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Introduccion

Infecciones urinarias

Las infecciones urinarias constituyen la segunda infeccién mas frecuente en el ambito de la salud.
Se estima que aproximadamente 150 millones de personas sufren esta patologia en todo el mundo
@ Por esto mismo el énfasis en el estudio de las mismas y sus agentes infecciosos.

Existen varias definiciones de las infecciones en las vias urinarias, en forma general se puede decir
(2)

gue es la invasién, colonizacidn y multiplicacién de gérmenes en el tracto urinario
Existe a su vez una amplia clasificacién que corresponde a los signos y sintomas (asintomdticos o
sintomaticos); al sitio de la infeccidn (cistitis o pielonefritis); a la condicion clinica del paciente
(complicada o no complicada); a la evolucidn clinica (aguda o crénica); etc.

Segun la localizacidn, la infeccién urinaria puede clasificarse como pielonefritis aguda, a la que
compromete el parénquima renal, y como cistitis o infeccidén urinaria baja a la que se localiza en la
vejiga o el tracto urinario inferior. La bacteriuria asintomatica se define como la presencia de un
nuimero significativo de uropatégenos en cultivo de orina, en pacientes asintomaticos ),

La mayoria de los patégenos responsables de las infecciones urinarias son bacilos entéricos Gram
negativos, siendo Escherichia coli el microorganismo mas frecuente, causando entre el 70% y el 90%
de las infecciones urinarias “ ). En estudios realizados anteriormente en pacientes pediatricos, esta
tendencia se mantiene, siendo E. coli el patégeno que predomina en los aislamientos en nifios
desde los recién nacidos hasta incluso mayores de 6 afios de edad (©)

Escherichia coli

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, el grupo mads grande y heterogéneo de
bacilos Gram negativos. Habitante comun de la flora microbiana normal del tubo digestivo, es un
microorganismo comensal, pero al adquirir ciertos genes de virulencia presentes en plasmidos y en

(7, 8

bacteriéfagos pueden convertirse en patdégenos importantes Pueden clasificarse en

diarrogénicas, uropatégenas y causantes de meningitis.

Los microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae poseen ciertos antigenos
caracteristicos. Los antigenos O (antigenos somaticos) constituyen la parte externa del
lipopolisacdrido (LPS) y estan formado por unidades polisacaridas repetidas. Cada género estd
asociado a grupos antigénicos especificos y a su vez, éstos estan relacionados con fenotipos
virulentos. Los antigenos K (antigenos de envoltura) son aquellos que forman la cdpsula. Por ultimo,
los antigenos H (antigenos flagelares) de naturaleza proteica, constituyen los flagelos 7,9,
Diferentes combinaciones de estos antigenos dan lugar a los diferentes serotipos conocidos de E.

coli 19,



E. coli uropatégena es el virotipo que es capaz de generar una infeccidn en el tracto urinario. Posee
ademas de los factores de virulencia propios de la familia de Enterobacterias, factores
especializados. Estos factores de virulencia le permiten proliferar en la zona de la infeccién. Los
mismos estan vinculados con mecanismos de adherencia, colonizacién e invasién, lo cual le permite
a la bacteria competir con la flora normal y colonizar otros nichos en el organismo. Existe cierta
correlacién entre los factores de virulencia y el tipo de infeccién urinaria que se desarrolla (1, 12)
También hay una relacion entre el contenido de virulencia de las diferentes cepas y su especificidad
con el huésped (3]

Para la identificacién de E. coli se utilizan pruebas bioquimicas estdndares. En la tabla siguiente se

observa el porcentaje de positividad caracteristico de las distintas pruebas (tabla 1).

Tabla 1. Resultados de pruebas Bioquimicas
caracteristicas de E. coli. % de positividad.
Modificada de Farmer JJ 111 .

Pruebas Bioquimicas % positividad

Oxidasa 0

Indol 98
Glucosa 100

H2S (TSI) 1

Citrato de Simmons 1
Produccion de gas 95
Lisina descarboxilasa 90
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 362C 95
Fermentacidon de lactosa 95
Fermentacion de sacarosa 50

Antibidticos y resistencias

La resistencia a antibidticos es un factor de gran importancia en el tratamiento de las infecciones
urinarias. Se entiende por resistencia bacteriana la capacidad de un microorganismo de crecer en
presencia de un determinado antibiético. Se han determinado diferentes mecanismos de
resistencia utilizados por las bacterias: destruccién o inactivacién enzimatica, cambios en Ia
permeabilidad de la membrana externa, alteraciones del sitio blanco (de los precursores de la
pared celular, de la membrana y de los ribosomas y otros) 5 Las bacterias han desarrollado
resistencia a todas las clases de antibidticos hasta ahora descubiertas. Ademads, gracias a la
transmisién horizontal de genes (conjugacion, transformacién y transduccién) los genes de

resistencia se dispersan rdpidamente entre las poblaciones (16}

Algunos antibidticos utilizados sobre bacterias Gram negativas son los aminoglucdsidos, las
quinolonas y los betalactamicos.



Las quinolonas actuan inhibiendo enzimas (topoisomerasas) indispensables en la sintesis del ADN.
Tienen una actividad bactericida que depende de la concentracién. Su espectro se ha ido
ampliando, sobre todo desde la introduccion de un atomo de fluor en la posicién 6
(fluoroquinolonas). Se usan en una gran variedad de infecciones como tratamiento de eleccién o
alternativo, tanto a nivel hospitalario como extrahospitalario. Segun el compuesto se emplean en
infecciones del tracto urinario, enfermedades de transmisidon sexual, osteomielitis cronica,
infecciones del tracto respiratorio e infecciones sistémicas graves, entre otras. Sin embargo, su uso
en pediatria es limitado por su accidon sobre el cartilago de crecimiento. Se clasifican en
generaciones siendo de primera generacién: acido nalidixico, cinoxacina y acido pipemidico. De
segunda generacion: enoxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, pefloxacina, norfloxacina, amifloxacina,
lomefloxacina y levofloxacina. De tercera generacion: sparfloxacina, tosufloxacina y gatifloxacina.

Por Ultimo de cuarta generacién: Trovafloxacina, clinafloxacina y moxifloxacina 17 18 19,20 21)

Los aminoglucdsidos son una clase de antimicrobianos de uso habitual en la practica clinica. A pesar
de que existen diversos mecanismos de resistencia contintdan siendo activos frente a gran parte de
los bacilos Gram negativos aerobios. En la actualidad, aunque pueden utilizarse solos en las
infecciones urinarias, se utilizan fundamentalmente en combinacién con betalactamicos en
infecciones graves por bacilos Gram negativos. Solo pueden usarse por via parenteral ya que son
nefrotdxicos y ototdxicos (elevacidn de la urea y la creatinina, y alteracidon de neuronas sensitivas,
respectivamente). Actuan inhibiendo la sintesis proteica en la iniciacion, uniéndose a la subunidad
30S del ribosoma. Dentro de los aminoglucdsidos se encuentran estreptomicina, kanamicina,
neomicina, gentamicina y tobramicina. También los hay semisintéticos, los cuales son amikacina,

dibekacina, netilmicina, sisomicina y isepamina % 232423,

Los betalactamicos, que actuan inhibiendo la ultima etapa de la sintesis de la pared celular
bacteriana, constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica
clinica. Se caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Son compuestos de
accién bactericida lenta, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen terapéutico.
Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacién de nuevas moléculas
con mayor actividad frente a los bacilos Gram negativos, pero la progresiva aparicién de
resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas situaciones. Aln
asi siguen siendo muy utilizados, sobre todo en combinaciéon con inhibidores de betalactamasas. Se
pueden clasificar en cuatro grupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenemes. Dentro de las penicilinas, aquéllas que en su espectro de accién incluyen E. coli son
ampicilina y amoxicilina; también ticarcilina y piperacilina. Respecto a las cefalosporinas, se
clasifican en generaciones al igual que las quinolonas. Las que son activas frente a E. coli son las de
primera generacion (cefadroxil, cefazolina, cefalexina y cefradina); de segunda generacidn
(cefuroxime); de tercera generacion (Cefotaxime, Ceftriaxona, Ceftazidime y Cefoperazona) y de
cuarta generacion (Cefepime y Cefpirome). Aztreonam, es el Unico monobactamico disponible para
uso clinico. Posee una excelente actividad sobre bacterias Gram negativas aerobias y facultativas.
Los carbapenems son una clase Unica de betalactdmicos que presentan el mayor espectro de



actividad conocido dentro de este grupo de antibiéticos. Imipenem es el primer carbapenem
desarrollado para uso clinico. También lo son meropenem y ertapenem (7. 26,27, 28)

La presencia de E. coli productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en aislamientos
clinicos es cada vez mayor. Las betalactamasas son una familia de enzimas producidas por bacilos
Gram negativos, que en su mayoria derivan de las betalactamasas cldsicas a partir de una serie de

. . 29, 30
mutaciones puntuales que afectan a su centro activo ?*3%.

Se ha observado un aumento significativo en la pérdida de sensibilidad de los distintos agentes
etioldgicos que causan infecciones urinarias. Principalmente en E. coli hay estudios que muestran
un alto porcentaje de resistencia para ampicilina, cefradina y trimetoprim-sulfametoxazol y una alta

sensibilidad para gentamicina y cefuroxime ¢,

El objetivo de este trabajo fue identificar fenotipicamente diferentes cepas de Escherichia coli

uropatdgena asiladas de urocultivos y determinar de cada cepa aislada el perfil de resistencia a
qguinolonas, aminoglucdsidos y betalactamicos.

Materiales y métodos

Se estudiaron muestras de orina recibidas en el laboratorio de microbiologia clinica del Hospital
Pereira Rossell (CHPR), provenientes de nifios internados o que consultaron en la emergencia del
CHPR.

Se realizé el examen microbiolégico de cada muestra de orina (urocultivo) desde un punto
cuantitativo y cualitativo (1),

Para el examen cuantitativo se utilizé el método del ansa calibrada ©?. Estas cargan un volumen
conocido de 10ul. El numero de colonias obtenidas (unidades formadoras de colonias) luego fue
multiplicado por 100, de esta manera se obtuvo el nimero de colonias por ml. Se usaron placas de
Petri con agar sangre ovina (medio no selectivo, permitié apreciar caracteristicas coloniales,
determinar la hemdlisis, etc.) en combinacién con placas con agar MacConkey (selectivo y
diferencial para bacilos Gram negativos no exigentes). Las placas fueron incubadas en atmdsfera
aerobia y examinadas a las 18 y 24 horas. Se estudiaron Unicamente los cultivos con 100 000

UFC/ml o mas, de un Unico microorganismo 3% (figura 1).

Se estudiaron 30 cepas de Escherichia coli aisladas en un periodo de 4 meses entre los afios 2012-
2013.



Identificacion fenotipica

La identificacion de los microorganismos se realizé mediante criterios fenotipicos. Estos se basaron
en caracteristicas fisicas 0 metabdlicas observables de las bacterias 3%
Los criterios utilizados fueron: Morfologia microscépica y tinciéon Gram
Morfologia macroscdpica de la colonia
Requerimientos ambientales para el crecimiento
Requerimientos nutricionales y propiedades metabdlicas

Resistencia o sensibilidad a antibidticos

Para identificar E. coli se observd la morfologia y la tincidn Gram; el aspecto de la colonia (tamafio,
forma, color, superficie, cambios en el agar); el crecimiento en agar MacConkey y el color de las
colonias; la hemdlisis en agar sangre (en el caso de E. coli, algunas cepas producen hemdlisis y otras
no).

Pruebas bioquimicas realizadas

Pruebas basadas en la determinacién de la presencia de enzimas:
Prueba de la catalasa
Prueba de la oxidasa
Prueba del indol
Pruebas basadas en la determinacion de las vias metabdlicas:
TSI (Triple azucar hierro)
LIA (Lisina Hierro Agar)
MIO (Movilidad Indol Ornitina)
Citrato
Se siguieron los procedimientos descritos por MacFadding B4
Para la realizacidn de todas las pruebas se trabajé a partir de un cultivo puro.
En las pruebas de determinacion de la presencia de enzimas el resultado se obtuvo en el momento.
En las pruebas de determinacion de las vias metabdlicas el resultado se obtuvo luego de 24hs de
incubacién a 35°C.

Como control de las pruebas bioquimicas se utilizaron las cepas Escherichia coli ATTC 25922
(control positivo), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella oxytoca ATCC 700324
(controles negativos).

Las pruebas se realizaron por duplicado, tomando dos colonias aisladas del mismo cultivo puro.
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Figura 1. Procedimiento de urocultivo.

Antibiograma

Para analizar la susceptibilidad a quinolonas, aminoglucésidos y betalactdmicos se realizd6 un
antibiograma manual, por el método de disco difusion, técnica de Kirby y Bauer 35)

El antibiograma es un método de estudio in vitro del comportamiento de los antibidticos frente a
los agentes infecciosos. Con los resultados obtenidos en el mismo se clasificaron las bacterias en
sensibles, moderadamente sensibles (intermedio) y resistentes a un determinado antibidtico. El
método de disco difusidon es un método cualitativo que permite la clasificacion del microorganismo
en sensible o resistente 3%,

La interpretacidn esta estandarizada por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) en su
Performance Standards for Antimicrobial Suceptibility Testing M100-S22. Se utilizaron cepas de
control de calidad que permitieron comprobar que la metodologia se realizé en forma correcta. Las
cepas de control de calidad de los discos de antibidticos que se usaron fueron E. coli ATCC 25922, S.

aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 35218 (38)

Como control de la técnica se testaron las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 35218 y Enterococcus faecalis ATCC 29212. Esto permitidé controlar la concentraciéon de

Ca™, Mg2+, pH y concentracidn de timidina del medio Muller-Hinton agar (1),
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Las condiciones del test que se realizé fueron:

Medio para disco difusién: Mueller-Hinton agar (Oxoid)

Inéculo: Suspension directa de colonias aisladas, hasta obtener una turbidez equivalentea 0,5 enla
escala McFarland

Incubacion: 35 +/- 22C, ambiente aerobio, 16 a 18hs (38),

Los antibidticos testeados se muestran en la tabla 2:

Tabla 2. Antibidticos utilizados en pruebas de disco difusion.
QUINOLONMNAS AMINOGLUCOSIDOS BETALACTAMICOS
Acido nalidixico (30ug) Gentamicina (10pg) Penicilinas Cefalosporinas Carbapenems

Ciprofloxacina (5ug) Amikacina (30pug)  Amoxicilina/Ac Clavuldnico (20/10pg) Cefalotina (30pg)  Imipenem {10ug)
Ampicilina (10pg) Cefuroxime (30pg) Meropenem (10pg)
Ampicilina/Sulbactam (10/10ug) Cefepime (30ug) Ertapenem (10pg)

Cefotaxime (30ug)

Ceftazidime (30pg)

El criterio de interpretacion utilizado es el de CLSI 2012, donde se mide el didmetro de la zona de
inhibicién por el antibidtico y luego se interpreta (38) (tabla 3).

Tabla 3. Criterio de interpretacidn de la zona de inhibicién segun CLSI 2012. Tabla modificada de Performance
Standards for Antimicrobial susceptibility Testing: M100-S22.

Zona de inhibicion (mm)

Antibiético contenido S I R
Ampicilina 10 ug >=17 14-16 <=13
Ampicilina/ac. Clavulanico  20/10 pg >=18 14-17 <=13
Ampicilina/sulbactam 10/10 ug >=15 12_14 <=11
Cefalotina 30 ug >=18 15-17 <=14
Cefepime 30 ug >=18 15-17 <=14
Cefotaxime 30 ug >=26 23-25 <=22
Cefuroxime 30 ug >=18 15-17 <=14
Ceftazidime 30 ug >=21 18-20 <=17
Ertapenem 10 pg >=23 20-22 <=19
Meropenem 10 ug >=23 20-22 <=19
Imipenem 10 g >=23 20-22 <=19
Gentamicina 10 pg >=15 13-14 <=12
Amikacina 30 ug >=17 15-16 <=14
Ciprofloxacina 5ug >=21 16-20 <=15
Acido nalidixico 30 ug >=19 14-18 <=13

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

Para determinar el fenotipo BLEE se utilizé la técnica de aproximacion de doble disco, que utiliza
amoxicilina-clavuldnico con cefotaxime y ceftaxidime (cefalosporinas de tercera generacién). Si en

11



la prueba de aproximacion de doble disco hay sinergia, entonces sugiere presencia de

betalactamasas de expectro extendido (25,30)

En cuanto a las carbapenemasas, primero se realizé el antibiograma manual con todos los
antibidticos testeados. Se planted el estudio de aquellos aislamientos sobre los que disminuyera el
halo de sensibilidad a los carbapenems (imipenem <=22mm, meropenem <=22mm y ertapenem
<=21). Para detectar la produccion de carbapenemasas y la clase a la que pertenecen se planted
utilizar las técnicas de sinergia de doble disco que se basan en la potenciacion de la actividad de los

;. . . o 39
carbapenémicos en presencia de inhibidores de carbapenemasas (39),

Resultados

Morfologia microscdpica: los 30 aislamientos evidenciaron ser bacilos Gram negativos cortos sin
ninguna otra caracteristica especial a destacar.

Luego la identificacion fenotipica prosiguié con la descripcion morfoldgica de las colonias de E. coli
aisladas. En términos generales, la morfologia macroscopica de E. coli en agar sangre fue de
colonias circulares, tamano de mediano a grande (de 2mm a 4mm), de color blanco, superficie
brillosa, densidad opaca y elevacién convexa. La Unica diferencia entre los distintos aislamientos fue
la presencia/ausencia de hemdlisis, que se desarrolla como una zona clara alrededor del
crecimiento de la colonia en agar sangre. Por lo tanto distinguimos cepas no hemoliticas (sin halo
alrededor de la colonia) de hemoliticas (con halo claro alrededor de la colonia).

En cuanto a la morfologia de las colonias en agar MacConkey, el tamafio, brillo y elevacién son
similares que en agar sangre, la diferencia se encuentra en el color de la colonia, ya que depende
de la capacidad que tengan las bacterias de fermentar la lactosa que hay en el medio. De las 30
cepas estudiadas, 28 fueron lactosa positivo (fermentan la lactosa) y sus colonias tuvieron un color
rosado fuerte. Las dos cepas lactosa negativo (no fermentan la lactosa) fueron incoloras.

Los resultados de las pruebas bioquimicas fueron variables en cuanto a movilidad, descarboxilacion
de ornitina y utilizacion de lactosa. El 93,3% de las cepas fueron lactosa positiva en MacConkey, o
sea son capaces de fermentar la lactosa. 73,3% fueron moviles, o sea que eran capaces de
desarrollarse mas alla de la linea de inoculacién. El 43,3% fueron capaces de decarboxilar la
ornitina. Todas resultaron positivas en las pruebas de catalasa, lisina decarboxilasa, produccion de
gas e indol. Todas resultaron negativas en las pruebas de oxidasa, produccion de H,S y citrato. Una
sola cepa, segun la prueba bioquimica TSI, fermentd glucosa pero no lactosa ni sacarosa. En la tabla
4 se agrega ademas el item hemolisis, donde se indica que el 33,3% de las cepas fueron hemoliticas
(tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas de cada aislamiento.

CEPAS Catalasa Oxidasa Lactosa TSI LIA Movilidad Indel Ornitina Citrato Hemolisis
30400132 + - + ASAS+]- Ak/Ak + + + - +
30400555 + - + AfAS+]- Ak/Ak + + + - -
30400355 + = + ASAS /- AlkfAk + + = = =
30404612 + - + AJAS+/- A/ Ak + + - - -
30402949 + - + ASAS+]- Ak/Ak + + - -
30402531 + - + ASAS+]- Ak/Ak + + + - -
30404069 + - - AkfAS+H-  Ak/AK + + = - -
30407029 + - + AJAS+/- A/ Ak + + - - -
30406759 + = + ASAS+]- AlkfAk + + = = =
30407428 + - + ASAS+]- AkfAk - + - - -
30407554 + - + ASAS+]- Ak/Ak - + + - -
30407434 + - + A/AS+f- Ak/AK + + - - +
30409160 + - + AJA/+- Ak/Ak - + - - -
30407036 + - + AAS+- AkfAK + + + - +
30418945 + . + A/A+-  Ak/AK - + - - -
30418958 + - + AfAS+H/- AkfAK + + + - -
30435853 + - + A/AS+[- Ak/AK + + + - -
30439544 + - + AJA/+- Ak/Ak + + - - -
30441671 + - + ASAS+]- Al/Ak + + + - +
30441955 + - + ASAS+]- A/ Ak - + - - +
30451248 + = + AJAS+/- Ak/Ak - + = = =
30451440 + - - AfAS+]- Ak/Ak + + + - +
30451388 + = + ASAS /- AlkfAk - + + = +
30448664 + - + AJAS /- Ak/Ak - + + _ -
30449527 + - + AfAS+/- AkfAK + + - - +
30448676 + - + A/AS+f- Ak/AK + + - - -
30442372 + = + AfAS+]- AlefAk + + = - +
30441971 + - + ASAS+]- A/ Ak + + + - +
30449924 + - + ASAS+]- Ak/Ak + + - - -
30449518 + - + ASAS+]- A/ Ak + + - - -

Positivas (+). Negativas (-). En el caso del TSI, se indica superficie/fondo/gas/H2S. A: 4cido, Ak: alcalino. + tardio significa
que demora mas de 24hs en virar. Lactosa + o — se refiere al viraje en MacConkey.

En la figura 2 se compara el porcentaje de cepas positivas y negativas en cuanto a lactosa,
movilidad, descarboxilacion de la ornitina y hemodlisis.

, 100 1 933
2
_5 80
§
- 60
©
[}
g 40 M Positivo
g 20 B Negativo
8
s O
a
Lactosa Movilidad Ornitina Hemdlisis
Figura 2. Variabilidad encontrada en los resultados de las pruebas
bioquimicas.
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El 100% de las cepas fueron sensibles a amikacina y solo una cepa (3,3%) fue resistente a
gentamicina (tabla 5).

Tabla 5. Resultados del antibiograma para aminoglucdsidos.

CEPAS CN AK
Diam.(mm) Interp. Diam. (mm) Interp.
30402949 9 R 20 S
30400132 18 S 18 S
30400555 19 S 21 S
30400355 18 S 18 S
30404612 18 S 20 S
30402531 15 S 20 S
30404069 19 S 20 S
30407029 20 S 21 S
30406759 19 S 20 S
30407428 19 S 20 S
30407554 18 S 20 S
30407434 19 S 20 S
30409160 19 S 19 S
30407036 18 S 20 S
30418945 19 S 20 S
30418958 18 S 19 S
30435853 18 S 18 S
30439544 17 S 18 S
30441671 18 S 19 S
30441955 18 S 18 S
30451248 17 S 18 S
30451440 19 S 19 S
30451388 16 S 17 S
30448664 18 S 19 S
30449527 19 S 21 S
30448676 18 S 18 S
30442372 18 S 19 S
30441971 18 S 20 S
30449924 18 S 19 S
30449518 18 S 18 S

CN: gentamicina, AK: amikacina, R: resistente, S: sensible. Didmetro en milimetros (mm).
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Respecto a las quinolonas, para ambos antibidticos testados (acido nalidixico y ciprofloxacina), dos
cepas (6,7%) fueron resistentes (tabla 6).

Tabla 6. Resultado del antibiograma para quinolonas.

CEPAS NA CIP
Diam.(mm) Interp. Diam. (mm) Interp.
30409160 6 R 12 R
30402949 6 R 13 R
30400132 22 S 32 S
30400555 25 S 36 S
30400355 23 S 32 S
30404612 24 S 35 S
30402531 23 S 36 S
30404069 24 S 40 S
30407029 25 S 31 S
30406759 25 S 34 S
30407428 26 S 32 S
30407554 25 S 32 S
30407434 25 S 32 S
30407036 25 S 29 S
30418945 27 S 32 S
30418958 24 S 33 S
30435853 25 S 30 S
30439544 24 S 31 S
30441671 22 S 30 S
30441955 24 S 31 S
30451248 26 S 30 S
30451440 22 S 30 S
30451388 23 S 30 S
30448664 25 S 29 S
30449527 26 S 32 S
30448676 26 S 28 S
30442372 23 S 32 S
30441971 24 S 32 S
30449924 27 S 29 S
30449518 25 S 30 S

NA: Acido nalidixico, CIP: Ciprofloxacina, R: resistente, S: sensible. Didmetro en milimetros (mm).

En cuanto a los betalactdmicos, un 70% de los aislamientos fueron resistentes a ampicilina, el
mayor porcentaje de resistencia encontrado. El 20% de las cepas fueron resistentes a
ampicilina/sulbactam y el 10% resistentes a amoxicilina/dc. clavuldnico. Del grupo de las
cefalosporinas se observd un alto porcentaje de resistencia a cefalotina con un 23,3% de cepas
resistentes y también un 53,3% de cepas con sensibilidad disminuida (l). Se observé un 10% de
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resistencia a cefuroxime. Un 10% de los aislamientos fueron resistentes a cefotaxime y un 3,3%
presentaron resistencia intermedia a ceftazidime. El 10% de las cepas exhibid resistencia
intermedia a cefepime (tabla 7). Para el grupo de los carbapenems (imipenem, meropenem vy
ertapenem) no se observd resistencias, por lo cual el 100% de las cepas fue sensible a los tres
antibidticos.

Tabla 7. Resultado del antibiograma para betalactamicos.

AMP SAM AMC KF CXM CTX CAZ FEP
Cepas  (mm) Inter. (mm) |Inter. (mm) Inter. (mm) Inter. (mm) Inter. (mm) Inter. (mm) Inter. (mm) Inter.

30409160 21 ) 15 I
30402949 19 I 15 I
30402531 21 5 16 I
30407036 2 s i s 27 5 29 5
30442372 22 ) 32 s 27 5 i1 5
30435853 | 20 S 28 5 27 5 29 5
30443518 | | 22 5 a2 5 29 5 32 5
30441955 | | | 2 s 30 s 26 5 28 5
30407428 | | | 23 ) 32 s 28 5 M 5
30407554 | | | 23 S 35 5 28 5 33 5
30439544 | | | 22 5 il 5 26 5 il 5
30451248 S | | 23 s i s 27 5 3 5
30400555 | 5 | 23 ) 32 5 29 5 33 5
30443664 | 5 | 22 S 32 5 28 5 29 5
30448676 | 5 | 22 5 a2 5 29 5 32 5
30407434 | S | 22 s 30 s 28 5 30 5
304138945 5 5 | 23 ) il 5 28 5 32 5
30449924 i i | 22 b il 4 27 4 i 4
30400132 5 5 | 21 5 a2 5 30 5 33 5
30407029 S S s 22 s 32 s 29 5 3 5
30406759 5 5 ) 22 ) 32 5 28 5 33 5
30451440 15 | 20 i pil i 15 | 23 b 32 4 28 4 33 4
30451388 16 | 20 5 20 5 16 | 22 5 29 5 26 5 il 5
joad41e71 15 | 20 S 20 S 17 | 20 s 28 s 26 5 30 5
30404069 18 5 22 5 21 5 17 | 22 ) 32 5 30 5 4 5
30400355 19 i 22 i 22 i 18 b 22 b 32 4 27 4 33 4
jo4nde12 20 S 21 S 22 S 19 5 22 5 32 s 28 5 33 5
jo413958 19 S 20 S 19 S 19 s 24 s 3 s 29 5 12 5
o419 19 5 22 5 21 5 18 ) 4 ) il 5 27 5 i 5
448527 20 £ 24 £ 24 £ 20 5 26 5 M 5 i 5 2 5

AMP: Ampicilica, SAM: Ampicilina/sulbactam, AMC:Amoxicilina/clavulanico , KF: Cefalotina, CXM: Cefuroxime, CTX:
Cefotaxime, CAZ: Ceftazidime y FEP: Cefepime . R: resistente, I: intermedio, S: sensible. Didametro en milimetros (mm).
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Se observo que la cepa 30404069 presentd sensibilidad a ampicilina y una resistencia intermedia a
cefalotina.

Ademas de estos datos se encontrd que de las 30 cepas, tres (10%) presentaron produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Esto se evidencié por el test de sinergia entre
amoxicilina/clavulanico y cefalosporinas de tercera generacion (figuras 3 y 4). Vemos en la tabla 7
gue estas cepas son las que poseen un mayor numero de resistencias (las cepas 30409160,
30402949 y 30402531 con fenotipo BLEE se encuentran en la parte superior de la tabla). Estas
también tienen sensibilidad disminuida a cefepime.

Figura 3. En imagenes a y b se observa sinergia positiva entre CTX, AMC y CAZ (en ese orden). Evidencia posible
presencia de BLEE. En c se observa sinergia negativa.

Figura 4. Se observa la sinergia entre los discos de FEP y AMC.
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En la figura 5 se compara los resultados de sensibilidad a los antibiéticos betalactamicos, donde se
observod con claridad la alta resistencia existente a ampicilina.

120

100

80

60

s
40 +——

Porcentaje de aislamientos

20 A

AMP KF SAM AMC CXM CTX FEP CAZ IPM MEM ETP

Figura 3. Comparcién de los resultados de los antibiogramas contra los antibidticos
betalactamicos. Sensible (S), Intermedio (1) y Resistente (R).

Por ultimo se muestra en la tabla 8 el perfil de resistencia de las cepas que presentaron produccién
de BLEE. Se observd que estas cepas presentaron multirresistencias: ademas de resistencia a los
betalactdmicos, poseen también resistencia a los otros grupos de antibiéticos. De esta manera se
distinguieron tres perfiles diferentes. Un perfil presentd resistencia a cefotaxime, ciprofloxacina y
resistencia intermedia a cefepime. Otro perfil presenté resistencia a cefotaxime, ciprofloxacina y
gentamicina, y resistencia intermedia a ceftazidime y cefepime. El ultimo perfil presento resistencia
solo a cefotaxime y resistencia intermedia a cefepime.

Tabla 8. Cepas con fenotipo BLEE, perfil de resistencia.

Betalactdmicos Quinolonas Aminoglucdsidos
Cepas CTX CAZ FEP CIP CN
30409160 R S I R S
30402949 R I I R R
30402531 R S I S S

CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, FEP: cefepime, CIP: ciprofoloxacina, CN: gentamicina, S: sensible, I: intermedio, R:
resistente.

18



Discusion

Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, el grupo mas grande y heterogéneo de
bacilos Gram negativos. Es una especie que causa diferentes infecciones, dependiendo de los
factores de virulencia que exprese, lo que le permite tener una amplia diversidad.

Se observd que las cepas aisladas de infecciones urinarias presentaron ciertas variantes
fenotipicas. Respecto a ornitina, el 43,3% fue capaz de descarbolxilar la ornitina para formar un
grupo amino y el 56,7% restante no. Esto coincide con lo descrito en la bibliografia donde la
descarboxilacién de la ornitina tiene un 65% de positividad en Escherichia coli (tabla 1). También
pueden ser moviles (frecuentemente) o inmdéviles, en este caso el 73,3% de las cepas fueron
moviles a 352C. Los bacilos méviles, en el caso de E. coli poseen flagelos peritricos, que son los que
permiten la movilidad de la bacteria. El hecho de que algunas cepas no sean mdviles se puede
explicar por la no expresién de los flagelos o por la presencia de los mismos y ausencia de
movilidad. Esto seria debido a cambios en los genes que codifican para los mismos, ya sean
mutaciones puntuales, deleciones, etc. En cuanto a la fermentacién de lactosa interpretada en el
agar MacConkey, el 93,3% fermentaron la misma y solo el 6,7% no lo hicieron. Estos datos no son

muy lejanos de los presentados en otros articulos, donde el porcentaje de positividad es el 95%. 14y

40)

Algunas cepas uropatogénicas de E. coli producen una toxina extracelular llamada hemolisina
(HIyA), que es capaz de lisar otras células como los eritrocitos. Esto se evidencia en placas de agar
sangre, donde se genera alrededor de las colonias un halo claro. En este trabajo se encontré que el
33.3% de las cepas fueron hemoliticas. Esta toxina seria la causante de dafio renal e incrementaria

el riesgo de septicemia (12)

. La HlyA forma parte de la familia de las toxinas RTX, que se activan
mediante la acilacién post traduccional de dos residuos internos de lisina. Luego de secretada la
toxina al medio extracelular genera poros en la membrana de las células del huésped y de esta
manera libera nutrientes y otros factores necesarios para el crecimiento de la bacteria. (7,41, 42, 43)

Con respecto a la busqueda de resistencias a los antimicrobianos, se encontrd la mayor frecuencia
de resistencias en el grupo de los antibiéticos betalactamicos. Se encontrd una cepa con resistencia
a la gentamicina, representante del grupo de los aminoglucdsidos. Para las quinolonas, dos cepas
presentaron resistencias tanto a acido nalidixico como a ciprofloxacina. Cabe mencionar, las cepas
que presentaron resistencias a quinolonas y/o aminoglucdsidos, serian las que también
presentaron produccién de BLEE. Esto podria indicar una posible relacién entre resistencias a

diferentes grupos de antibidticos, lo cual se discute mas adelante.

Los mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos consisten en la modificacion enzimatica del
antibidtico, lo cual produce su inactivacién; la alteracion en la permeabilidad y la mutacién
ribosdmica que disminuye la afinidad por la subunidad 30S del ribosoma. Este ultimo mecanismo

(48)

estd demostrado para estreptomicina ™'. De todos, la modificacién enzimatica es el mecanismo
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mas frecuente. Existen tres tipos de enzimas inactivantes: acetiltransferasas (AACQ),
fosfotransferasas (APH) y nucleotidiltransferasas (ANT), y dentro de cada grupo existen diferentes
variantes %),

En un trabajo realizado en Uruguay ®) se encontro, para las tres especies mas frecuentemente
aisladas en infecciones urinarias procedentes de pediatria (E. coli, Proteus y Klebsiella), una
resistencia a gentamicina del 18,4%. En comparacién con el resultado obtenido en este trabajo
(3,3%) hay una diferencia, ya que fue inferior. Esta diferencia se observa también en resultados de

(44,95 por otra

otros trabajos y puede deberse a la diferencia entre las poblaciones del estudio
parte, resulta dificil de comparar cuando se estudian diferentes especies bacterianas, con
diferentes mecanismos de resistencia intrinsecos o adquiridos. Si solo se observa las cepas

(46, 47)

productoras de BLEE como hacen otros trabajos vemos que el porcentaje de resistencia a

aminoglucésidos aumenta al 33,3%. Esto puede indicar una relacién entre la produccién de BLEE y

la resistencia a otros grupos de antibidticos “n

. En relacion a amikacina, no existieron cepas
resistentes, comparandolo con los trabajos mencionados anteriormente, estos resultados son

similares.

Los mecanismos de resistencia a quinolonas son basicamente de dos tipos. Por alteracion del sitio
blanco y por alteracion de permeabilidad. Las alteraciones del sitio blanco se producen por
mutaciones a nivel cromosdmico, las cuales producen una alteracion en la ADN girasa,
principalmente en la subunidad A de la misma. Estas alteraciones generan cambios en la estructura
de la enzima y disminuyen la afinidad por el farmaco. Un cambio en la permeabilidad de la
membrana no solo confiere resistencia a quinolonas, sino también a otros grupos de antibidticos
(17)

En los ultimos anos se ha descrito un mecanismo de resistencia plasmidico y transmisible, que
consiste en la accion de una proteina que actuaria bloqueando el sitio blanco de accion. Esta

49 . ;. .
49 Otro mecanismo plasmidico descrito es la

(50)

proteina estaria codificada por el gen gnr

, una enzima capaz de
(51)

modificacion de las quinolonas por la acetiltransferasa AAC(6’)-Ib-cr
modificar aminoglucésidos y quinolonas, la cual ya ha sido reportada en Uruguay

En este trabajo se observd que los dos aislamientos de UPEC que presentaron resistencia a
qguinolonas, fueron resistentes a acido nalidixico y ciprofloxacina. Teniendo en cuenta que una
mutacion a nivel cromosémico del gen que codifica para la ADN girasa (que afecta la regiéon QRDR
de la enzima) le confiere a E. coli resistencia a acido nalidixico, solo basta con una segunda

39Y52) Ecta es una

mutacién para disminuir la sensibilidad o generar resistencia a ciprofloxacina
explicacién posible en cuanto a la resistencia a ambos antimicrobianos, pero ademds se observo
gue ambas cepas presentan también BLEE. En este caso, ambos mecanismos podrian estar ligados
en un plasmido que confiera resistencia a multiples grupos de antimicrobianos. Esto podria
probarse mediante la conjugacién del plasmido (en caso de que fuera conjugativo) a una cepa de E.
coli sensible a quinolonas y betalactamicos. Luego habria que probar si estos conjugantes al recibir
la informacién genética, ésta les proporciond resistencia a quinolonas y betalactamicos (produce

BLEE) o solo a uno de los dos grupos de antibioticos.
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En otros trabajos se plantea un aumento de la resistencia a quinolonas con el correr de los afios,
llegando a un 23% para ciprofloxacina 53 También ocurre algo similar que con los aminoglucdésidos,
donde el porcentaje de resistencia a quinolonas es mayor en cepas con BLEE, donde llega al 73%
@) En este trabajo, de las 30 cepas aisladas de UPEC, el 6,7% son resistentes tanto a acido
nalidixico como a ciprofloxacina. Si tomamos en cuenta solo las cepas con BLEE, el porcentaje de
resistencia es del 66,7%, valor similar al encontrado en la bibliografia. Este grupo de antibidticos
tiene un uso limitado en infecciones urinarias en nifios, debido a que podrian actuar a nivel de los

(59)

cartilagos de crecimiento Por lo tanto no se explica el alto porcentaje de resistencia a

guinolonas por presion selectiva.

Los mecanismos de resistencia a los betalactdmicos comprenden la producciéon de enzimas
hidroliticas, alteraciones de la permeabilidad, alteracion de la diana, y bombas de expulsién activa.
E. coli no presenta resistencias naturales a los betalactamicos; si bien posee una betalactamasa
cromosoémica de clase C de Ambler (AmpC) esta se expresa constitutivamente a muy bajo nivel por
carecer de los genes reguladores, por lo que no confiere en general resistencia alguna a los
betalactdmicos. El principal mecanismo de resistencia adquirida en enterobacterias es la
modificacion enzimatica del antimicrobiano. Esta se produce por la produccién de betalactamasas,
enzimas que hidrolizan el anillo betalactamico y que, por lo tanto, inactivan el antibidtico antes de
su unién a las PBP (penicillin binding proteins). La resistencia puede deberse a la adquisicién de
material genético mévil, como plasmidos, islas gendmicas, que a su vez porten transposones y/o
integrones; mediante conjugacién, transformacion o transduccién. Otros cambios pueden darse por
mutaciones en los genes cromosémicos del microorganismo, en la regién del promotor o en los
genes reguladores (52),

En este trabajo se estudio la resistencia a penicilinas, penicilinas en combinacidn de inhibidores,
cefalosporinas y carbapenems, encontrandose una gran variabilidad en cuanto a la resistencia a
dichos antibiodticos. Las penicilinas presentaron en el caso de ampicilina un 70% de resistencia,
siendo de todos los antimicrobianos el que presenta el mayor porcentaje de resistencia. En cambio,
si combinamos una penicilina con un inhibidor, el porcentaje disminuye briscamente. En el caso de
ampicilina/sulbactam, el porcentaje de resistencia es del 20% y de 10% para
amoxicilina/clavulanico. Esto indicaria que los inhibidores tienen un buen efecto sobre estas
betalactamasas.

En cuanto a las cefalosporinas, cefalotina una cefalosporina de primera generacién, dentro de las
cepas ensayadas se encontrd una resistencia del 23,3% ademas de un 53,3% con una disminucién
de la sensibilidad (intermedio). Si tomamos en cuenta las cepas resistentes y las que tienen
sensibilidad intermedia, el porcentaje es del 76,5%. Tres cepas fueron resistentes a cefuroxime
(10%). ElI 10% de las cepas fueron resistentes a cefotaxime, mientras que para ceftazidime solo un
aislamiento presentd sensibilidad disminuida. Para cefepime se encontré una sensibilidad
intermedia del 10%.
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De las treinta cepas, tres (10%) presentaron un test de sinergia positivo, lo cual evidencié la posible
presencia de BLEE. Son estas las cepas que presentan resistencia a cefuroxime, cefotaxime y
sensibilidad disminuida a ceftazidime y cefepime. Este porcentaje es alto considerando los pocos
aislamientos estudiados y al azar, lo que implica una incidencia importante de las BLEE en UPEC. Se
observan porcentajes mucho mayores de cepas productoras de BLEE, como en el trabajo de Xuan
Quin et al, donde el porcentaje de UPEC productor de BLEE es del 63,6%. También sefialan en este
trabajo que existido un aumento en las cepas de E. coli con hiperproduccion de AmpC, lo cual genera
un perfil de resistencia similar al de las BLEE, pero que también confiere resistencia a las
asociaciones con inhibidores, mientras que las cefalosporinas de cuarta generacién y los
carbapenems se mantienen activos y el test de sinergia con clavulanico es negativo ®4 En nuestro
caso no encontramos hiperproduccion de AmpC puesto que los 3 aislamientos resistentes a
cefalosporinas de 22 y 32 generacion dieron test de sinergia positivo (y por tanto corresponden a
BLEE).

Para la interpretacion del antibiograma, se observé el perfil de resistencia a todos los antibidticos.
De esta manera se pueden inferir los posibles mecanismos de resistencia que estarian actuando.
Comenzando por las cepas que solo poseen resistencias a ampicilina y cefalotina, podemos inferir
gue estaria actuando una betalactamasa clasica, o sea una betalactamasa plasmidica de clase A
(TEM-1, TEM-2 o SHV-1). Estas betalactamasas confieren resistencia a aminopenicilinas y
carboxipenicilinas, pero son inhibidas por los inhibidores de betalactamasas, como el acido
clavulanico y el sulbactam. En el caso de que exista una hiperproduccién de esta enzima, podria
originar resistencias a cefalosporinas de 12 y 22 generacién. Esto puede explicar porque las cepas
resistentes a AMP, son resistentes o con sensibilidad disminuida a KF.

Podemos observar diferencias entre los inhibidores de betalactamicos, viendo que AMC es mas
efectivo que SAM, ya que el porcentaje de resistencia es menor para AMC (AMC: 10% y SAM: 20%).

55 . .y
53 sy mecanismo de accién se da

Estos valores son similares a los encontrados en otros trabajos
mediante la unién en forma irreversible a la betalactamasa formando un complejo acil-enzima y
actuando como inhibidores “suicidas”, ya que en el proceso de unidn a la enzima se autodestruyen.
Como actuan en forma sinérgica con los betalactdmicos, permiten que estos actuen libremente,
mientras se unen a las betalactamasas. Actian con distinto grado de afinidad y se utiliza AMC como

un mejor predictor de sensibilidad (58],

Las cepas que producen betalactamasas resistentes a inhibidores, presentan resistencias a AMC y/o
a SAM. Estas betalactamasas derivan de las cldsicas, confieren resistencia a penicilinas y no son
sensibles a inhibidores. Se denominan IRT (inhibitor-resistent TEM mutant) ya que derivan de las
TEM ©7. La presencia de una de estas enzimas podria explicar la resistencia a los inhibidores de
betalactamasas. Algunas oxacilinasas como OXA-1, también confieren un fenotipo similar al de las
IRT, que se caracteriza por resistencia a aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas
siendo insensibles a la accidon de los inhibidores de betalactamasa de clase A como el acido
clavulanico.
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Por ultimo, las cepas que presentaron un test de sinergia positivo entre el AMC, CXM y CAZ, se
infirieron como cepas productoras de BLEE. Ademas de presentar resistencias a AMP, SAM y AMC,
presentaron resistencia a los antibidticos betalactdmicos de primera generacion (KF), de segunda
(CXM) y de tercera (CTX y CAZ). En este ultimo caso, se encontré mayor resistencia a CTX que a CAZ,
donde solo una cepa presentd sensibilidad intermedia. También presentaron una disminucién en la
sensibilidad a los betalactdmicos de cuarta generaciéon (FEP), con el cual también se observéd
sinergia entre los discos de FEP y AMC. El hecho de todas que presentaran mayor resistencia a CTX
que a CAZ demuestra que en este grupo de aislamientos predominan las cefotaximasas
(probablemente CTX-M), ya que se ha encontrado en otros trabajos el aumento en la incidencia de

. 46
las mismas ¢/

y particularmente en trabajos realizados con anterioridad en CHPR también son el
tipo de BLEE mas frecuente 60 No se puede dejar de lado la probabilidad de que pueda existir otro
tipo de BLEE, como TEM o SHV. Para comprobar la presencia de las BLEE y determinar a cual
corresponde, se tendria que acudir a técnicas moleculares, como la técnica de PCR y la
secuenciacion.

Las BLEE se caracterizan por ser capaces de inactivar todas las cefalosporinas, a excepcién de las
cefamicinas. Mantienen la sensibilidad a inhibidores y a carbapenems. Para su interpretacion se
debe tener en cuenta disminuciones de sensibilidad, presencia de sinergia entre cefalosporinas de
32 o 49 generacién con ac. clavulanico, los bordes irregulares de los halos de inhibicidn y las
resistencias asociadas a quinolonas y aminoglucdsidos. En este caso, vemos que las cepas con BLEE
presentan una asociacién con la resistencia a quinolonas y aminoglucésidos, donde se podria inferir
gue existe algun elemento genético mévil que aporta mecanismos de resistencia para diferentes
grupos de antibidticos. Existen otros trabajos que sustentan esta hipotesis (“47y58)

Los tres aislamientos que evidenciaron ser productores de BLEE provenian de pacientes internados,
esto coincide con lo observado en otro trabajo, en el cual se encontré que las cepas con BLEE son

mas frecuentes en pacientes internados, que en pacientes ambulatorios (60)

. Esto podria estar
relacionado con los factores de riesgo para la adquisicion de E. coli productora de BLEE en pacientes
hospitalizados. En un trabajo realizado en el CHPR se encontré que la adquisicién de cepas
productoras de BLEE se asocia a la hospitalizacién, la presencia de enfermedades graves y
exposicion previa a antibidticos (especialmente cefalosporinas de 32 generacion) “”). Estos factores
pueden ejercer presion selectiva, seleccionando cepas mas resistentes y con produccidon de BLEE. Si
bien no se tiene la informacion de la historia clinica de los pacientes, debemos tener en cuenta los

factores de riesgo mencionados anteriormente.

Por dltimo, en cuanto a las carbapenemasas, se clasifican segun Ambler en cuatro clases de acuerdo
a su estructura molecular (A, B, Cy D). A, Cy D son serinproteasas, enzimas cuyo centro activo es
una serina. Las B son metaloenzimas, donde los dtomos de Zn*" interactdan con un residuo de
cisteina y tres residuos de histidina en el sitio activo. Si bien no es en cepas de E. coli (ni en
pediatria) donde se encuentran con mayor frecuencia las carbapenemasas, tienen una gran
importancia en la microbiologia por su rdpida transmicién y la capacidad de generar
multirresistencias. En este trabajo no se observaron cepas con este tipo de betalactamasas.
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Conclusion

En este estudio, si bien el nUmero de cepas estudiadas es pequefio, al ser muestras tomadas al azar
en un corto periodo de tiempo, seria representativo de las UPEC que se encuentran en pediatria.
Dentro de este grupo se encontrd una alta incidencia de cepas de Escherichia coli productoras de
BLEE y con multirresistencia, donde una misma cepa es resistente a mas de un grupo de
antimicrobianos. Esto genera una gran preocupacién en el ambito de la pediatria al reducir el
espectro de antibidticos a utilizar y plantea un desafio, en cuanto a la creacién de posibles
estrategias de tratamiento. Para determinar qué tipo de BLEE hay en este grupo de cepas, el paso
siguiente seria la busqueda de genes mediante biologia molecular, en este caso por PCR.
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