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RESUMEN

Objetivos: Determinar las diferencias significativas entre el método de disco
pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado para la deteccion de
Enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Materiales y métodos: Estudio comparativo de corte transversal, prospectivo y
descriptivo en 246 aislamientos de enterobacterias en urocultivo del Hospital
Docente Madre Nifio “San Bartolomé”. En ambos métodos se realizé con
cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), solos y combinados con
Amoxicilina/Acido clavulanico. El andlisis estadistico fue en IBM SPSS.

Resultados: Se procesaron 201 aislamientos positivos para BLEE y 45
aislamientos BLEE negativos. Se obtuvo una muy buena correlacion entre el
método de disco pre difusion y la prueba confirmatoria de disco combinado
(k=1.00), el método de disco pre difusion tuvo una sensibilidad y especificad de
100.0%. Las enterobacterias BLEE positivos mas frecuentes fueron: 173
(86.1%) de E. coli, 27 (13.4%) K. pnemoniae, 1 (0.5%) P. mirabilis. EI género
sobresaliente con mayor frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE
fue en mujeres con 171 (85.1%) y la edad dominante fue en menores de 10
afios con 73 (36.3%).

Conclusion: En el estudio realizado se evidencié una alta concordancia y
rendimiento diagnostico en ambos métodos comparados, pudiendo ser el

método de disco pre difusién una opcion alternativa y eficaz.

Palabras clave: Betalactamasas, resistencia a antibioticos, Enterobacterias,

Escherichia coli, urocultivo.



ABSTRACT

Objective: Determine the significant differences between the disk pre diffusion
method and confirmatory method combined disk for the detection of beta-
lactamase producing Enterobacteriaceae extended spectrum (ESBL).

Materials and Methods: A comparative, prospective cross-sectional study was
performed in 246 isolates Enterobacteriaceae in urine culture in the Hospital
Docente Madre Nifio “San Bartolomé". In both methods was performed with
cefotaxime (CTX), ceftazidime (CAZ), alone and in combination with amoxicillin
/ clavulanate. The statistical analysis was SPSS.

Results: Were performed 201 isolates for positive ESBL and isolates negative
45. A very good correlation was obtained between disk pre diffusion method
and confirmatory method combined disk (k=1.00); the disk pre diffusion method
had a sensitivity and specificity of 100.0%, the most frequent ESBL-positive
enterobacteriaceae were: 173 (86.1%) of E. coli, 27 (13.4%) K. pneumoniae, 1
(0.5%) P. mirabilis. The outstanding genre more often ESBL-producing
Enterobacteriaceae was in 171 women (85.1%) and the dominant age was
under 10 years old with 73 (36.3%).

Conclusion: In the study evidenced a high concordance and diagnostic
performance compared both methods, may be the method disk pre diffusion an

alternative and effective option.

Key words: lactamase, antibiotic resistance, Enterobacteriaceae, Escherichia

coli, urine culture.
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INTRODUCCION

La resistencia de enterobacterias a antibidticos betalactamicos es un fenédmeno
natural que conforma un serio problema en la salud publica y es uno de los
modelos que demuestran las llamadas enfermedades infecciosas emergentes.?
El amplio uso indiscriminado de los antibidticos en pacientes con enfermedades
cronicas son factores que ayudan directamente en la resistencia bacteriana a
los antibidticos, y posteriormente conlleva al fracaso en la terapia
antimicrobiana.> Uno de los mecanismos de resistencias con considerable
importancia clinica son las betalactamasas de espectro extendido, esta enzima
con mayor frecuencia se presenta en Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Proteus mirabilis.®

El presente trabajo tiene como objeto comparar el método confirmatorio de
disco combinado con un método alternativo para la deteccion de
enterobacterias productoras de BLEE, determinando la sensibilidad,
especificidad, VPP, VPN y la concordancia de los dos métodos. Esto permitira
brindar un diagnostico oportuno para el beneficio del paciente, para luego
iniciar terapia antimicrobiana correcta. Este método alternativo fue disefiado por
el laboratorio de microbiologia del HONADOMANI “San Bartolomé”

12



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema:

La alta incidencia de las infecciones del tracto urinario son causadas
principalmente por Enterobacterias, asi como el surgimiento de cepas
resistentes y multirresistentes a los antibiéticos, son elementos que constituyen
uno de los mayores problemas de la medicina actual y futura, ya que estos
factores dificultan el tratamiento de las enfermedades infecciosas y deterioran
la calidad de vida del individuo."? Entre los antimicrobianos mas ampliamente
utilizados se encuentran los betalactamicos, conformados por la penicilina, las
cefalosporinas, los carbapenémicos y los monobactamicos, los cuales
continian siendo objeto de modificaciones bioquimicas dirigidas a modular su

actividad antimicrobiana.®

La produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) constituye uno
de los principales mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos
betalactamicos, es por ello que la utilizacion de inhibidores de betalactamasas
en combinacién con antibioticos betalactamicos que permite la inactivacion de
determinadas betalactamasas producidas por gérmenes Gram positivos, Gram
negativos, entre otros.® Los inhibidores de betalactamasas representan una
alternativa terapéutica mejorada respecto del resto de los betalactamicos por
asegurar un mayor espectro antimicrobiano en comparacion con sus analogos.
Actualmente existen tres inhibidores de betalactamasas localmente disponibles:
acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. Diversos estudios confirman que
las combinaciones de inhibidores betalactamicos son efectivos en el
tratamiento empirico inicial de infecciones respiratorias, intraabdominales,
urinarias y ginecoldgicas, incluidas las de origen polimicrobiano.” En el caso
particular de amoxicilina-sulbactam, la evidencia citada indica que esta
combinacion es efectiva para el tratamiento de desde sinusitis hasta infeccion
del tracto urinario e infecciones ginecobstetricias. Asimismo, por su espectro y
propiedades farmacoldgicas, la combinacion amoxicilina—sulbactam constituye

una excelente opcién también para el tratamiento de infecciones.?
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Para la deteccion de BLEE en Enterobacterias se utiliza métodos comparativos,
lo que favorece la sensibilidad y especificidad y resulta de gran utilidad por el
hecho de que determinados aislamiento de enterobacterias BLEE positivas
puedan parecer sensibles in vitro a los betalactamicos, siendo en realidad
resistentes debido a diferencias cuantitativas en la actividad hidrolitica en
determinadas cepas BLEE sobre los sustratos; Asimismo, ciertas
betalactamasas pueden no detectarse si el indculo es muy elevado y/o si la
produccién de betalactamasa se asocia con otro mecanismo de resistencia o

una disminucion de la permeabilidad de la membrana al paso del antibiético.®

Por estar razones la evaluacién de cepas BLEE resulta importante y necesaria
en los laboratorios de Microbiologia clinica, por el mal pronéstico y alta tasa de
morbilidad en pacientes con infecciones por estas bacterias.” Existen diversos
métodos fenotipicos para la deteccion de BLEE: el método de tamizaje para
deteccion de BLEE segun la CLSI (The Clinical Laboratory Standard Institute),
el método confirmatorio de disco combinado segun CLSI, el método de Jarlier,
el método de Hodge y el método tridimensional para la determinacion de
BLEE.® En ese sentido, y dado la reciente aplicacién del método de disco pre
difusion para la determinacion de carbapenemasas KPC en Klebsiella

pneumoniae. !

Este estudio se plantea comparar el método disco pre difusion frente al método
confirmatorio de disco combinado para la busqueda de Enterobacterias
productoras de BLEE, determinando la sensibilidad, especificidad y también la

concordancia entre estos 2 métodos.
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1.2. Formulacién del Problema:
1.2.1. Problema General:

¢ Existe diferencias significativas entre el método de disco pre difusion y el
método confirmatorio de disco combinado para la deteccion de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el
periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015?

1.2.2. Problemas Especificos:

¢,Cuanto es la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo
(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) del método disco pre difusion y
el método confirmatorio de disco combinado, para la deteccion de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el

periodo de diciembre 2014 a noviembre 20157

¢Cuanto es la concordancia entre el método disco pre difusion y el
método de disco combinado, para la deteccibn de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en muestras de
urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de
diciembre 2014 a noviembre 2015?

¢,Cudl es la enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente identificado por el método de disco pre
difusion y el método confirmatorio de disco combinado en muestras de
urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de
diciembre 2014 a noviembre 20157

15



¢, Cual es la enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente segun el género, identificado por el método
de disco pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el

periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015?

¢, Cual es la enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente segun el grupo etario, identificado por el
método de disco pre difusion y el método confirmatorio de disco
combinado en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San

Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015?
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1.3 . Objetivos:
1.3.1 Objetivo General:

Determinar las diferencias significativas entre el método de disco pre
difusion y el método confirmatorio de disco combinado, para la deteccion
de enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido
en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante
el periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015.

1.3.2. Objetivos Especificos:

Determinar la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo
(VPN) y el valor predictivo negativo (VPN) del método disco pre difusion y
el meétodo confirmatorio de disco combinado, para la deteccion de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el

periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015.

Determinar la concordancia entre el método disco pre difusion y el método
de disco combinado, para la deteccion de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido en muestras de urocultivo en el
HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a

noviembre 2015.

Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente, identificado por el método de disco pre
difusion y el método confirmatorio de disco combinado en muestras de
urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de
diciembre 2014 a noviembre 2015.
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Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente segun el género, identificado por el método
de disco pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el

periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015

Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de espectro
extendido es mas frecuente segun el grupo etario, identificado por el
método de disco pre difusion y el método confirmatorio de disco
combinado en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San

Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015.
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1.4 HIPOTESIS

Hipotesis General

No existe diferencia significativa entre el método de disco pre difusion frente al
método confirmatorio de disco combinado para la deteccién de enterobacterias

productoras de betalactamasas de espectro extendido.

1.5 JUSTIFICACION:

Las infecciones de tracto urinario por enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) y el uso inapropiado de
antibidticos debido a la no deteccion de este mecanismo de resistencia
constituyen un problema relevante por su frecuencia creciente, como también
la morbilidad que pueden llevar al paciente a tener problemas renales graves y

afectar su salud integral.

El constante aumento en la incidencia de las infecciones por bacterias
multirresistentes es un grave problema de salud publica en todo el mundo, ya
gue estas bacterias estan presentes en infecciones graves con peores
prondsticos debido a la ineficacia terapéutica. En ese sentido la deteccidn
oportuna y eficaz de BLEE constituye un verdadero desafio para el personal de

los laboratorios de microbiologia.

En el presente trabajo tiene como objetivo comparar el método de disco pre
difusion frente al método confirmatorio del disco combinado para la deteccién
de enterobacterias productoras de BLEE aisladas en urocultivo, esto permitira
tener las bases cientificas sobre el cual se disefiara un método alternativo
eficaz con una Optima sensibilidad y especificidad para la deteccion de
enterobacterias productoras de BLEE, beneficiando no solamente a los
pacientes con ITU sino también al personal de microbiologia, los cuales
podrian obtener resultados concordantes, confiables, rapidos y ademas de ser

mas accesibles en el mercado, facilitando la deteccion oportuna.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Bases Tedricas

2.1.1. Generalidades sobre los antibidticos

Son sustancias sintéticas o naturales producidas por varias especies de
microorganismos (hongos, bacterias, actinomices), que inhiben el
crecimiento de otros microorganismos Yy ocasionalmente pueden
exterminarlos. Los antibiéticos se clasifican de acuerdo a la funcion a
realizar contra los microorganismos infecciosos, la mayoria de los
antibidticos retrae o inhibe la sintesis de acidos nucleicos, polimeros y las
proteinas, algunos antibioticos lesionan la membrana celular, y otros

alteran la pared bacteriana.*® **

Se pueden clasificar también en funcion a su estructura quimica,
clasificando a las tetraciclinas, sulfamidas, cefalosporinas, macrolidos,
penicilinas, y aminoglucésidos.*? Las bacterias gram positivas son mas
sensibles a los antibiéticos que los microorganismos gram negativas.'? Se
denominan antibiéticos de amplio espectro a los agentes que inhiben a las

bacterias gram positivas como a las gram negativas.**

2.1.2. Antibi6ticos betalactamicos

Los betalactamicos es la familia mas numerosa de antibioticos de amplio
espectro, actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana con
accion bactericida lenta relativamente independiente de la concentracion
plasmatica, con débil toxicidad para el humano por lo cual son usados con
mayor frecuencia por los clinicos.’** Los antibiéticos betalactamicos esta

conformado por:
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2.1.2.1. Carbapenémicos y Monobactamicos.

Son antibiéticos sintéticos con accion bactericida para
microorganismos gram negativos resistentes a las cefalosporinas y
penicilinas.** Los carbapenémicos méas conocidos son el imipenem
y el meropenem, aunque actualmente se encuentran en fase
experimental algunos derivados de este grupo, los mas
sobresalientes son el panipenem y el biapenem. Dentro de los
monobactamicos, el mas usado es el aztreonam, aunque existen

otros como el tigemonam y el caromonam.™

2.1.2.2. Penicilinas. Son empleadas con gran frecuencia por su
eficacia terapéutica y escasa toxicidad, son de origen natural y
sintéticos, los de origen natural son elaborados por diversos
especies de Penicilium spp. Se distribuyen de acuerdo a su
espectro y accion y origen en:

»Penicilinas resistentes a penicilinasas de los estafilococos:
meticilina, oxacilina, dicloxacilina

=Penicilinas naturales: penicilina G (procainica, benzatinica) y
penicilina V, via oral o IM. Esta indicado para Neisseria spp,
estreptococos y sifilis

= Carboxipenicilinas: Carbenicilina, ticarcilina

= Aminopenicilinas: Amoxicilina, ampicilina. Tienen mas actividad
para gérmenes gram negativos productores de betalactamasas al

asociarse con inhibidores como el sulbactam o acido clavulanico.'®
16

2.1.2.3. Cefalosporinas. Son antibiéticos de origen natural
elaborado de la fermentacién de Cephalosporium acremonium. En
Su nuacleo estd constituido por acido 7-aminocefalosporanico
formado por un anillo betalactamico, en situaciones clinicas son

requeridos como agentes de primera eleccién en casos de sepsis,
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infecciones de tejidos blandos y de piel, meningitis, neumonia, e

infecciones intrahospitalarias.** *°

Se clasifican en cuatro generaciones:

- Cefalosporinas de primera generacién: Cefazolina, Cefalexina,
cefradina, cefadroxil, cefalotina. Son indicados contra
Streptococcus pyogenes, E. coli, Klebsiella spp, Proteus mirabilis y
staphylococcus spp. meticilinosensibles.

- Cefalosporinas de segunda generacién: Cefaclor, cefuroxima,
cefonicida. Tienen actividad contra Moraxela -catarrhalis,
Haemophilus influenzae.

- Cefalosporinas de tercera generacion:  Ceftriaxona,
cefeloperazona cefotaxima, ceftazidima, cefpodoxima. Son
indicados contra Enterobacterias, Streptococcus pneumoniae,
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae

- Cefalosporinas de cuarta generacion: Cefpirome, cefepime.
Indicados contra gérmenes productores de betalactamasas
cromosomicas (Pseudomonas spp. y otras bacterias relacionadas),

tiene baja actividad frente a anaerobios.'**>8

2.1.3. Mecanismos de resistencia a betalactamicos

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los betalactamicos por
varios mecanismos, que en ocasiones se asocian, el control genético de
dichos mecanismos puede ser cromosOmico, por transposones o
plasmidico, la resistencia cromosOmica aparece por mutacién, y los
16,19

transposones y plasmidos se pueden transferir de una bacteria a otra.

Se puede describir en tres mecanismos:

A. Trastorno de permeabilidad: Se presenta con frecuencia en
bacterias Gram negativos donde la membrana celular es rica en lipidos es
impermeable a las sustancias hidrofilicas, la penicilina y vancomicina que

por su tamafio molecular son incapaces de pasar a través de la porinas.**
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B. Hidrélisis enziméatica: Indica la inactivacion de los antibidticos
16, 18

betalactdmicos por accion de las enzimas betalactamasas.
C. Alteracién del sitio blanco: Sufre modificaciones en el gen que
codifica el blanco del antibiotico, el sitio blanco de los betalactamicos son
las diferentes proteinas fijadoras de penicilina (PBP) Este tipo de
resistencia es importante en Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Haemophylus influenzae y Neisseria spp.*® Figura N° 01

2.1.4. Betalactamasas

Son sustancias quimicas o enzimas producidas por ciertas bacterias,
estas enzimas se encargan de romper el anillo de algunos antibiGticos
betalactamicos, desactivando sus propiedades antimicrobianas, se
encuentra en la parte intracelular de los bacterias Gram positivos, o en el
espacio peri plasmatico en bacterias gram negativos, los genes que
codifican se encuentran localizados en el plasmido o en el cromosoma

bacteriano, pudiendo ser transferidos entre especies. 2% 2% 2%

Las cepas bacterianas que producen las enzimas de la clase A: SHV-1,
TEM-1, ROB-1 son mediados por plasmidos resistentes a la ticarcilina,
amoxicilina entre ellos tenemos a enterococos, Moraxella catarrhalis,
bacteroides, acinetobacter, pseudomonas, Neisseria, estafilococos y
algunas familias de enterobacterias, estas enzimas son neutralizadas por
inhibidores de betalactamasas como acido clavulanico, tazobactam, y

sulbactam.?* 26

Las betalactamasas de la clase C son producidas por varios integrantes
de la familia de las enterobacterias incluyendo Acinetobacter baumannii,
Enterobacter y Serratia, Citrobacter freundii, Morganella morganii, y asi
como P. aeruginosa Yy E. coli producen cefalosporinasa, pero esa enzima
se manifiesta de manera constitutiva, en niveles bajos y no presenta

accion contra los antibiéticos B-lactamicos.®
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Las betalactamasas se clasifican de acuerdo con su espectro de hidrolisis,

secuencia y ubicacion de proteinas o de genes. %% 22

= Clasificacion de Ambler.

Este tipo de betalactamasas se clasifican en: (A, B, C y D). Esta basada
en la secuencia de aminoacidos y su estructura molecular, los de tipo A,
C, D que corresponden a enzimas que contienen serina en su sitio activo

y las de tipo B pertenecen a las metaloenzinas. %233°

= En 1995 clasificacién de Bush, Jacob y Medeiros.

Se clasifica de acuerdo a los sustratos que la enzima hidroliza y la
inhibicion por la presencia de acido clavulanico y otros, generando cuatro

grupos:

Grupo 1. Las cefalosporinas que no son inhibidas por el acido clavulanico
ni por EDTA (Etilen diamino tetra acético), los genes que codifican
generalmente son cromosOomicos pero también por plasmidos, son
resistentes a todos los betalactdmicos, menos los carbapenemes, los
bacilos gram negativos que producen estas enzimas son las de tipo

AmpC 22,23,30

Grupo 2. Las Cefalosporinas, carbapenemasas y penicilinas que son

inhibidas por el acido clavulanico, tazobactam y sulbactam.

Grupo 3. Las metalo belactamasas son inhibidas por EDTA pero no son
inhibidas por el acido clavulanico, son enzimas que confieren resistencia a

los betalactamicos y carbapenemes pero no a los monobactames.

Grupo 4. Las penicilinasas miscelaneas no son inhibidas por el acido
clavulanico. Este grupo es poca importancia, estas enzimas son

producidas por Burkholderia cepacia. % ** %°
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2.1.4.1. Betalactamasas inducibles

Una enzima inducible solo se produce cuando un microorganismo
se expone a un antibidtico betalactamico, la enzima solo se
produce en presencia a la exposicion a un sustrato de un agente
antimicrobiano betalactamico, después de lo cual se desencadena
la produccion de la enzima, el antibiético no causa la resistencia;
solo induce la expresién de resistencia potencialmente presente en

la bacteria.}* 2% 21

2.1.4.2. Betalactamasas constitutivas

Se expresa de manera continua, independientemente de que haya
0 no estimulo. Un ejemplo de produccion de Betalactamasas
constitutiva es la enzima cromosomica BLEE SHV-1 de Klebsiella
pneumoniae que interviene en la resistencia contra ampicilina y

ticarcilina.** 2% 21

2.1.5. Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE)

La produccion de betalactamasas es uno de los mecanismos principales,
son enzimas capaces de hidrolizar a las penicilinas y todas las
cefalosporinas, (menos a las cefamicinas), las monobactamasas, pero no
las carbapenemasas, se caracterizan por ser inhibidas por el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. ® ?° En Alemania en el afio de 1983
se describen por primera vez las BLEE, estas enzimas son producidas por
enterobacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa,
describiéndose que se dan con mayor frecuencia en Escherichia coli y

Klebsiella pneumoniae.?® 2°

Las BLEE comienza en 1983 en Alemania con el aislamiento de diversas
enterobacterias portadoras de la betalactamasa SHV-2, que hidroliza las
oximino-cefalosporinas y deriva de SHV por mutaciones, luego

descubrieron otras enzimas las de TEM-1 y TEM-2, que presentan una o
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mas reemplazos en la secuencias de aminoécidos, por ello aumenta su
espectro de hidrolisis a las penicilinas y cefalosporinas de 3G y 4G y a los

monobactamicos.?® 33

En Espafia se encontraron por primera vez en 1988, las BLEE que més
frecuentan son de tipo SHV y a los finales de los afios 80 se descubre la
familia de BLEE, la CTX-M presentando muchas especies de bacterias y
en los aflos 90 se encontraron en diferentes especies de bacterias y el

afio 2000 se encontraron con mayor frecuencia en casi todo el mundo. ?*
27

La frecuencia de las infecciones debidas a bacilos que producen BLEE se
distingue segun la institucion de salud implicada y el area geogréfica. En
Latinoamérica no se habia reportado BLEE hasta 1985. En Chile se
inform6 de la primera cepa de Klebsiella pneumoniae generadora de
BLEE derivada de SHV y se la denominé SHV-5. #2733

En el Perd, hay muy pocos estudios que han evaluado relacionado a este
tema, en un estudio realizado en nifios de comunidades rurales de la
selva peruana que no se exponen a antibioticos, se determind que las
Escherichia coli comensales en heces presentan resistencia a ceftriaxona,

asimismo se determiné la presencia de BLEE CTX-M. #*2¢

La vigilancia de resistencia en hospitales, se realiza de manera in vitro
mediante métodos fenotipicos, donde se puede determinar la resistencia
o sensibilidad antibidtica, la deteccion oportuna de estos microorganismos
nos permite la implementacion de medidas de control de infeccidén para
impedir su diseminacién y lo mas importante, brindar una terapia
apropiada a quienes sufren de infecciébn por las bacterias que son
productoras de BLEE. %
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2.1.6. Inhibidores betalactamicos

El uso de inhibidores de betalactamasas (sulbactam, acido clavulanico, y
tazobactam), son eliminados por filtracion glomerular y secrecion tubular a
excepcidén de &cido clavulanico, es recomendable ajustar la dosis en

pacientes con insuficiencia renal moderada o grave. **°

La asociacion de un betalactdmico con un inhibidor de betalactamasa
representa una alternativa en la terapia permitiendo la inactivacion de
betalactamasas producidas por bacterias Gram negativos y Gram

positivos, aerobios y anaerobios * *°

Existen tres factores que influyen en la eficacia de un inhibidor; el nimero
de moléculas del inhibidor que hidrolizan hasta inactivar la enzima, la
velocidad de inactivacion de la enzima, y la estabilidad de la enzima
inactivada, por ejemplo el acido clavulanico en menos de 1 minuto logra
gue el 50% de la betalactamasa TEM-2 ser transitoriamente inhibidas y a

los 15 minutos quedarse irreversiblemente inhibida. 2

Los inhibidores betalactamicos mas importantes se pueden clasificar en:

a. Inhibidores reversibles

Son aquellos inhibidores que después de la unién con la enzima no
inactivan una vez retirado los inhibidores pudiendo esta recobrar su
actividad, es decir que no modifican la actividad enzimatica de la

enzima.'® ? Existen de dos tipos:

- No competitivos. Se unen a un locus diferente del centro activo de la
enzima y por ello no revierte su accién aumentando la concentracién de
sustrato, influyen en la eficacia de un inhibidor determinando la velocidad

de inactivacion de la enzima. %
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- Competitivos. El sustrato de la enzima, que es seguida por la reaccion
quimica mas lenta tras la union al centro catalitico, que da lugar a una
inactivacion transitoria 0 permanente de la enzima. Estos inhibidores
compiten por el mismo centro activo que el sustrato; la inhibicion

desaparece en presencia de concentraciones elevadas de sustrato.?®3

b. Inhibidores irreversibles

En este caso el inhibidor se fija a la enzima un tiempo suficiente para que
el antibiotico actie sobre la bacteria, estos inhibidores modifican uno o
mas grupos funcionales de la enzima, de modo que ésta es incapaz de
catalizar nuevamente la conversion de sustrato en producto.” Los hay de

tres tipos diferentes:

- Inhibidores del centro activo: Estructuralmente semejantes al
sustrato, pero con un grupo funcional muy reactivo que se une a la

enzima de forma irreversible (aztreonam).?® 3%

- Modificadores de aminoacidos: reaccionan covalentemente con un
aminoacido susceptible de la enzima produciendo la inactivacion de la

misma. 28, 31, 33

- Inhibidores suicidas: son poco reactivos, pero al unirse al centro
activo provocan un cambio catalitico que inactiva la enzima. Su actividad

como antibiodtico es escasa, pero son potentes inhibidores.?® 3% %
2.1.7. Mecanismo de inhibicion

Los inhibidores de betalactamasas para ser eficaces deben atravesar los
canales porinicos y alcanzar el espacio peripldsmico en los bacilos gram
negativos a concentraciones adecuadas lograndose la inactivacion de las
betalactamasas, hecho imprescindible para que el betalactamico asi

protegido llegue a la PBP diana. Inicialmente los inhibidores de las
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betalactamasas actuan por inhibicibn competitiva por analogia al sustrato
de la enzima, que es seguida de una reaccion quimica mas lenta tras la
unién al centro catalitico, que da lugar a una inactivacién transitoria o

permanente de la enzima (inhibiciéon no competitiva). ** *

2.1.8. Deteccidon de BLEE en el laboratorio de Microbiologia

Se han desarrollado diversas pruebas fenotipicas mediante las cuales se
puede detectar la presencia de una BLEE. La mayoria se basan en la

actividad inhibitoria del acido clavulanico®”

En el afo 1998, el NCCLS recomendaba el método de difusion y el
método de aplicacion al estudio de sinergia entre acido clavulanico (10ug)
mas cefotaxima y/o ceftazidima a una distancia de 20 mm descrito por
Jarlier. Si la bacteria en estudio resulta productora de BLEE, el halo de
inhibiciobn aumenta de tamafio en la zona de interconexion entre el disco

de &cido clavulanico y el disco de cefalosporina. " 3* 42

La deteccidon de BLEE en el laboratorio no es facil, ya que depende de su
expresion fenotipica y eso depende de la cantidad de enzima que produce
la bacteria y la presencia 0 no de mecanismos de resistencia, su
deteccion depende de la capacidad de hidrolizar a las cefalosporinas de
3G, 4G y a los monobatamicos, disminuyendo la sensibilidad de las

bacterias. ** %

El examen de difusibn de disco, la prueba E-test y la prueba de
extrapolacion de MIC (concentracion inhibitoria minima), se usan con
diversos criterios y pruebas con diferentes niveles de sensibilidad y
especificidad. También podemos mencionar que existen sistemas
automaticos como Phoenix, Vitek y, entre otros. Desde 1999 la CLSI
establecié criterios para la deteccion de BLEE, combinando las pruebas
de difusién en disco y las de MIC. La CLSI es un comité regulador que

recomienda cinco antibiéticos (aztreonam, cefotaxima, cefpodoxima,
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ceftazidima y ceftriaxona) para la prueba su deteccién, con diametros de
zonas de inhibicion mucho mas altos que los utilizados en forma rutinaria

en los laboratorios.*?1" 32

Son sospechosas de BLEE positivo cuando hay una MIC 2 yg/ml y la
identificacion definitiva es determinada por el método de difusion en doble
disco o CIM, usando cefalosporinas de 3G (ceftazidima, ceftriaxona,
cefotaxima) con y sin 4cido clavulanico. La adicion del &cido clavulanico a
uno de los discos de cefalosporinas que resulte un halo igual o mayor a 5

mm o en una inhibicion de 3 ug/ml de MIC.**

2.1.9. Métodos para la deteccion de las Betalactamasas.

Técnica de Antibiograma. El estudio de la sensibilidad de las bacterias a
los antimicrobianos se realiza por técnica de dilucion o difusion, en las
técnicas de dilucion se obtiene resultados cuantitativos (MIC) y la técnica
de difusidon nos proporciona resultados cualitativos (sensible, intermedio,
resistente). El estudio de sensibilidad antimicrobiana tiene como objetivo
guiar a los clinicos en la eleccion del mejor tratamiento y ver la evolucion
de la resistencia bacteriana con la finalidad de evaluar el espectro del

antibacteriano.?*

Los método fenotipico que determinan la MIC usando medio solido (agar),
o medio liquido (caldo) para disolver las diferentes concentraciones del
antibacteriano, para realizar el antibiograma se utiliza el medio
estandarizado agar Mueller Hinton, en la prueba en medio liquido consiste
en preparar una serie de tubos con un caldo adecuado, al que se agrega
concentraciones  crecientes de un determinado  antibidtico®.
Posteriormente, se siembra con una suspension calibrada del
microorganismo a estudiar, se incuba a 35 +/- 2°C por 18 a 24 horas,
donde se controla la aparicion de turbidez, la MIC es la dilucibn mas baja
del antimicrobiano en la que no se observa crecimiento bacteriano. Los

sistemas automatizados comerciales adoptan un sistema de dilucion en
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caldo que suele realizarse en micro método (micro dilucion), en paneles
multipocillos para determinar la sensibilidad antibacteriana y la lectura de
los valores de MIC y la interpretacion de los resultados obtenidos. %

2.1.10. Determinacion de la sensibilidad por el método de difusion en
disco segun la O.M.S.

Las pruebas de sensibilidad son de tipo cuantitativas indicadas para
cualquier microorganismo, por lo cual se evalla la capacidad de un
antimicrobiano para inhibir el crecimiento in vivo de una cepa bacteriana,
ayudando al clinico a orientar el tratamiento terapéutico.”’ Se considera
gue el medio para realizar las pruebas de sensibilidad es el agar Mueller
Hinton ya que contiene bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas,
trimetoprima y tetraciclina; siendo adecuado para el desarrollo de la

mayoria de gérmenes patdgenos. * %

La seleccion de los agentes microbianos apropiados para el test de
difusion, es una decision de cada laboratorio, la sensibilidad del
microorganismo se manifiesta por el tamafio de la zona o halo de
inhibicion del crecimiento alrededor del disco. Se mide el diametro del
halo de inhibicion, cuyo tamafio depende no sélo de la sensibilidad de la
cepa bacteriana al antimicrobiano sino de la carga del disco, la
temperatura, el medio de cultivo, la velocidad del -crecimiento

bacteriano.? 3% 36

Medio de cultivo. El medio de eleccion es el agar Mueller Hinton ajustado
con cationes, el cual contiene 10 — 12 mg de magnesio, 20 — 25 mg de
Calcio y debido a que no presenta inhibidores es apto para cualquier
microorganismo. Se prepara el medio disolviendo 37 g de Mueller Hinton
en polvo con un litro de agua destilada con un pH 7.2 — 7.4, se deja hervir
hasta disolver por completo, luego se esteriliza en autoclave.
Posteriormente se coloca en placas Petri con un espesor de 4mm del

medio, dejar enfriar y conservar en refrigeracion de 4 — 8 °C.3* 3%
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Preparacion del inéculo. Se seleccionan de 3 a 5 colonias bien aisladas
de igual tipo de morfologia, a partir de la placa de cultivo. Se prepara una
suspensiéon en 4 — 5 ml de solucion caldo apropiado como soya tripticasa
o solucién salina isotdnica, se toca la colonia por arriba con un asa estéril,
se alcanza la turbidez del estandar de 0.5 McFarland, esto resulta una

suspensién que contiene aproximadamente 1-2 x 10® UFC/m|.3% 3738

Para E. coli se utliza la cepa de control negativo ATCC 25922. Para
Klebsiella spp. Cepa ATCC 700603 para el control positivo. El ajuste de la
densidad del in6culo se puede realizar utilizando equipos fotométricos o

por comparacion visual contra el estandar.*? 3¢ %738

Inoculaciéon de las placas. En un lapso de tiempo de 15 minutos luego
de ajustar la turbidez de la suspension del inoculo, con un hisopo estéril
se sumerge en ella, el hisopo debe ser presionada varias veces contra la
pared del tubo para remover el exceso de inoculo, se inocula la superficie
de una placa de agar Mueller Hinton por el método de estria (estera) Se
debe dejar abierta la tapa de la caja de agar durante 3 a 5 minutos no

exceder mas de 15 minutos y luego aplicar los discos.*”*

Aplicacion de los discos a las placas inoculadas. Los discos se
dispensan sobre la superficie del agar para ellos se utiliza una pinza
estéril o un dispensador automatico, deben ser ligeramente presionados
para asegurar el contacto con la superficie del agar, deben ser
distribuidos a 24 mm de distancia entre ellos. No dispensar mas de 12
discos por placa de 150 mm y no mas de 5 discos por placa de 100mm.
Algunas drogas difunden casi al instante, un disco no debe ser reubicado
una vez que haya tocado la superficie del agar. Las placas son invertidas
y colocadas en una incubadora a 35°C + 2°C por un tiempo de 18 — 24

horas.3" 38

Lectura de las placas inoculadas. Luego de 18 — 24 horasa 35+ 2°C

de incubar, las placas son examinadas el crecimiento debe ser
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homogéneo, si aparece colonias aisladas, la prueba debe ser repetida. Se
mide el diametro de la zona o halos de inhibicién, las placas Petri deben

de colocarse en un fondo oscuro con una luz que ilumine. *

Interpretaciéon de los resultados de la prueba. Existen tablas
especificas NCCLS, que indican los criterios a interpretar los didmetros de

los halos de inhibicion. Las categorias para interpretar son:

- Sensible: indica que la cepa puede ser tratada con la dosis de agente

antimicrobiano recomendado para este tipo de infeccion.

- Intermedio: incluye aislamiento con agentes antimicrobianos con un
MIC (concentracion minima inhibitoria) promedio lo cual va llevar a una

velocidad de respuesta mas lenta que la de los aislamientos suceptibles.>®

- Resistente: las cepas resistentes no son inhibidas, y es altamente

probable que no responda a cualquier dosis empleada.®” *. Figura N° 02

Cuando se usan los nuevos criterios de interpretacion, la prueba de rutina
de BLEE no es necesario antes de reportar el resultado. “no es
necesario editar los resultados para resultados de penicilina,
cefalosporinas o aztreonam de susceptible a resistible” Sin embargo
hasta que el laboratorio implemente los nuevos criterios, la prueba de

BLEE puede ser realizada como recomienda CLSI. ”’

2.1.11. Métodos fenotipicos para la identificacién de BLEE.

Los organismos que producen BLEE tienen importantes implicaciones
clinicas debido a su resistencia a los antibidticos que incluyen:
cefalosporinas de tercera generacion, penicilinas de espectro extendido y
monobactamicos. Las tasas de susceptibilidad son variables para
fluoroquinolonas, aminoglucésidos y cefalosporinas de cuarta generacién.

Los carbapenémicos son los Unicos antibidticos activos contra BLEE en la
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actualidad. Desafortunadamente, la utilizacion de carbapenémicos ha
incrementado en un 67% la aparicion de Pseudomonas aeruginosa
resistente a imipenem. Las enzimas de clase A, en especial las series
TEM, SHV y CTX se expresan en forma predominante en Escherichia coli
y Klebsiella spp., confiriéndoles niveles de resistencia contra la mayoria
de antibiéticos usados.”™ *® Son de especial interés por su presencia
mayoritaria en clinicas y hospitales, principalmente en las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI).% >

Prueba tamizaje BLEE recomendada por CLSI

La prueba tamizaje y las pruebas confirmatorias para la deteccion de
BLEE esta recomendada para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli y Proteus mirabilis y cuando no se han implementado los

nuevos criterios de interpretacion. °* ®> Figura N° 03

2.1.11.1 E-test (Epsilon - Test)

Utiliza tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo y 5 mm de ancho
en lugar de discos, la tira que contienen concentraciones de
antimicrobiano en gradiente que permite determinar la MIC al
antimicrobiano en estudio.® * Para ello, se prepara un inéculo al 0.5
de la escala de McFarland en una placa previamente inoculada, luego
se procede a colocar las tiras E-test que contienen la combinacion de
CAZ y CAZ/acido clavulanico con rangos de CIM de 32 - 0,50 pyg/ml y
de 4 - 0,064 pg/ml, respectivamente. También se utiliza la tira de CTX
y CTX/acido clavulanico con rango de MIC de 16-0,25ug/ml y 1-0,016

mg/m, posteriormente incubar.3" 3% %’

La MIC se determina en el punto en que la elipse de inhibicidn
intercepta la escala de la tira. Para confirmar la produccion de BLEE
se obtiene la razén de dividir la MIC del antimicrobiano solo (sin
inhibidor) para la MIC del antimicrobiano con acido clavulanico. Si esta

razén es igual a 8 0 mas, se confirma la produccién de BLEE.3 2

34



2.1.11.2. SITEMAS AUTOMATIZADOS (Vitek®, MinOSC&FI@,
Phoenix®)

Son equipos que manejan informacion demogréfica de los pacientes y
permiten realizar informes epidemioldgicos de gran riqueza, brindando
informacion  cuantitativa o0 semicuantitativa  (concentraciones
indicadoras) dependiendo de la configuracion antibidtica del
dispositivo y organismo, estos sistemas automaticos responden
perfectamente a las necesidades de la bacteriologia actual, apoyando
a automatizaciébn y aportan mayor seguridad, suprimiendo las
manipulaciones repetidas y la rapidez de respuestas permitiendo

obtener resultados mas fiables. 4

Utilizan una determinacion turbidimétrica de la rapidez de crecimiento
del microorganismo en presencia de agentes antimicrobianos para
obtener un analisis de regresion lineal y posteriormente determinar un

algoritmo derivado de la MIC (concentracion inhibitoria minima) > **

El procedimiento se empieza por recepcion de la muestra biologica,
dependiendo del tipo de muestra se siembra en placas de agar, luego
son incubadas por 18 - 24 horas a 35 + 2°C. *° Luego se observa el
crecimiento de colonias en las placas anteriormente sembradas, se
seleccionan las colonias a investigar haciendo una dilucién a 0.5 de la
escala de McFarland en caldo con las cuales se procede a la
inoculacion en tarjetas de identificacion bioquimica y de
susceptibilidad.”®> Ambas tarjetas son ingresadas al equipo
computarizado para iniciar el analisis, el cual automaticamente realiza

lecturas de las muestras, indicando los resultados finales.
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2.1.11.3. Método de tamizaje para deteccion de B-lactamasas de

espectro extendido segun CLSI.

Método de disco difusion en agar Mueller Hinton mediante la técnica
de Kirby-Baler, se determinan las MIC de los discos de
susceptibilidad antimicrobiana de ATM (30 pg), CTX (30 ug), CAZ (30
Mg) v CRO (30 pg); se utiliz6 como criterios de sospecha los
diametros: ATM < 27 mm; CTX < 27 mm; CAZ < 22 mm; y CRO < 25
mm.?" 3° Se considera sospechoso de BLEE que presentan una
disminucion dela MIC igual o mayor a 3 concentraciones al doble para
cefotaxima y/o ceftazidima en combinacion con acido clavulanico con

respecto a la MIC del antibi6tico solo.3" >3

2.1.11.4. Método confirmatorio de disco combinado (CLSI)

En este método las placas de agar Mueller Hinton son inoculadas con
las aislamientos de colonias sospechosas, de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI, colocandose discos de susceptibilidad
antimicrobiana de CAZ (30 ug), ceftazidima/acido clavulanico
(CAZ/CAZ-CLA) (30/10 pug), CTX (30 pg), cefotaximal/acido
clavuléanico (CTX/CXT-CLA) (30/10 pg).?” 3! Una diferencia mayor o
igual a 5 mm en los halos de inhibicion entre los discos de CAZ-CLA 'y
CAZ solos o CXT-CLA y CTX, es interpretada como resultado

positivo. °* > Figura N° 04

La prueba de disco combinado se observa la diferencia de halos de
inhibicion entre los discos Cefotaxima (12mm) y Cefotaxima/acido
clavulanico (29mm) y Ceftazidima (18mm) y Ceftazidima/acido
clavulanico (26mm). Se considera BLEE positivo cuando existe la

diferencia igual o mayor 5mm
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2.1.11.5. Método de Jarlier

Para realizar este método, se debe inocular una placa de Mueller
Hinton con la cepa sospechosa, con una turbidez similar a la
suspensién de 0.5 de la escala de McFarland, se coloca un disco de
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) (20/10 ug) en el centro de una
placa de Petri con agar Mueller Hinton y a una distancia de 20 mm de
distancia, discos de ceftazidima (CAZ 30 pg/dL), cefotaxima (CTX 30
ug), incubar por un tiempo de 18 — 24 horas a 35 - 37°C,
posteriormente se realizé la lectura.®*” La presencia de BLEE se
manifiesta por el efecto de sinergia del inhibidor y los discos de

cefalosporina. Este fenomeno es llamado “efecto de huevo”, “cola de

pez” o “balén de futbol americano”.®® ** *® Figura N° 05

2.1.11.6. Método de Hodge para la determinacién de BLEE.

En este método inicialmente se realiza una suspension de la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922, esta cepa es utilizada como siembra
base de la placa por su caracteristica de ser sensible a cefalosporinas
y carbapenémicos con turbidez a 0,5 de la escala de Mac Farland,
esta suspension se inocula en una placa de agar Mueller Hinton.® *°
Colocar en una placa al centro el disco (CTX, CRO, ATM, FEP, CAZ),
usando una placa por cada disco. Con un asa de 10ul sembrar en
linea hacia el antimicrobiano las cepas en estudio y las cepas
controles, desde el centro hacia afuera del disco luego incubar a 35
+/- 2 °C por 18 — 24 horas. ® * El resultado positivo se observa la
formacion de una punta de flecha por el crecimiento de la cepa E. coli
ATCC 25922 en la insercion entre en el halo de inhibicion y la estria

de la cepa productora de BLEE.** **>2 Figura N° 06
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2.1.12. Infecciones de Tracto Urinario

La orina normal es estéril, su recoleccién se hace en forma aséptica, se
acepta la presencia de 10° bacilos y 10 leucocitos /ml, la mayoria de los
gérmenes que producen infeccion del tracto wurinario (ITU) son

enterobacterias, los mas frecuentes son la Escherichia coli.*>*

Las infecciones de tracto urinario constituyen la segunda causa de
infeccion de origen comunitario y es la primera en el &mbito hospitalario.
El género femenino padecen de ITU con mucha mas frecuencia que el
género masculino, se estima que un 20% de las mismas padecera a lo
largo de su vida, siendo con mas frecuencia en el embarazo y en

pacientes diabéticos la frecuencia aumenta de 2 — 3 veces mas.® #* %

En mujeres pre menopausicas se relaciona con la actividad sexual, el uso
de diafragmas, espermicidas y los antecedentes de acontecimientos
anteriores. ** En las pacientes menopausicas los cambios fisiolégicos y
anatomicos junto con factores de riesgo (sondaje vesical, diabetes

mellitus, antecedente de ITU) implican al aumento de los eventos.*

El término ITU engloba varias formas clinicas de presentacion en relacion
con su localizacion anatomica, que podemos resumir en: cistitis, ITU

complicada, pielonefritis aguda, prostatitis, entre otros.>

Cistitis: es una forma de infeccion urinaria de la vias bajas, sintomatica,
se dice que toda mujer tendra cistitis al menos una vez en su vida. El
cuadro clinico que presenta con disuria, tenesmo vesical y polaquiuria. A
este conjunto de sintomas también se le denomina sindrome miccional.
En ocasiones se acompafia de dolor supraptbico y hematuria.®® En
mujeres y fundamentalmente en ancianos es frecuente la incontinencia
urinaria asociada. Es importante recordar que alrededor del 30% de los
pacientes con clinica de cistitis padecen infeccion silente del parénquima

renal.*®
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Hay un caso particular que se conoce como la “cistitis de luna de miel” se
presenta en mujeres de recién casadas, dada la pasion de esos dias y la
frecuencia sexual elevada, la uretra y la vejiga se ven traumatizadas y
generan sintomas muy parecidos al de una infeccion urinaria sin

realmente existir. >°

Infeccion del Tracto Urinario Complicada: aquellas que se presentan
sobre tractos urinarios con alteraciones anatomicas o funcionales, en
individuos con anomalias metabdlicas, inmunodepresion o participacion
de patégenos inusuales o resistentes. Las infecciones urinarias en los
nifos, en los varones y en las embarazadas también se deben considerar

como complicadas.*’*

Pielonefritis Aguda: durante el embarazo es una enfermedad grave que
puede progresar a sepsis y parto prematuro, es la infeccion del
parénquima renal con presencia de bacteriuria acompafiada de signos y
sintomas como fiebre, escalofrios, dolor de los flancos, vomitos,
nauseas.*® En el recién nacido y en el anciano los sintomas no son tan
caracteristicos y el motivo de consulta puede ser deterioro del estado
general, confusién,  sintomas  abdominales, respiratorios 0
descompensacion de una diabetes.*®

Se presenta cerca del 2% en las mujeres embarazadas y el 23% tendra

recurrencia.*®

Prostatitis: comprende un amplio espectro de sintomas inespecificos del
tracto genitourinario inferior caracterizado por el dolor y perineal, suele
acompafiarse de cierto grado de disfuncién sexual, disuria o polaquiuria.®
La prostatitis constituye la infeccidén urinaria parenquimatosa as habitual
en el varon entre la segunda y cuarta década de la vida. En varones
jovenes con clinica de cistitis sin factores de riesgo ni antecedentes de

manipulacién urolégica debemos descartar prostatitis.*® >°
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2.1.12.1. Diagnostico

La sospecha de ITU se basa fundamentalmente en la historia clinica 'y
la exploracion fisica para un diagndstico y tratamiento precoces para
reducir la probabilidad de dafio renal, pero en determinadas
circunstancias esta indicado realizar estudios analiticos,
microbiolégico (examen completo de orina, urocultivo) y pruebas de

imagen.”’

Examen microscopico de la orina. Es una practica de mucha
utilidad a pesar de su sencillez y su escasa complejidad, para poder
efectuar un analisis representativo, es necesario tener en cuenta
varios aspectos como: la muestra debe ser recolectada por miccion
espontanea con la técnica de chorro intermedio, cateterismo vesical o
puncion percutanea supra pubica de la vejiga en un reciente estéril y
se examinara dentro de los 45 minutos de ser emitida, luego de ser
centrifugada la muestra se procede a observar en el microscopio.*
Podemos sospechar de la existencia de ITU pero no es diagnostico
por si solo. La presencia de leucocitos en la orina centrifugada debe
ser igual o mayor a 10 leucocitos/mm3, nos indica la presencia de
inflamacion a nivel del tracto urinario, pero también la podemos
encontrar leucocitos por contaminacion de la muestra o en pacientes
con nefritis intersticiales.*® Por otro lado hay que resefiar que entre el
30 y el 52% de la poblacion anciana puede presentar bacteriuria sin
piuria.*® 4’

Urocultivo. Tiene un valor predictivo positivo del 88%, una
sensibilidad de 95% usando un contaje de 100 colonias de
bacterias/ml, se realiza el diagndstico correcto por la historia y la

clinica en un 80% de los casos.®

El urocultivo es una prueba para diagnosticar infeccion sintomatica del

tracto urinario o infeccién asintomatica en pacientes con riesgo de
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infeccion permitiendo el aislamiento y el recuento cuantitativo desde
10.000 a 100.000 UFC/ml sembrado con un asa calibrada de 1ul, en
agar sangre o McConkey, en la lectura de los resultados se debera
informar el nimero de colonias, el nombre del microorganismo y el
antibiograma, en caso de aislar mas de dos gérmenes patégenos se
debe informar “Cultivo mixto” y solicitar nueva muestra por posible

contaminacion. ¥

Las pruebas de imagenes (urografia intravenosa o ecografia renal).
Estan indicadas en todas las ITU en varones, en las mujeres con
infeccion urinaria recidivante o con sospecha de patologia uroldgica
con sintomas de dificultad en la miccion, dolor cdlico, incontinencia,

hematuria.*” *°

2.1.12.2. Etiologia

La uretra distal esta formada por flora bacteriana como estreptococos
no hemoliticos, estafilococos coagulasa negativo, Lactobacillus,
difteroides (Corynebacterium sp) y bacterias anaerobias. La orina es
un excelente medio de crecimiento para muchos microorganismos, las
ITU con frecuencia son ocasionadas por un grupo limitado de
microorganismos patégenos.”® Mas del 90% de las ITU estan
causadas por una Unica especie bacteriana. Escherichia coli causa
entre el 75-95 % de los episodios de cistitis aguda no complicada, las
restantes son producidas por Klebsiella sp, proteus mirabilis,

Staphylococcus saprophyticus, enterococos.*"*°

Los microorganismos que se aislan de orina van a variar segun las
circunstancias del paciente y sus enfermedades de base. La etiologia
de las ITU se ve modificada por factores como la edad, la obstruccion
del tracto urinario, las lesiones de médula espinal la diabetes, y la
cateterizacién urinaria.”® Los microorganismos causales de las ITU
asociadas a sondaje vesical proceden de la flora fecal endégena del

propio paciente, modificada por la presion selectiva antibiética. * ¢ >°
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2.2. Antecedentes

2.2.1. Antecedentes Internacionales

Mena et al. (2009) determinaron la produccion de BLEE a 3883 cepas de
Enterobacteriaceae aisladas en cultivos en el Centro de Referencia
Bacteriolégica del Servicio Autbnomo del Hospital Universitario de
Maracaibo, durante el periodo enero 2006 - diciembre 2007, las
enterobacterias distribuidas en 14 especies diferentes. Para la deteccién
de BLEE se utiliz6 como método preliminar el de Kirby-Bauer, siguiendo
las normas del CLSI; se adicionaron examenes confirmatorios como el
método del disco combinado, método de E-Test ESBL y sinergia del doble
disco. Del total de enterobacterias estudiadas 951 (24,49%) fueron
productoras de BLEE. 26/60 K. oxytoca (43,33%), 389/970 K. pneumoniae
(40,10%), y 141/447 E. cloacae (31,54%), 324/1761 E. coli (18,34%),
19/277 P. mirabilis (6,86%) 15/158 M. morganni (9,49%), fueron los
microrganismos con mayor produccion de BLEE. No se detectd

produccién de BLEE en cepas de P. penneriy C. koseri.>®

Tsering et al. (2009) durante el periodo comprendido entre junio de 2007
y de 2008, se recogieron 1489 muestras de pacientes con sospecha de
infeccion nosocomial, identificaron los aislamientos basado en la
morfologia de la colonia y la reaccién bioquimica. En bacilos Gram
negativo bacilos resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion se
determiné el BLEE mediante la prueba de sinergia de doble disco (DDST-
una prueba de deteccion) y la prueba de confirmacion luego fenotipica.
Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se realizaron por el
método de difusién en disco de Kirby-Bauer modificado. De la muestra de
238 bacilos Gram negativos, aislamos Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis,
Morganella morganii y Enterobacter cloacae. Después de los dos
métodos, el 34% eran aislamientos BLEE positivo. Las cepas productoras
de BLEE fueron significativamente resistentes (p <0,01) a la ampicilina,

piperacilina, piperacilina / tazobactam, trimetoprim / sulfametoxazol,
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tetraciclina, ciprofloxacina y gentamicina en comparacion a los
productores no de BLEE. La multirresistencia fue significativamente (p
<0,01) mas alto (69,14%) en aislamientos positivos BLEE que aislados no
BLEE (21,66%). Demostraron alta prevalencia de BLEE en nuestro
hospital, los productores de ESBL se pueden detectar mediante DDST y
prueba de confirmacion fenotipica con igual eficacia. La sensibilidad de la
prueba de deteccion mejorada con el uso de mas de un antibiético y la

adicion de uno o dos antibiéticos no aumentarfa coste y mano de obra. *°

Zykov et al. (2015) evaluaron la actividad antimicrobiana de mecilinam,
nitrofurantoina, temocillin y fosfomicina, asi como para llevar a cabo un
analisis comparativo de los patrones de resistencia en una coleccion
nacional de ESBL por E. coli. La coleccion nacional fue de 105 aislados
clinicos de BLEE, los cuales se analizaron para produccion de
resistencias de la Organizacion Noruega para la Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (NORM) durante 2010-2011. La
deteccion e identificacion de ESBL genes -Encoding se realizaron por
PCR y secuenciacion para la confirmacion de ESBL variantes de blaTEM
y blaSHV (2.010) o microarray (2011). Las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) o correlatos MIC se determinaron mediante pruebas de
gradiente microfono o VITEK 2, respectivamente. Se realizé un andlisis
comparativo de los patrones de resistencia. Todos los aislamientos fueron
sensibles a fosfomicina, temocillin (tracto urinario punto de interrupcion) y
meropenem. Para mecilinam vy nitrofurantoina, 6% y 9% de los
aislamientos, respectivamente, fueron no susceptibles. Un alto nivel de
susceptibilidad también se observo para amikacina (95%). En contraste,
las proporciones no susceptibilidad a la ampicilina (100%), cefotaxima
(97%), ceftazidima (77%), aztreonam (87%), gentamicina (42%),
tobramicina (52%), ciprofloxacina (76%) y trimetoprim-sulfametoxazol
(71%) fueron mayores. En general, la sensibilidad in vitro a la
nitrofurantoina, fosfomicina, mecilinam y temocillin fue alta, lo que indica
gue estos farmacos son buenas opciones para el tratamiento no
complicadas del tracto urinario infecciones causadas por E. coli BLEE

positivo. ®*
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Pistiki et al. (2015) evaluaron la actividad de los antimicrobianos mas
antiguos, como cefprozil y cefixima contra una reciente amplia coleccion
de enterobacterias de orina de 2012 y 2013. Las concentraciones
inhibitorias minimas y las concentraciones bactericidas minimas de
cefprozil, cefixima y ciprofloxacina se determinaron contra 293 Escherichia
coli (40 BLEE productores), 54 Klebsiella pneumoniae (10 BLEE
productores) y 53 Proteus mirabilis aislamientos. Los resultados indican
gue Cefprozil fue mas activo que la ciprofloxacina contra no BLEE -
producir E. coli (93,7% vs 80,2%, p <0,0001); esto no fue el caso para la
cefixima (85,7% frente a 80,2%, p: 0,125). En general, cefprozil y cefixima
inhibieron el 80-90% de los aislados ciprofloxacina resistente de todas las
especies estudiadas. Sin embargo, eran activos contra menos de 20% de
ESBL aislamientos -producir. Los resultados sugieren que cefprozil y
cefixima siguen siendo una buena alternativa terapéutica contra
enterobacterias orina en particular en caso de patdégenos ciprofloxacino

resistentes. Su actividad contra BLEE patégenos -producir es limitada. %

Wu et al. (2015) determinaron la tasa de prevalencia, distribucion
bacteriana, y la susceptibilidad antimicrobiana de infeccidon urinaria en
nifos pequefos febriles en un hospital universitario en el norte de Taiwan.
Desde enero de 2011 a diciembre de 2011, todos los muestras de
urocultivo aislados de casos sospechosos de infeccidon urinaria en nifios
pequenios febriles de edades comprendidas desde 1 dia hasta 36 meses
gue visitan la Sala de Emergencia Pediatrica del Hospital Chang Gung
Children, Taoyuan, Taiwan fueron identificados por métodos
convencionales. La susceptibilidad a los antibiéticos se determind segun
el Clinical and Laboratory Standards Institute. Un total de 5.470 (78%) a
partir de 7009 los nifios elegibles se inscribieron en el estudio, y 619
(11,3%) tenian un diagnostico de infeccion urinaria. La bacteria mas
frecuente fue Escherichia coli (68%) seguido de Klebsiella pneumoniae
(8,1%) y Proteus mirabilis (6,8%). La ampicilina, piperacilina vy
trimetoprima-sulfametoxazol (TMP-SMX) mostré6 una tasa mayor

resistencia en las tres bacterias predominantes. Todas las bacterias
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probadas mostraron una mayor resistencia a la ampicilina (79,3%) y TMP-
SMX (44,1%), y menor resistencia a la cefazolina (17,7%) y gentamicina
(13,0%). El catorce por ciento de los aislamientos produjo espectro
extendido B-lactamasas (BLEE), entre los cuales 93.33% fueron aislados
de E. coli. La prevalencia general de infeccion urinaria en este estudio fue
mayor que la reportada previamente en nifios febriles. Resistencia a los
antimicrobianos Superior fue encontrada en la ampicilina y TMP-SMX.
Entre los antibiéticos de uso comuin, cefazolina y gentamicina se
recomiendan para tratar la infeccién del tracto urinario en nifios febriles de

< 3 afios sin signos de localizacién. ®

Pilmis et al. (2015) Evaluaron la incidencia de enterobacterias que
producen betalactamasa de espectro extendido relacionado en receptores
de trasplante renal, e identificar los factores asociados con infeccion BLEE
y factores de riesgo de recidiva. Se incluyeron todos los receptores de
trasplante renal ingresados en nuestro hospital entre enero de 2009 y
enero de 2012 que tenia enterobacterias productoras de BLEE en UTI o
bacteriuria. Durante el periodo de estudio, 659 pacientes fueron
sometidos a trasplante de rifidn; 72 pacientes tenian BLEE bacteriuria -
PE, lo que representa una prevalencia del 10,9%, y entre los segundos 34
(47,2%) presentaron enterobacterias que producen BLEE relacionados
con ITU. Catorce pacientes (41,2%) experimentaron una recaida de UTI
asociado con dos factores: edad avanzada (p = 0,032) y persistente
bacteriuria 48 h después de la terapia antibiética apropiada (p = 0,04). En
esta poblacion especifica, en relacion con el riesgo de recaida que existe
una necesidad urgente de estudios prospectivos para probar la mejor

estrategia de tratamiento.
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2.2.2. Antecedentes Nacionales

Lezameta et al. (2010) Compararon la eficacia de cuatro métodos
fenotipicos para la identificacion de cepas productoras de betalactamasas
de espectro extendido aisladas de urocultivo positivos entre los meses de
enero y febrero de 2009 en el Instituto Nacional de Salud del Nifio.
Realizaron un estudio comparativo de corte transversal; se analiz6 un total
de 147. 130 cepas de E. coli (88.4%), 11 de K. pneumoniae (7,5%) y 6 de
P. mirabilis (7,1%) las cuales fueron sometidas a una prueba de tamizaje,
en aquellas que resultaron positivas se realizaron pruebas confirmatorias
mediante los cuatro métodos fenotipicos evaluados. De las 147 cepas, 43
(29,3%) resultaron sospechosas en las pruebas de tamizaje. Con el
método descrito por CLSI usado como “patron de oro” para el estudio,
resultaron 27 positivas (62,8%) fueron confirmadas para la produccion de
BLEE. Con resultado similar a lo encontrado con el método de Jarlier con
una sensibilidad y especificidad del 100%, Por otro lado con los métodos
de Hodge y el tridimensional de las 43 cepas estudiadas, 23 (53,5%)
resultaron positivas para BLEE, con lo que se calculé una sensibilidad de
85.1% y una especificidad del 100%. Concluyen que los métodos
evaluados mostraron en todos los casos una alta eficacia, sin presentar
diferencias significativas, por lo que podrian utilizarse segun las
facilidades del laboratorio clinico involucrado; sin embargo dada las
ventajas no técnicas, como facilidad, factibilidad de su aplicacion y costos,

se recomienda el empleo del método de Jarlier.®

Rivera-Jacinto et al. (2010) Identificaron enterobacterias en reservorios
intrahospitalarios, y evaluaron su sensibilidad a betalactAmicos y su
capacidad de producir BLEE, en el Hospital Regional de Cajamarca.
Obtuvieron muestras mediante hisopado de mesas, grifos, camas,
lavatorios, y tablillas de historia clinica en las areas de pediatria y cirugia;
se aislaron e identificaron 45 cultivos de enterobacterias de importancia
clinica: 14 Enterobacter cloacae, 11 Escherichia coli, 5 Citrobacter

freundii, 4 Klebsiella pneumoniae y 11 de otros géneros. En veinte
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muestras no se obtuvo crecimiento. Se determiné la sensibilidad
antimicrobiana a los antibidticos betalactamicos: Cefotaxima, ampicilina,
cefoxitina, cefalotina, ceftriaxona, ceftazidima, amoxicilina-clavulanato,
aztreonam e imipenem. Teniendo en cuenta los diametros criticos de
tamizaje, se realizg el test confirmatorio para BLEE. De los 45 cultivos
aislados 34 fueron resistentes a ampicilina, 34 a cefalotina, 14 a
cefoxitina, 12 a cefotaxima, 11 a ceftriaxona, 5 a ceftazidima, 19 a
amoxicilina-clavulanato y 15 a aztreonam. Doce cultivos presentaron
resistencia por BLEE a cefalosporinas de tercera generacién y/o
monobactamicos, cuatro E. coli y cuatro E. cloacae fueron los mas
relevantes. Todos fueron sensibles a imipenem. Dada la capacidad de
algunos de estos cultivos de producir BLEE existe el riesgo de brotes
intrahospitalarios que pueden complicarse cuando son originados por
microorganismos multirresistentes. La aparicion de cepas resistentes
contribuye a los mayores problemas en los hospitales de todo el mundo

dificultando el tratamiento de las enfermedades infecciosas. %°

47



CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1. Diseiio del Estudio:

Estudio comparativo de corte transversal, prospectivo y descriptivo

3.2. Poblacion:

Estuvo constituido por 691 aislamientos de Enterobacterias en muestras de
urocultivo positivos proveniente del laboratorio de Microbiologia del Hospital
Docente Madre Nifio “San Bartolomé” (HONADOMANI SB), ubicado en el
distrito de Cercado de Lima, Ciudad de Lima, Departamento de Lima, Peru. Las
muestras fueron recolectadas de diciembre 2014 a noviembre 2015.

3.2.1. Criterios de Inclusion:

- Aislamientos de Enterobacterias de urocultivo positivos.

- Muestras adecuadamente conservadas, libres de contaminacion,
con un tiempo menor de 2 horas

- Muestras de urocultivo ingresados al area de microbiologia del

periodo diciembre 2014 a noviembre 2015

3.2.2. Criterios de Exclusion:

- Urocultivo de pacientes no provenientes del servicio de
microbiologia.

- Aislamientos de cocos Gram positivos

- Aislamientos de cocos Gram negativos

- Bacilos Gram negativos no fermentador

3.3. Muestra:

El tamafio muestral para el periodo de estudio fue de 246 aislamientos de
enterobacterias productoras de BLEE y no productoras de BLEE derivados del
Servicio de Microbiologia del HONADOMANI SB.
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3.4. Operacionalizaciéon de Variables

Definicion E5iEEl e Forma de

Variable Definicién Conceptual Operacional de Reqistro

P Medicion | "9
Enzima que fenotipicamente se caracterizan S
- . . . Halo inhibicién: _

Principal: por conferir resistencia a penicilinas y Neqativo: < a 5mm Cualitativa,
cefalosporinas, Pueden ser inhibidas por el POSitiVO' .>a5mm " | nominal, Positivo
acido clavulanico u otros inhibidores de T " | dicotémica. | Negativo

BLEE betalactamasas

. . . . Resul itiv

Secundarias: Indica la capacidad de nuestro método para er?siae':s:)obap((:)t:ia(s)
dar como casos positivos los casos que e resentan Cuantitativa | NUmeros

Sensibilidad realmente se encuentre la enzima BLEE. gLEE P Continua decimales

. . . Resul n iv
Indica el porcentaje de verdaderos negativos o esultado egat. ©
£ ificidad | babilidad d | b i en enterobacterias
specificida glpro a' ili ELE; que ?,prue atsea negativa que no presentan | Cuantitativa NGmeros
si la enzima no esta presente. BLEE Continua decimales
Es la probabilidad de padecer la enfermedad si
se obtiene un resultado positivo en el test. El | Resultado positivo
Valor Predictivo | valor predictivo positivo puede estimarse, por | en enterobacterias | Cuantitativa | NUmeros
Positivo tanto, a partir de la proporcion de pacientes | que presentan | Continla. decimales
con un resultado positivo en la prueba que | BLEE.
finalmente resultaron estar enfermos
Es la probabilidad de que un sujeto con un
o resultado neggtivo en. Ig prueba esté realmente | Resultado negativo o
Valor Pre@ctwo sano. Se estima 'd|V|d|endo el nimero de | oy enterobacterias Cuaqtltatlva NOmeros
Negativo verQaderos negativos entre el .total de que no presentan Continda. decimales
pacientes con un resultado negativo en la
BLEE
prueba
Capacidad para manifestarlarelacion que | Se compara los NGMeros
. existente entre los ~ dos métodos  en la | resultados que o .
Concordancia > - o Cuantitativa | decimales
deteccion de enterobacterias productoras de | coinciden en .
. Continua
BLEE ambos métodos
E. coli
Bacteria gran negativo que tiene la capacidad Identificacion or K. pneumoniae

Enterobacteria de adquirir rapidamente resistencia a los bater(a bioauf P Discreta P. mirabilis

AntibiGticos ateria bioquimica K. oxytoca
C. Koseri
o . . . Cualitativa i
Sexo Condicién organica que hace diferencia natural | Caracteres ominal * Masculino
0 biolégicas de género sexuales N « femenino
secundarios dicotémica !
. . ~ ; Cuantitativa | ¢ NUmeros
Tiempo de vida de la persona, en arios. Tiempo . *
Edad transcurrido Discreta enteros
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3.5. Procedimientos y Técnicas:

La deteccion de BLEE en los aislamientos se realiz6 mediante 3 métodos: el
método de tamizaje (CLSI), el método disco combinado (CLSI) y el método de

disco pre difusién

El procedimiento de los métodos se dividio en tres etapas: pre analitica,

analitica y post analitica.

3.5.1. Etapa pre analitica:

Las muestras para el urocultivo se recolectaron en frascos de boca ancha
con tapa rosca, estériles, rotulados en el frasco y en la tapa con el nombre
del paciente, fecha, hora de obtencion de la muestra. Las muestras fueron
conservadas a temperatura ambiente no por mas de dos horas, o
mantener a 4°C por menos de cuatro horas, evitando la proliferacion de

las bacterias.®

El material biolégico se procedio al sembrado de las muestras en placas
de medios de cultivo: Agar Sangre y Agar MacConkey (Merck, Darmstadt,
Germany) a temperatura ambiente, con un asa estéril descartable
calibrado de 1uL, manteniendo la esterilidad del medio. Se incub6 en una
estufa a 35 +/- 2°C en condiciones aerébicas durante 18 - 24 horas.?"™?
Adicionalmente, se sembraron muestras para el urocultivo en agar CLED,
durante el horario nocturno en el area de Emergencia y Bioquimica del

HONADOMANI “San Bartolomé”.

3.5.2. Etapa analitica:

Se realiz6 la evaluacion a las 24 horas, de no encontrarse el crecimiento
bacteriano se dej6 incubar hasta las 48 horas, la evaluacion consiste en
realizar el recuento de colonias, cuyo resultado se multiplica por el factor
de dilucién para obtener las UFC por ml. Considerandose positivos los
cultivos = 100,000 UFC/ml.>* La identificacién de la bacteria de colonias

sospechosas, se realizara mediante la coloracion Gram y posteriormente
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se sembrd en una bateria bioquimica de identificacion Agar TSI (Triple
Sugar Iron), Agar Lisina (LIA), Agar Ornitina Indol Movilidad (MIO), Agar
Citrato (CITRATO) y Agar Urea (UREA) (todos de Merck, Darmstadt,
Germany), dejandose incubar por un tiempo de 18 — 24 horas.*

Se considerd los resultados que den positivos para Enterobacterias
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, entre otras).

Las cepas sospechosas fueron procesadas y clasificadas con el sistema
automatizado VITEK Compact (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) donde
se determinaron las pruebas bioquimicas y el antibiograma para
determinar la presencia de cepas productoras de BLEE.*

3.5.2.1. Métodos fenotipicos para la identificacibn de cepas
productoras BLEE

La deteccion de BLEE por pruebas fenotipicas examinando las dos
caracteristicas principales de las BLEE: sensibilidad disminuida a
cefalosporinas de amplio espectro y aztreonam (ATM) e inhibicidon de la

resistencia por &cido clavulanico (CLA).*®
Método confirmatorio de disco combinado

Para el antibiograma y determinacion de resistencia se utilizé el medio
Mueller Hinton donde se inocularon las colonias sospechosas con los
siguientes discos de susceptibilidad antimicrobiana (Oxoid, Hampshire,
England): Ceftazidima CAZ (30 pg), ceftazidima/acido clavulanico
(CAZ/CAZ-CLA) (30/10 ug), CTX (30 pg), cefotaxima/acido clavulanico
(CTX/CXT-CLA) (30/10 pg); de acuerdo a las recomendaciones sugeridas
por el CLSI.>® Donde una diferencia = 5 mm en los halos de inhibicién
entre los discos de CAZ-CLA y CAZ solos o CXT-CLA y CTX, son

interpretados como resultado positivo.*® *? Figura N° 04
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Método de disco pre difusién

En el método de disco pre difusion se determinaron los halos de inhibicién
del desarrollo bacteriano obtenido con cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ) solos y en combinacion con amoxicilina/acido clavulanico (AMC).
Dado que los discos (CTX-CLA) y (CAZ/-CLA) no son de facil acceso
comercial para la realizacién de la prueba de disco combinado y ademas,
varios laboratorios microbiol6gicos no suelen contar con los inhibidores, la
prueba de disco pre difusion seria una alternativa para el uso en los
laboratorio de microbiologia.? La prueba de disco pre difusién realizada en
este trabajo de investigacién fue disefiada en el HONADOMANI “San
Bartolomé”, y esta basada en la técnica conocida como disco pre difusion

tal como se describe a continuacion:

En primer lugar, se coloca dos discos de AMC sobre una placa de agar
Mueller Hinton (Merck, Darmstadt, Germany) sin inocular y se dej6 a
temperatura ambiente por un lapso de dos horas. Posteriormente, se
retiraron los discos de AMC, luego se inoculo la placa mediante hisopado
de una suspension 0,5 de la escala de McFarland de las colonias aisladas
en estudio y se colocaron dos discos de cefotaxima (CTX), y ceftazidima
(CAZ), en los mismos lugares donde habian estado los discos de AMC y
en otro lugar diferente los dos discos de cefotaxima (CTX) y ceftazidima
(CAZ) en forma paralela a los discos anteriores.® Pasos para realizar el

método disco pre difusion. Figura N° 07

Las placas se incuban en estufa a entre 35 - 37 °C durante 18 - 24 horas
posteriormente se midieron los halos de inhibicion correspondientes. Se
considerd un resultado positivo en este ensayo a la diferencia de = 5 mm
entre el halo de inhibiciébn del cefotaxima mas inhibidor (CTX/AMC)
respecto del halo de cefotaxima (CTX) y Una diferencia de = 5 mm entre el
halo de inhibicién del ceftazidima mas inhibidor (CAZ/AMC) respecto del
halo de ceftazidima (CAZ).*” Figura N° 08
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3.5.3. Etapa post analitica:

Los resultados para la identificacion de BLEE en las cepas sospechosas
analizados bajo Método de disco pre difusion frente al método
confirmatorio de disco combinado se reportaron en el libro de reportes del
servicio, en la hoja de calculo de MS-Excel 2010 para Windows
(Redmond, USA). Los resultados fueron entregados a los pacientes en los

tiempos estipulados.

3.5.4. Control de Calidad:

Para asegurar la calidad de los resultados, se consideraron todos los
requerimientos necesarios en la preparacion del agar Mueller Hinton
(Merck, Darmstadt, Germany). Asimismo, para la validacion de los
métodos fenotipicos para la identificacion de cepas productoras BLEE se
utilizaron cepas ATCC (American Type Culture Collection) de E. coli
25922 como control negativo, K. pneumoniae 700603 control positivo
(Manassas, VA, USA) y Enterococcus faecalis 29212 para la deteccion de
niveles adecuados de timinia/timidina en agar Mueller Hinton probando
SXT*®

3.6. Plan de Andlisis de Datos:

El anadlisis de datos se realizaron en tres procesos basicos: codificacion,

tabulacion y construccion de tablas y graficos. Dentro de la matriz de

codificaciobn en MS-Excel se describieron las diferencias entre los halos de

inhibicién de los discos de ambos métodos (= 5 mm) para determinar las cepas
productoras de BLEE.*?

El andlisis estadistico se realizd en IBM SPSS version 21 (Armonk, USA)

donde se utilizo estadistica inferencial. Se utilizé la prueba de kappa de Cohen

interprueba, la prueba diagndstica con los intervalos de confianza al 95%.
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CAPITULO IV: RESULTADOS ESTADISTICOS

4.1. Resultados

TABLA N° 01

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE EL METODO DE DISCO PRE
DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO

Método VP FN Sens(IC95%) PFN VN FP Espe (IC95%) PFP
Disco pre 200 O 100% 0.00% 45 O 100% 0.00%
difusion (98.1% a 100%) (94.3% a 100%)

Disco 200 O 100% 0.00% 45 0 100% 0.00%
combinado (98.2% a 100%) (94.2% a 100%)

VP: verdaderos positivos; FN: falsos negativos; Sens: sensibilidad; PFN: proporciéon de
falsos negativos; VN: verdaderos negativos; FP: falsos positivos; Espe: especificidad;
PFP: proporcion de falsos positivos.

GRAFICO N° 01

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE EL METODO DE DISCO PRE
DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO
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50 — — — — Disco pre difusién
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M Disco pre difusion M Disco combinado
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ANALISIS E INTERPRETACION

En el periodo de estudio se procesaron 246 aislamientos de enterobacterias
productoras y no productoras de BLEE derivados del Servicio de Microbiologia
del HONADOMANI SB, donde resulté 201 enterobacterias productoras de
BLEE para ambos métodos (disco pre difusiébn y disco combinado) y 45
enterobacterias no productoras de BLEE para ambos métodos. No se encontro
una diferencia significativa entre ambos métodos. (Véase también en figura N°
09) (p=0.035).
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TABLA N° 02

EVALUACION DEL DISCO DE CEFTAZIDIMA Y CEFOTAXIMA PARA LA
DETECCION DE BLEE EN EL METODO DISCO PRE DIFUSION

Disco de TP TN VP FN Sens PFN VN FP Espe PFP
antibiograma (IC95%) (IC95%)
Ceftazidima 201 45 190 11 94.5% 547% 45 O 100% 0.00
(CAZ) (98.4% a 100%) (95.5% a100%) 9
Cefotaxima 201 45 201 0 100% 0.00% 45 O 100% 0.00
(CTX) (98.3% a 100%) (95.6% a100%) 9

TP: total de positivos; TN: total de negativos; VP: verdaderos positivos; FN: falsos negativos; Sens: sensibilidad; PFN:
proporcion de falsos negativos; VN: verdaderos negativos; FP: falsos positivos; Espe: especificidad; PFP: proporcion de falsos
positivos.

GRAFICO N° 02

EVALUACION DEL DISCO DE CEFOTAXIMA Y CEFTAZIDIMA PARA LA
DETECCION DE BLEE EN EL METODO DISCO PRE DIFUSION
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POSITIVOS NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS NEGATIVOS
m CEFTAZIDIMA (CAZ) B CEFOTAXIMA (CTX)

ANALISIS E INTERPRETACION

Se evalu6 el disco ceftazidima (CAZ) del total (n°® 246) se obtuvo una
sensibilidad de 94.5% y una especificad de 100%, con un total de positivos
201, verdaderos positivos 190, falsos negativos 11, y un total de negativos 45.

En la evaluacibn de cefotaxima (CTX) se obtuvo una sensibilidad y
especificidad del 100% con un total de positivos 201, total de negativos 45,

verdaderos positivos 201, falsos negativos 0. (p=0.301).
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TABLA N° 03

EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO DISCO PRE DIFUSION
Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO

METODO VP FN SENSIBILIDAD PFN
(IC 95%)
Disco pre 201 0 100 % 0.00 %
difusién (98.1% - 100%)
Disco 201 0 100% 0.00%
combinado (98.2 — 100%)

VP: verdaderos positivos; FN: falsos negativos; PFN: proporciéon de
falsos negativos

GRAFICO N° 03

EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO DISCO PRE DIFUSION
Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO

250

201 201 100% 100%
200
150

100

50

0.0 0,00% _0,00%

o S T
VERDADEROS FALSOS SENSIBILIDAD PROPORCION

POSITIVOS NEGATIVOS FALSOS

m DISCO PRE DIFUSION  mDISCO COMBINADO NEGATIVGE

ANALISIS E INTERPRETACION

La evaluacidbn de sensibilidad se realizO con referencia a la prueba
confirmatoria del VITEK como patron estandar en la deteccion de BLEE de un
total de 201 ensayos donde los verdaderos positivos fueron 201, falsos

negativos 0, se obtuvo una sensibilidad del 100%
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TABLA N° 04

EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL METODO DISCO PRE
DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE COMBINADO

METODO VN FP ESPECIFICIDAD PFP
(IC 95%)
Disco pre 45 0 100 % 0.00 %
difusiéon (98.1% - 100%)
Disco 45 0 100% 0.00%
combinado (98.2 — 100%)

VN: verdaderos negativos; FP: falsos positivos; PFP: proporciéon de falsos
positivos

GRAFICO N° 04

EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL METODO DISCO PRE
DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE COMBINADO
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ANALISIS E INTERPRETACION

La evaluacion de la especificidad se realiz6 con referencia a la prueba
confirmatoria del VITEK como patrén estandar en la deteccion de BLEE de un
total de 45 ensayos donde los verdaderos negativos fueron 45, falsos negativos

0, se obtuvo una especificidad del 100%
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TABLA N° 05

DETERMINACION DE LA CONCORDANCIA ENTRE EL METODO DE DISCO
PRE DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO

CONFIRMATORIO DE DISCO
COMBINADO
. TOTAL
METODO BLEE BLEE
POSITIVO NEGATIVO
BLEE
DISCO PRE pentt 201 0 201
DIFUSION BLEE
NEGATIVO 0 45 45
TOTAL 201 45 246
INDICE DE KAPPA ERROR ESTANDAR 1.C 95 % Fuerzade la
concordancia
1.000 0.000 (1.000 , 1.000) Muy buena

GRAFICO N° 05

DETERMINACION DE LA CONCORDANCIA ENTRE EL METODO DE DISCO
PRE DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO
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ANALISIS E INTERPRETACION

El indice de Kappa del método de disco pre difusion y el método confirmatorio
de disco combinado es 1.00, con un acuerdo esperado de 0.6336; segun la
escala de Landis y Koch. El grado de concordancia entre los dos métodos

evaluados es casi perfecto.
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TABLA N° 06

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIA PRODUCTORAS DE BLEE

ENTEROBACTERIA FRECUENCIA | PORCENTAJE
Escherichia coli 173 86.1%
Klebsiella pneumoniae 27 13.4%
Proteus mirabilis 1 0.5%
Total 201 100%

GRAFICO N° 06

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIA PRODUCTORAS DE BLEE
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ANALISIS E INTERPRETACION

De 201 aislamientos, la enterobacteria productora de BLEE mas frecuente fue

Escherichia coli con 173 (86.1%), seguido de Klebsiella pneumoniae con 27

(13.4%) y Proteus mirabilis con 1 (0.5%)
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TABLA N° 07

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN

EL GENERO
GENERO ENTEROBACTERIA | FRECUENCIA | PORCENTAJE
E. coli. 150 74.6 %
K. pneumoniae 20 9.9 %
FEMENINO P. mirabilis 01 0.6 %
K. oxytoca 0 0%
C. koseri 0 0%
Total 171 85.1%
E. coli. 23 11.4%
K. pneumoniae 7 3.5%
MASCULINO | P. mirabilis 0 0%
K. oxytoca 0 0%
C. koseri 0 0%
Total 30 14.9%
Total 201 100 %

GRAFICO N° 07

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GENERO
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ANALISIS E INTERPRETACION

Se observo que la enterobacterias productoras de BLEE mas frecuente fue en

el género femenino con 171 (85.1%), seguido por el género masculino con 30

(14.9%)
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TABLA N° 08

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GENERO FEMENINO

ENTEROBACTERIA FRECUENCIA PORCENTAJE
Escherichia coli 150 87.7
Klebsiella pneumoniae 20 11.7
Proteus mirabilis 1 0.6
total 171 100

GRAFICO N° 08

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GENERO FEMENINO
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ANALISIS E INTERPRETACION

Se observo que en el género femenino la enterobacteria mas frecuente es E.
coli con 150 (87.7%), seguido de K. pneumoniae con 20 (11.7%), P. mirabilis
con 1 (0.6%)

62



TABLA N° 09

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GENERO MASCULINO

ENTEROBACTERIA FRECUENCIA PORCENTAJE
Escherichia coli 23 76.7
Klebsiella pneumoniae 7 23.3
total 30 100

GRAFICO N° 09

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GENERO MASCULINO
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ANALISIS E INTERPRETACION

Se observo en el género masculino la enterobacteria productora de BLEE mas

frecuente es E. coli con 23 (76.7%), seguido de K. pneumoniae con 7 (23.3%).
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TABLA N° 10

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIA PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GRUPO ETARIO

GRUPO ETARIO (ANOS)

ENTEROBACTERIA

<10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 =61 Total
Escherichia coli 56 21 26 40 12 12 8 175
Klebsiella
pneumoniae 17 1 1 3 1 1 1 25
Proteus mirabilis 0 0 0 0 0 1 0 1
Total 73 22 27 43 13 14 9 201
% del total 36.3% 109% 13.4% 21.4% 6.5% 7.0% 45% 100%

GRAFICO N° 10

FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIA PRODUCTORAS DE BLEE SEGUN
EL GRUPO ETARIO
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ANALISIS E INTERPRETACION

Con mayor frecuencia se aislaron enterobacterias productoras de BLEE segun

el grupo etario fue en las edades igual o menores de 10 afos, con 36.3%.
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4.2. Discusion de resultados

Los resultados del método de disco pre difusion en 201 urocultivos positivos
para BLEE confirmados por el sistema Vitek no se encontré diferencias
significativas y se demostré una alta concordancia diagnostica (Tabla N° 01,
05). La interpretacion de la prueba como positiva indica la produccion de BLEE
en las enterobacterias aislados, de manera inherente, de la identificacion
fenotipica de BLEE, los cuales se pueden confirmar, corroborar y evaluar con

pruebas moleculares.”>"#"3

La prueba de correlacién de Kappa de Cohen muestra la concordancia entre
dos meétodos, los valores < de 0O indican una carencia de concordancia, un
Kappa de 0 a 0,19 indica concordancia muy débil, valores de Kappa de 0.20 a
0.39 indican concordancia débil, valores de Kappa de entre 0.40 a 0.59 sefialan
concordancia moderada, valores de Kappa de entre 0.60 a 0.79 indican
concordancia muy buena, y los valores de Kappa superiores a 0.80 indican

6 En este estudio se determin6 una

concordancia muy buena inter-prueba. °
correlacion inter-prueba de Kappa = 1.00 (IC95%:1.00 a 1.00%) entre ambos
métodos. Esto sefiala que los dos métodos diagndsticos tienen un alto grado
de concordancia, pudiéndose aplicarse el método de disco pre difusion en la

determinacién fenotipica de BLEE en muestras de urocultivo.

De la misma manera, se demostro la misma eficacia entre ambos métodos
diagnosticos. El estudio demostré que el método de disco pre difusién es un
medio ideal la identificacion fenotipica de BLEE en urocultivo al tener 100% de
especificidad, 100% de sensibilidad y una exactitud de 100% (Tabla N° 03, 04).
Este alto rendimiento se basa en modificacion de la prueba confirmatoria de
disco combinado mediante el proceso de pre difusion, asi, este novedoso
método para determinar BLEE en urocultivo seria importante y muy aplicable
en poblaciones con alta prevalencia de bacterias BLEE positivo, dado que su
minima proporcion de falso positivos y negativos (0.0%), como las poblaciones
de Latinoamérica.”*’> Con esta interpretacion, los resultados del presente
estudio son comparables con otros investigaciones realizados por Nicola et al.
(2012), Herrera et al. (2011), de Castillo et al. (1998) y la prueba de
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confirmacion fenotipica.’®®®” Asimismo, los resultados hallados en esta
investigacion demuestran mejor rendimiento que lo evaluado por Schumacher
et al. (2001) que demuestran altas proporciones de resultados falsos
positivos.®® Ademas, todas los asilamiento BLEE positivos determinado por el
sistema comercial Vitek (concentraciones inhibitorias minimas—CIM)
coincidieron con los resultados del método de disco pre difusion. La proporcion
de concordancia esperada al azar fue de 0.63 y la proporcion total de
concordancia observada fue de 1.00, esto sefialan mayor concordancia que la
gue se esperaria por el puro azar (Tabla N° 05).

Los resultados que pueden ser extrapolables a determinaciones directamente
de muestras clinicas, como se ha demostrado con anterioridad en diferentes
estudios que sefalan alta concordancia entre la determinacion fenotipica de

BLEE en muestras clinicas y directamente de cultivo.?®*

Si bien es cierto que hay estudios que hayan aplicado el método de disco pre
difusion para otros fines, cabe sefialar que en nuestro pais, actualmente y
durante el periodo que se hizo el estudio, no existe reportes que comparen la
concordancia diagnostica del método de disco pre difusion y con el método
confirmatorio de disco combinado para la evaluacién de cepas productoras de
BLEE, por lo que los resultados de este estudio, coincidentes con el método
gold standard, demuestran su utilidad como método fenotipico para la

determinacién de cepas productoras de BLEE.

En el estudio de Lezameta et al. (2010) se demostré alta eficacia entre
métodos fenotipicos (método de Jarlier, método americano, métodos de Hodge
y el tridimensional) los cuales deberian de ser comparados también con el
método de disco pre difusion, siendo relevante demostrar y comparar su
facilidad, factibilidad de su aplicacién y costos, que en este estudio fueron

suficientes.

Por otro lado caber resaltar, que la proporcion de asilamiento de cepas
productoras de BLEE fue considerablemente menor que lo reportado por
Tsering et al. (2009) y Mena et al. (2009) que indicaron un 34% y 25% de

prevalencia, respectivamente; pero mayores que el reportado por Wu et al.
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(2015) y Pilmis et al. (2015), que indicaron 14% y 10.9% de prevalencia de
aislados BLEE positivos, respectivamente. **°%%® En cuanto a las especies méas
frecuentemente aisladas, nuestros resultados son coincidentes con los de
Tsering et al. (2009), Wu et al. (2015) y Lezameta et al. (2010) que sefialan a
E.coli y K. pheumoniae como las principales cepas productoras de BLEE, en

trasplante de 6rganos y en urocultivo, respectivamente.®6:3

El aumento progresivo de la resistencia antibiotica durante las dltimas tres
décadas estd poniendo en riesgo la integridad de los medicamentos en la
terapéutica microbiana. Al someterse a una presion de seleccién evolutiva
inherente, con el uso no racional y muchas veces inadecuado de antibiéticos,
se estan acrecentando las tasas de crecimiento de bacterias resistentes. En
ese sentido, diversas organizaciones como la Organizacion Mundial de la
Salud, estan comprometidas en la lucha, prevencion y control de las
superbacterias dentro de la era “Post-antibiética”.?®’® Este acontecimiento ya
esta siendo considerado un problema de Salud Publica a nivel mundial, ya que

la eliminacion de las cepas sensibles implica diseminacion de las resistentes.

Este problema se ve reflejado en las infecciones de tracto urinario (ITU) por
enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE),
donde el uso inapropiado de antibidticos debido, principalmente a la no
deteccion de este mecanismo de resistencia constituyen un problema sanitario

tanto para los pacientes como para las instituciones de salud.
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4.3 Conclusiones

Al evaluar la variacion en el tamafio de los halos para el método de disco pre
difusion en comparacion con el método confirmatorio de disco combinado para
CTX |/ CTX-CLA no se encontr6 una diferencia significativa entre ambos
métodos

El andlisis de la prueba diagnéstica evidencia una sensibilidad de 100.0%
(IC95%: 98.1% a 100.0%), una especificidad de 100.0% (IC95%: 94.3% a
100.0%), un Valor Predictivo Positivo de (VPP) 95.4% (1C95%: 98.1% a
100.0%), un Valor Predictivo Negativo de (VPN) 96.5% (IC95%: 94.3% a
100.0%).

Se determiné una muy buena concordancia diagnostica entre el método de
disco pre difusion en comparacion con el método confirmatorio de disco
combinado para CTX / CTX-CLA

En el periodo de estudio se procesaron 246 asilamientos de enterobacterias, de
los cuales, 201 resultaron positivos para BLEE y 45 fueron negativos para
BLEE.

La proporcion de asilamientos de enterobacterias productoras de BLEE por el
método de disco Pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado fue
201 de los cuales la mas frecuente fue Escherichia coli con 173 (86.1%),
seguido de Klebsiella pneumoniae con 27 (13.4%) y Proteus mirabilis con 1
(0.5%)

Las enterobacterias productoras de BLEE mas frecuentes que se aislaron
pacientes que acudieron al servicio de microbiologia del HONADOMANI “San
Bartolomé” segun el grupo etario fue entre las edades igual o menor de 10

afios correspondiente a 36.3 %.

Se determind que la enterobacteria productora de BLEE mas frecuente se
encontré6 en el género femenino con 171 (85.1%), seguido por el género

masculino con 30 (14.9%)
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Se determind la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE en el
género femenino fue Escherichia coli con 150 (87.7%), seguido de Klebsiella
pneumoniae con 20 (11.7%), Proteus mirabilis con 1 (0.6%)

Se determind en el género masculino la enterobacteria productora de BLEE
mas frecuente es Escherichia coli con 23 (76.7%), seguido de Klebsiella
pneumoniae con 7 (23.3%).
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4.4. Recomendaciones

Se recomienda usar este método, ya que los discos de sensibilidad de la
prueba confirmatoria no estan al alcance comercialmente.

Se debe de evaluar la concordancia diagnostica entre el método de pre difusion
y méetodo de Jarlier del Comité de la Sociedad Francesa de Microbiologia en
cepas productoras de BLEE en urocultivo.

Evaluar este método disco pre difusibn con otros microrganismos como
Enterobacter, Citrobacter.

Evaluar el método disco pre difusion con ampicilina sulbactam y piperacilina
tazobactam
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ANEXOS

ANEXO N° 01

Diferentes grupos de R-lactamasas de espectro extendido.

BLEE fs-lactlamasa Pas de oigen Especies e las que se
relacionada detectaron inicialmente

TEM TEM-1, TEM-2 Francia Enterobacteriaceae
SRV SHV-I/LEN Alemania P. aeruginosalBGNNF
CTX-M KLUA Kluyvera Alemania/Argentina  E. coli, Salmonella spp.
OXA  OXA-10 Turquia [ Francia ~ P. aeruginosa
PER Francia P. aeruginosa
VEB  PER ViethamTailandia  E. coli
TLA- CME-1 Mejico E. col
GES/IBC Guayana/Sudafrica K. pneumoniae/P. aeruginosa
BES Y. enterocolitica Brasil S. marcescens
SFO  AmpAS. fonticola  Japon E. cloacae

FUENTE: Oliver Antonio, Canton Rafael. Enterobacterias Productoras
de B-lactamasas Plasmidicas de Espectro Extendido. CCS. 2003;1:2.
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ANEXO N° 02

Clasificacion de la B-lactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros

Cuadro. Clasificacion de las B-lactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros

Grupo funcional y subgrupo

Clase
molecular
(Ambler)*

Caracteristicas

Cefalosporinasas, a menudo cromo-
somicas, pero pueden ser plasmidicas.
Resistencia a todos los B-lactamicos,
excepto carbapenémicos (a no ser que
coexistan alteraciones en las porinas).

Mo inhibidas por el acido clavulanico.

Penicilinasas, cefalosporinasas o am-
bas.

La mavyoria son inhibidas por el acido
clavulanico (salvo casos de hiperpro-
duccion o subgrupos determinados).

Penicilinasas. Incluye las de
Enterococcus y Staphylococcus.
Resistencia a penicilinas.

Inhibidas por acido clavulanico.

2b

B-lactamasas de amplio espectro
(penicilinasas % cefalosporinasas),
incluyendo TEM-1 vy SHW-1.

2be

B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE).

Resistencia a oximino-cefalosporinas vy
a monobactamicos (aztreonam).

2br

B-lactamasas tipo IRT (Inhibitor
Resistant TEM).

Resistentes a los inhibidores de B-
lactamasas acido clavulanico v
sulbactam, pero sensibles a
tazobactam.

Enzimas hidrolizantes de carbenicilina
fundamentalmente, con algln efecto
sobre cloxacilina.

2d

Enzimas hidrolizantes de cloxacilina
(oxacilina) fundamentalmente, con
algun efecto sobre carbenicilina.
Inhibidas escasamente por acido
clavulanico.

Algunas son BLEE (BLEE tipo OXA).

Cefalosporinasas y aztreonamasas.
Inhibidas por &cido clavulanico.

2f

Serina-B-lactamasas.
Carbapenemasas.
Inhibidas por &cido clavulanico.

3a, 3b, 3c

Metalo (Zn)-B-lactamasas.

Resistencia a carbapenemicos y a todos
los B-lactamicos, excepto los
monobactamicos.

Mo inhibidas por acido clavulanico.

a4

Misceléanea.

Penicilinasas no incluidas en los otros
grupos.

No inhibidas por acido clavulanico

Fuente: Morején Garcia Moisés. Extended spectrum Beta-lactamase
(ESBL). Scielo. 2013; 52(4):272-280.
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ANEXO N° 03

OPCIONES TERAPEUTICAS EN LAS INFECCIONES POR
MICROORGANISMOS BLEE

Grupo Antimicrobiano Comentario
R-lactamico/inhibidor ~ Amoxic./clavulanico  Escasa experiencia en infeccion sistémica
de R-lactamasas Util en infeccién urinaria

Piperac./tazobactam Variable en infeccion sistémica
Necesario estudio de sensibilidad

Cefalos../clavulanico Ausencia de formulaciones
Diferente farmacocinética

Metoxi-R-lactamicos  Cefoxitina Desarrollo de mutantes de permeabilidad
Moxalactam Escasa experiencia. Efectos secundarios

Carbapenemas Imipenem R-lactamicos de eleccion. Hay que vigilar
Meropenem aparicion de resistencia en otros
Ertapenem patgenos

Aminoglucésidos Necesario estudio de sensibilidad

Quinolonas Incremento reciente de la resistencia

Otros Fosfomicina No suelen existir resistencias cruzadas
Nitrofurantoina No suelen existir resistencias cruzadas
Colistina Descontaminacion intestinal

FUENTE: Oliver Antonio, Canton Rafael. Enterobacterias Productoras de
B-lactamasas Plasmidicas de Espectro Extendido. CCS. 2003; 1:2.
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ANEXO N° 03

FORMULARIO PARA EL ENVIO DE MUESTRAS PARA CULTIVOS

[

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA CLINICA

SACION,
o L)

£ s
MADRI: NiSo

"SAN BARTOLOME"

0y,

FORMULARIO PARA EL ENVIO DE MUESTRAS PARA

SERVICIO DE MICROBIOLOGIA

CULTIVO

I.-DATOS DEL PACIENTE

IAPELLIDO PATERNO

s

IAPELLIDO MATERNO

ANQ (S) MES(ES) OUA(S)
EDAD

DPTO MEDICO :
SERVICIO:

El MEDICINA PED.

LNOMBRES ]
HISTORIA

E! e l l CLINICA No:
D CIRUGIA PED.

CONSULTORIO EXT. :

SEXO: M

TIPO DE PACIENTE (:l AMBULATORIO

D SINTOMATICO

SINTOMAS Y/O SIGNOS :

CAMA :

(:l HOSPITALIZADO
D ASINTOMATICO

GESTANTE :

TERAPIA ANTI BIOTICA PREVIA: S| D
1.-

DIAGNOSTICO CLINICO :
1.-

NOD

2.-

2.-

3.~

3.-

( ESPECIFIQUE CUAL Y CUANDO )

II. TIPO DE MUESTRA

[:] SANGRE
D HECES

HISOPADO RECTAL

ORINA (CHORRO MEDIO)
ORINA (PUNCION SUPRAPUBICA)
ORINA (CATETERIZADA)
MEDULA OSEA

CATETER INTRAVENOSO
TUBO ENDOTRAQUEAL
ESPUTO

0000000

MICROORGANISMO EN SOSPECHA :

ASPIRADO BRONQUIAL SECRECION VAGINAL

LoQuio “SECRECION URETRAL
HERIDA / PIEL SECRECION CERVICAL
ABSCESO SECRECION ENDOMETRIAL
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO SECRECION FARINGEA
LIQUIDO AMNIOTICO SECRECION NASAL
LIQUIDO PLEURAL SECRECION NASOFARINGEA
LIQUIDO PERITONEAL SECRECION OTICA
LIQUIDO ARTICULAR SECRECION OCULAR

LIQUIDO SEMINAL

[ ESPECIFICAR)

l:] AEROBIOS

ANAEROBIOS HONGOS

b D000000000

III. EXAMEN (ES) SOLIGITADO (S)
[:, CULTIVO
D ANTIBIOGRAMA
l:] RECUENTO DE COLONIAS
r__l COLORACION DE GRAM

D COLORACION DE BK COAGLUTINACION BACTERIANA

|:] TINTA CHINA
] | EX. DIRECTO (HONGOS)
[:] EX. DIRECTO (TRICHOMONAS)

TEST DE VAGINOSIS
ESTREPTOCOCO A (ANTIGENO)

Do00 |0 0000000000

( ESPECIFICAR)
£
OBSERVACIONES :
7

MEDICO SOLICITANTE
[;PELLIDO PATERNG IAPELLIDO MATERNO NOMBRES J
COLEGIO DIA MES ANO
MEDICO No. : FIRMA :
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ANEXO N° 04

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

UNIVERSIDAD
ALAS PERUANAS

UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA'Y CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE TECNOLOGIA MEDICA
COMPARACION ENTRE EL METODO DE DISCO PRE DIFUSION Y EL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO
PARA LA PARA LA DETECCION DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO

EXTENDIDO EN MUESTRAS DE UROCULTIVOS.

FECHA

No LAB

EDAD

SEXO

BACTERIA

RCTO.
COLONIAS
UFC/ml

DETECCION DE BLEE

VITEK

PRE-DIFUSION DISCO

DISCO COMBINADO

CAZ / CAZ-

CLA

A

CTX/CTX-
CLA

CAZ / CAZ-
CLA

A

CTX/CTX-
CLA

COMENTARIOS
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FIGURAS

Figura N° 01
MECANISMO DE RESISTENCIA A LOS BETALACTAMICOS

B). Hidrolisis

enzimdtica

Fuente: Pamela A. Farmacologia Clinica Basica. 2010 Junio; 1(1). Disponible en

http://farmaclinic.blogspot.pe/2010/06/farmacos-aminoglucosidos.html
Figura N° 02

CRITERIO DE INTERPRETACION DE DIFUSION DE DISCOS Y LA MIC

Antimicrobiano Difusion en disco (mm) _ _Coqcentrgcién
Inhibitoria Minima pg/mL
S I R S I R

Cefotaxima 226 | 2325 <22 <1 2 >4
Cefriaxona 223 20-22 <19 <1 2 24
Ceftazidima 221 18-20 <17 <4 8 216
Ceftizoxima 225 | 2224 <2 < 2 24
Aztreonam 221 18-20 <17 < 8 216

Fuente: Grupo Para ElI Control De La Resistencia Bacteriana De Bogota,
Manual De Actualizacion En Resistencia Bacteriana Y Normas Clsi M100 —
S20 2010. [Sitio en internet]. Consultado: 14 de junio del 2016. Disponible en:
http://www.saludcapital.gov.co/sitios/VigilanciaSaludPublica/SiteCollectionDocu
ments/Manual_Resistencia_SDS_2010.pdf
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Figura N° 03

PRUEBA DE TAMIZAJE Y CONFIRMACION DE BLEE

Indicaciones

Agar Mueller
Hinton

Indéculo
Incubacion

Potenciales
BLEE

Prueba tamiz inicial

K. pneumoniae, K.
oxytoca y E. coli

Cefpodoxima 10ug
Ceftazidima 30ug
Ceftriaxona 30ug
Cefotaxima 30pg
Aztreonam 30ug

Proteus mirabilis
Cefpodoxima 10ug
Cefotaxima 30ug
Ceftazidima 30ug
Estandar 0.5 McFarland
359+2 en aerobiosis 16 a
18h

K. pneumoniae, K.
oxytoca y E. coli

Aztreonams 27
Cefotaxima=27
Cefpodoxima= 17
Ceftazidima= 22
Ceftriaxona £25

Proteus mirabilis
Cefotaxima=27
Cefpodoximas 22
Ceftazidima=22

Prueba confirmatoria
fenotipica

Cefotaxima 30pg
Cefotaxima + Acido
clavulanico 30ug/10ug

Ceftazidima 30pg
Ceftazidima + Acido
clavulanico 30ug/10ug

Estandar 0.5 McFarland
3542 en aerobiosis 16 a
18h

Incremento de 25 mm en
el diametro halo para
ceftazidima o cefotaxima
cuando se combina con
Acido clavulanico

Fuente: Clinical and Laboratory Standard Institute. Performance standards for
antimicrobial susceptibility testing. Nineteenth informational supplement M100-S19.
[Sitio en internet]. Consultado: 25 de Abril del 2016 .Disponible en:
http://www.businesswire.com/news/home/20090129006132/en/CLSI-Publishes-
2009-Antimicrobial-Susceptibility-Testing-Standards
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Figura N° 04
METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO

La prueba de disco combinado se observa la diferencia de
halos de inhibicion entre los discos Cefotaxima (12mm) y
Cefotaxima/acido clavulanico (29mm) y Ceftazidima (18mm)
y Ceftazidima/acido clavulanico (26mm). Se considera BLEE
positivo cuando existe la diferencia igual o mayor 5Smm

Fuente: Lezameta L, Gonzales-Escalante E, JH Tamariz. Comparison of four
phenotypic methods to detect extended-spectrum betalactamases. Rev Perd
Med Exp Salud Publica. 2010; 27(3): 345-51.

Figura N° 05
METODO DE JARLIER

O 4 .>‘;‘~"-..' > "
Fuente: Lezameta L, Gonzéles-Escalante E, JH Tamariz. Comparison of four
phenotypic methods to detect extended-spectrum betalactamases. Rev Perd

Med Exp Salud Publica. 2010; 27(3): 345-51.
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Figura N° 06
METODO DE HODGE

Fuente: Lezameta L, Gonzales-Escalante E, JH Tamariz. Comparison of four
phenotypic methods to detect extended-spectrum betalactamases. Rev Perd
Med Exp Salud Publica. 2010; 27(3): 345-51.
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FIGURA N° 07

PASOS PARA REALIZAR EL METODO DE DISCO PRE DIFUSION.

8 @

2 Horas
T° ambiente

Paso 1 Colocar los discos de amoxicilina -
clavulanico (AMC) sobre una placa de agar Mueller
Hinton (sin inocular)

Paso 2 Depués de 2 horas retirar los discos de AMC

Paso 3 Con un hisopo estriar la suspencion a estudiar Paso 4 Colocar los discos de cefotaxima (CTX), ceftazidima
a 0.5 de la escala de McFartand (CAZ), al mismo tiempo en forma paralela colocar los
discos de cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ).

Paso 5. Dejar incubar a 35 - 37 °C
por 18 - 24 horas, observar
los resultados
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Figura N° 08

METODO DE DISCO PRE DIFUSION

BLEE NEGATIVO: Diferencia de halos es < 5mm
BLEE POSITIVO: Diferencia de halos es > 5mm

92



Figura N° 09
EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana con el método de disco pre difusion
y la prueba de confirmatoria de disco combinado. a) Método de disco pre
difusion BLEE Positivo, b) Método de disco pre difusion BLEE Negativo, c)
Prueba confirmatoria de disco combinado BLEE Positivo, d) Prueba

confirmatoria de disco combinado BLEE Negativo (N=246)

93



MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: COMPARACION DEL METODO DE DISCO PRE DIFUSION FRENTE AL METODO CONFIRMATORIO DE DISCO COMBINADO PARA LA

DETECCION DE ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

PROBLEMA DE LA INVESTIGACION OPERACIONALIZACION
OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION HIPOTESIS VARIABLES ESCALA DE METODOLOGIA
MEDICION
Problema General: Objetivo General:
éExiste diferencias significativas entre el método de disco pre | Determinar las diferencias significativas entre el método de disco Principal: Cualitativa TIPO DE i
difusién y el método confirmatorio de disco combinado para la | pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado, para la Nominal INVESTIGACION
deteccién de enterobacterias productoras de betalactamasas de | deteccién de enterobacterias productoras de betalactamasa de . ! . .
BLEE Dicotdmica. Estudio comparativo de

espectro extendido en muestras de urocultivo en el HONADOMANI
“San Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a
noviembre 2015?

espectro extendido en muestras de urocultivo en el HONADOMANI
“San Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre
2015.

Problemas Especificos:

éCudnto es la sensibilidad y especificidad, valor predictivo positivo
y el valor predictivo negativo del método disco pre difusion y el
método confirmatorio de disco combinado, para la deteccién de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San
Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre
20157

¢Cuanto es la concordancia entre el método disco pre difusion y el
método de disco combinado, para la deteccion de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en muestras
de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el
periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015?

¢éCudl es la enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mas frecuente identificado por el método de
disco pre difusion y el método confirmatorio de disco combinado
en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé”
durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre 20157?

¢éCudl es la enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mas frecuente segln el género, identificado
por el método de disco pre difusién y el método confirmatorio de
disco combinado en muestras de urocultivo en el HONADOMANI
“San Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a
noviembre 2015?

¢Cudl es la enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mds frecuente segun el grupo etario,
identificado por el método de disco pre difusion y el método
confirmatorio de disco combinado en muestras de urocultivo en el
HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de diciembre
2014 a noviembre 2015?

Obijetivos Especificos:

Determinar la sensibilidad y especificidad valor predictivo positivo
y el valor predictivo negativo del método disco pre difusion y el
método confirmatorio de disco combinado, para la detecciéon de
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro
extendido en muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San
Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre
2015.

Determinar la concordancia entre el método disco pre difusién y el
método de disco combinado, para la deteccion de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en muestras
de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé” durante el
periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015.

Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mas frecuente, identificado por el método de
disco pre difusién y el método confirmatorio de disco combinado en
muestras de urocultivo en el HONADOMANI “San Bartolomé”
durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre 2015.

Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mds frecuente seglin el género, identificado
por el método de disco pre difusion y el método confirmatorio de
disco combinado en muestras de urocultivo en el HONADOMANI
“San Bartolomé” durante el periodo de diciembre 2014 a noviembre
2015

Determinar qué enterobacteria productora de betalactamasa de
espectro extendido es mas frecuente segun el grupo etario,
identificado por el método de disco pre difusién y el método
confirmatorio de disco combinado en muestras de urocultivo en el
HONADOMANI “San Bartolomé” durante el periodo de diciembre
2014 a noviembre 2015.

Hipétesis General:

No existe diferencia
significativa entre el
método de disco pre
difusion frente al
método
confirmatorio de
disco combinado
para la deteccion de
enterobacterias
productoras de
betalactamasas de
espectro extendido.

Secundarias:

Sensibilidad

Cuantitativa,
Continua

Especificidad

Cuantitativa,
Continua

Valor Predictivo
Positivo

Cuantitativa,
Continua

Valor Predictivo
Negativo

Cuantitativa,
Continua

Concordancia

Cuantitativa,

Continua
Enterobacteria Discreta

Cualitativa
Sexo Nominal,

Dicotomica.

Cuantitativa,
Edad

Discreta

corte transversal,
prospectivo y
descriptivo

NIVEL DE

INVESTIGACION

Aplicativo porque se
realizara sobre hechos
concretos y especificos,
de cardcter netamente
utilitarios, orientados a
la resolucion de
problemas especificos.

POBLACION:

Estard conformada por
691
Enterobacterias en

aislamientos  de

muestras de urocultivo

del laboratorio  de
Microbiologia del
HONADOMANI “San

Bartolomé” - Lima Peru.

MUESTRA:
Estd conformada por
246 aislamientos de

enterobacterias
productoras y no
productoras de BLEE.
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