPO

Son datos obtenidos de pacientes, cuyos resultados obtenidos de muestras
procesadas dieron Enterobacterias productores de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) En el servicio de bacteriologia del Hospital Municipal Boliviano

Holandés durante la gestién de enero del 2009 — diciembre del 2009.

5.6 ANALISIS DE DATOS
El analisis de este trabajo se realizara mediante la revisién de los archivos de
registro del area de bacteriologia del laboratorio de, pacientes que estan

internados en el hospital.

5.7 PROCESAMIENTO DE DATOS
El analisis de datos y resultados obtenidos se realizara por tablas y graficas de

frecuencia de acuerdo a los objetivos propuestos, mediante Microsoft Office Excel
2007.
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5.8 PROCEDIMIENTO PRACTICO DE BLEE

50



MIRIAM SONIA SANGA MAMANI UMSA

VI.  RESULTADOS

El estudio se realizo en una poblacion total de 231 muestras clinicas
recepcionadas de pacientes post-operados en el Hospital Municipal Boliviano
Holandés.De estas 231 muestras el 90% (207 cepas) dan positivo para el
aislamiento de Enterobacterias y el 10 % (24 cepas) que corresponde a otro tipo

de microorganismo como se muestra en la tabla N°1

TABLA °N 1 Porcentaje de aislamiento de cepas de enterobacterias con

relacion a otro microorganismo en pacientes post-operados

N° de cepas % de cepas
Otros
microorganismos 24 10
Enterobacterias 207 90
Total 231 100

Grafico 2N1 Porcentaje de aislamiento de cepas
de Enterobacterias con relacion a otro
microorganismo en pacientes post-operados

Otros
anism

De las 231 cepas de pacientes post-operados el 90 %( 207 cepas) de
Enterobacterias aisladas presentan aislamiento positivo de Enterocaterias y el 10
%( 24cepas) presenta un aislamiento para otro tipo de microorganismo.
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TABLA °N 2 frecuencia de enterobacterias productoras y no productoras de

betalactamasas en pacientes post-operados

ENTEROBATERIAS °N cepas % de cepas

BLEE 42 20,29
NO BLEE 165 79,71
Total 207 100,00

Grafico ° N 2 :Porcentaje de cepas productoras y
no productoras B-lactamasa de espectro
extendido(BLEE) de pacientes post-operados

En la tabla y grafico anterior se observa la frecuencia de enterorobacterias
productores de betalactamasa con un 20%(42 cepas) y no productores de
betalactamasa (BLEE) 80% (165 cepas) en una poblacién total de 207

enterobacterias aisladas.
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TABLA °N 3 Frecuencia de genero de

UMSA

enterobactrias productoras de

betalactamasa de espectro extendido (BLEES) en pacientes post-operados

Entrobactrias BLEE % BLEE

E. coli 30 71,43
Enterobacter spp 4 9,52
P.auriginosa 3 7,14
Klebsiella spp 2 4,76
Proteus spp 2 4,76
Acinetobacter spp 1 2,38
total 42 100,00

GRAFICO °N 3 Frecuencia de genero de
Enterobactrias productoras de B-lactamasa de
espectro extendido (BLEES) en pacientes post-

operados

30
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GRAFICO °N 3 Porcentaje de frecuencia de genero de Enterobactrias
productoras de B-lactamasa de espectro extendido (BLEEs) en
pacientes post-operados

HE. coli M Enterobacter spp M P.auriginosa

M Klebsiella spp M Proteus spp m Acinetobacter spp

En la tabla y grafico anterior, el total de las cepas productoras de BLEEsS, la
mas frecuente aislada en 42 cepas productores de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) son para E.coli 71% (30 cepas), Enterobacter
spp 10 %(4 cepas), P.auriginosa 7% (3cepas), Klebsiella spp 5 % (2

cepas), Pruteus spp 5 % (2 cepas), Acinetnetobacter spp 2% (1lcepas).

TABLA °N 4 Numero de pacientes post-operados que presentaron BLEEs de

acuerdo al género

Genero °N Pacientes| % Pacientes
Femenino 32 76,19
Masculino 10 23,81
Total 42 100,00
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CUADRO °N 4 Numero de pacientes post-
operados que presentaron BLEEs de acuerdo
al género

w
) S]

40 -

30

H
D

20
10

2 N Pacientes

. . o .
Femenino Masculino M 2 N Pacientes

Genero

GRAFICO °N 4 Numero de porcentaje de
pacientes post-operados que presentaron
BLEEs de acuerdo al género

Se observa que la mayor cantidad de BLEEsS encontrados en las muestras

procesadas, pertenecen al genero femenino con un 76 % (32 muestras) para

genero masculino 24 % (10 muetras) como se muestra en la tabla y grafico °N 4
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TABLA °N 5 Numero de pacientes post-operados que presentaron BLEEs de

acuerdo al rango de edad

Rango de Edad |° N Pacientes |% Pacientes
1-10 afos 5 11,90
10-20 afios 2 4,76
20-30 afios 13 30,95
30-40 afnos 8 19,05
40-50 afos 6 14,29
50-60 afios 4 9,52
60-70 afos 2 4,76
70-80 afnos 2 4,76
Total 42 100,00
CUADRO °N 5 Numero de pacientes post-
operadosque presentaron BLEEs de acuerdo al rango
de edad
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Grafico °N 5 Numero de porcentaje de pacientes

post-operadosque presentaron BLEEs de acuerdo al
rango de edad

M 1-10 anos M 10-20 afios ™ 20-30 anos M 30-40 afios

M 40-50 anos m 50-60 afios = 60-70 anos = 70-80 afios

En la tabla y el cuadro anterior se puede observar que la mayor cantidad de

BLEEs encontrados en las muestras procesadas pertenecen a las edades
comprendidas entre 20 — 30 afios 31 % (13 pacientes), 30-40 afios 19 % (8
pacientes) ,40-50 afios 14% (6 pacientes),1-10afios 12 % (5pacientes),50-60 afios
9 % (4 pacientes),60-70 afios 5 %(2pacientes),70-80 afios 5 %(2 pacientes).

TABLA °N 6 Numero de pacientes post-operados que presentaron BLEEsS de

acuerdo al servicio hospitalario

Servicio °N Pacientes| % Pacientes
Cirugia 17 40,48
Ginecologia 13 30,95
Pediatria 5 11,90
Medicina 6 14,29
Quirofano 1 2,38
Total 42 100,00
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CUADRO N°6 Numero de pacientes post-operados que
presentaron BLEEs de acuerdo al servicio hospitalario
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GRAFICO N°6 Numero de porcentaje de pacientes pos -
operdos que presentaron BLEEs de acuerdo al servicio
hospitalario

Quirofano
2%

En la tabla y grafico anterior se puede observar que la mayor cantidad de BLEEs
encontrados en las muestras procesadas pertenecen al servicio de cirugia 41 %
(17 cepas).ginecologia 31 %(13 cepas), pediatria 12%(5 cepas), medicina 14%(6

cepas), quirofano 2% (1 cepa).
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CUADRO °N 7 numero de pacientes post-operados que presentaron BLEEsS

de acuerdo al tipo de muestra procesada

Muetras °N Pacientes | %Pacientes

Orinas 18 42,86
Abscesos 11 26,19
Liguido 16,67
Secresion 11,90
Hemocultivos 2,38
Total 42 100,00

oN Pacientes

CUADRO 2N 7 Numero de pacientes post-
operados que presentaron BLEEs de
acuerdo al tipo de muestra procesada

Muestras

H 2 N Pacientes
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GRAFICO °N 7numero de porcentaje de pacientes
post-operados que presentaron BLEEs de acuerdo al
tipo de muestra procesada

Hemocultivos
2%

En la tabla y el grafico anterior se puede observar que la mayor cantidad de
BLEEs encontrados en las muestras procesadas fueron de muestras Orinas 43 %
(18 muetras) de absceso 26%(11 muetras) Secresion 12% (5 muetras); liquidos 17

%(7 muestras) hemocultivos 2 %.(1 muetras).
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DISCUSION

Las R-lactamasas de espectro extendido son una familia de enzimas producidas
por los bacilos gram negativos, fundamentalmente Enterobacterias especialmente
frecuentes en klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, aunque también por
microorganismos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y otros. Son
capaces de inactivar, ademas a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera y

segunda generacion, a las oximino-cefalosporinas y al aztreonam.

El estudio realizado en el laboratorio de bacteriologia del hospital municipal
boliviano holandés, de pacientes post-operados durante la gestion 2009, la
identificacion de Enterobacterias con relacion a otros microorganismos aislados
constituye un mayor porcentaje de aislamiento del total de toda la poblacion en
estudio, Enterobacterias 90% y otros microorganismos 10%.

El hallazgo de Enterobacterias producctoras de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) contribuye a la resistencia a cefotaxima representando el 20 %
(42 cepas), estudios realizados anteriormente en el hospital se encontro 21 % en
el afio 2004 , en otros hospitales se encontré en menor porcentaje de 0.94% en
el hospital de clinicas de la ciudad de La Paz gestion 2002 ,lo cual es indicativo de
gue existe cierto tipo de mecanismo de resistencia por el cual la bacteria se hacen
resistente a la cefotaxima y este mecanismo lleva a la inactivacion de los

antibidticos por la enzima,

Estas betalactamasas son enzimas que se han originado desde las enzimas TEM-
1 TEM-2 o SHV -1 tras sufrir diversas mutaciones.estas mutaciones les confieren
al germen cierta resistencia, las enzimas se encuentran codificadas por plasmidos
lo que les otorga una capacidad de diseminacion en distintas cepas que ha hecho

gue se haya difundido en pocos afios.

La frecuencia de género de Enterobacterias mas frecuentes productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE), y en moyor proporcion causantes
de infecciones intrahospitalraias y comunitarias estas cepas aparecen con mayor

frecuencia en un 71 % del aislamiento de E. coli. y en segundo lugar Enterobacter
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spp 10%. P. auriginosa 7%, Klebsiella spp 6 % sin embargo en paises como
México y America del Sur y otros paises el microorganismo que predomina es
Klebsiella pneumoniae 42 %, en nuestro estudio esta ocupa el cuarto lugar,
E.coli 10% y en nuestro medio esta productora de BLEE ocupa el primer lugar
,bibliografia revisadas se encontr6 también que en la ciudad de las Habana el
2006 se encontr6 una mayor predominacia de klebsiella spp 60% E.coli con 53% y
Enterobacter spp con un 47% en nuestro estudio Enterobacter spp ocupa un
segundo lugar con un10%, con relacion a otras bacterias obtenidas como BLEE
en nuestro estudio no se encontrd datos relacionados con los resultados obtenidos

ya que estas no son de mayor relevancia de importancia clinica.

Se observa que la mayor frecuencia de BLEE encontrados en las muestras
procesadas pertenece al género femenino con un 76 % comprendidas entre 20 —

30 afos de edad vy la Enterobacteria mas frecuente aislada es la E.coli

Hay cepas enteropatdégenas de E. coli que causa mas del 50% de las infecciones
urinarias tanto en hombres como en mujeres. Las mujeres son mas propensas a
sufrir infecciones del tracto urinario a una edad mas temprana lo cual se puede
correlacionar con estudio anteriores, que en la ciudad de la Habana,y Mexico la
mayor frecuencia de BLEE encontrados se da en el genero masculino en un 75%

y en en nuestro estudio esta se encuentra en una menor proporcion un 22%.

El mayor porcentaje de cepa BLEE corresponde al servicio cirugia (41%) seguido
ginecologia 31 % pediatria 12 % medicina 14%,quirofano 2% con estos datos es
presiso sefialar que la presencia de enterobacterias en los servicios del hospital
son como agentes causales de infecciones intrahospitalarias la cual se
corelaciona con datos obtenidos en Argentina,que la mayor frecuencia de
aislameinto de enterobacterias productoras de betalactamadsa de espectro
extendido BLEE se encuentran el los servicio de medicina 50 % cirugia 15% el
cual en nuestro estudio la mayor frecuencia de aislamiento de Enterobacterias
productoras de betalactamasa BLEE se encuentra en el servicio de cirugia

seguido por ginecologia.
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Las muestras donde se aislaron con mayor frecuencia estas cepas, fueron orinas
43% (18 muestras), absceso 26%(11 muestras), liquidos 17 %(7 muestras)
secresion 12 % (5 muestras); hemocultivos 2%.(1 muestras).Se encontrdé datos
relacionados con el estudio, que con mayor frecencia se aislaron de orina 42%,
hemocultivos 15%, liquidos 8%, secresiones 5%, en nuestro estudio de aislaron en
menor porcentaje de frecencia en las muestras en estudio de los pacientes post-

operados.

En nuestro trabajo, del total de cepas BLEE positivas, aisladas de pacientes con
diagnistico de puerperio quirargico, la mayor incidencia le correspondio a e.coli.en

muertras de orina.

En nuestro estudio, el porcentaje de enterobacterias productoras de BLEE, fue del
20 %, este porcentaje esta dentro de los valores de frecuencias comparado con
otros resultados en Argentina se aislaron con una frecuencia de 31.1 % que esta
tambien dentro de los valores de referencia que va de 20 a 48 % de aislamiento

de entrobacterias.

Las infecciones intrahospitalaria constituyen un problema grave en todos los

hospitales.

Del total de cepas BLEE encontradas en pacientes post-operados intrernados en
las diferentes unidades del hospital, son mas propensos a adquirir infeciones por
microorganismos gram negativos, debido a su baja defensa inmunologica y el
tiempo de internacion, también tienen un tratamiento prolongado de antibiéticos y

sondas urinarias permanentes.
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VIII CONCLUSION

Las enterobacterias con relacion a otro microorganismo son aislada con mayor
frecuencia en un 90%(207 cepas), de estas 20% (42 cepas) son Enterobactrias
productoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) vy otros
microorganismos con un 10 %(24 cepas) en un total de 231 muestras
recepcionadas de pacientes post- operados.

La frecuencia de género de Enterobacterias mas frecuentes productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) y con mayor frecuencia de
aislamiento es la E coli.71%, se encontré6 en ambos generos, diferentes rango de
edad en diferentes servicios.

La frecuencia de Enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro
extendido (BLEE) segun genero, con mayor predominancia de aislamiento es
para el genero femenino con un 76 %, comprendidos entre los 20-30 afios de
edad y genero masculino con 24 %en muestras de orinas, absceso, Secresion,

liquidos hemocultivos.

Los factores de riesgo para la aparicion de bacterias productoras de BLEE
incluyen la administracion previa de cefalosporinas de amplio espectro y la
utilizacion de cefalosporinas de tercera generacion, ejerce una presion importante
en las bacterias Gram negativas. Esto Ultimo genera un problema, que el 50% de

las infecciones intrehospitalaria son tratadas con antibiéticos beta-lactanticos.

El hecho de que un paciente adquiera una infeccion intrahospitalaria, tiene
diversas implicaciones, tanto directamente sobre la salud y prondéstico del

paciente, como en la eficiencia, costo econdmico y funcionamiento del hospital.

Las infecciones intrahospitalaria pueden causar enfermedad severa o muerte, la
estancia hospitalaria prologada, la necesidad de utilizar tratamiento antimicrobiano

adicional o que el paciente infectado se convierta en fuente o reservorio
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El hallazgo de estas cepas en nuestro medio debe orientar a extremas medidas de
control en cuanto al uso indiscriminado de antimicrobianos, tratamiento ineficaces

y sobre todo sin haber realizado antes un antibiograma

Por todo lo indicado anteriormente, la presencia de BLEE en un hospital de
segundo nivel, se sugiere, restringir el uso de beta-lactamicos de amplio espectro
e implementar medidas rigurosas de higiene para el control de las infecciones y la
prevencion de la diseminacion de microorganismos productores de BLEE en el
ambiente hospitalario.El problema de la resistencia antimicrobiana es
responsabilidad de todo el personal de salud que esta involucrado en el uso de
antimicrobianos. La mejor estrategia continda siendo el uso adecuado de estos
farmacos. El conservar su utilidad por tiempo prolongado depende de la
prescripcion razonada, no de la capacidad de la droga por mantener su actividad
ante la inevitable repuesta de las bacterias que les permite expresar sus

mecanismos de resistencia.
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FOTOS DE MUESTRAS RECEPSIONADAS Y PROCEDIMIENTO PARA EL
AISLAMIENTO DE CEPAS DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE B-
LACTAMASAS DE ESPECTRO ExXTENDIDO (BLEE) EN EL SERVICIO DE
BACTERIOLOGIA DE PACIENTES POST-OPERDOS EN EL HOSPITAL
MUNICIPAL BOLIVIANO HOLANDES

FIGURA °N 1 Recepcion de muestras
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FIGURA °© N 3 siembra de muestras de absceso y liquidos vy

secresiones en agar sangre macckonque
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FIGURA °N 5 siembra de liquidos en agar macconkey y chocolate

FIGURA ° N 6 crecimiento de los microorganismo en los medios de

cultivos sembrados
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FIGURA°N 7 Tincion gram

FIGURA ° N 8 Pruebas bioquimicas (baterias bacterilogica) TSI; LIA; MIO;
SIM; CITRATO.
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FIGURA ° N 9 Identificacion de las enterobacterias atravez de la lectura

de las baterias bacteriologicas

Enterobacter spp E. coli

Proteus spp P. auriginosa
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Klebsiella spp

FIGURA ° N 10 Colonias disueltas en solucion fisiologica para realizar el
antibiograma y comparacion con el estandar de turbidez 0.5 Mac Farland a
una concentracion de 1,5 — 2 x 10° ufc/mL de la escala Mac Farlan
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FIGURA ° N 11 Discos de antibiéticos para realizar el antibiogramaenen agar

mueller hinton

FIGURA ° N 12 Disco de cefotaxima y amoxiclavulamico en agar mueller
hinton para la detecion de BLEE
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FIGURA ° N 13 Agar Mueller Hinton con discos de cefotaxima y amoxicilina

acido clavulamico (monodiscos)y observacion del fenomeno (BLEE).

FIGURA °N 14 hoja de resgistro de resultados
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FIGURA ° N 15 Métodos de deteccion de BLEES.

a) Sinergia de doble disco.
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c) E-test. CAZ: ceftazidima. AMX: amoxicilina; CLA: &cido clavulanico; CTX:

cefotaxima
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