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Fallo terapéutico por resistencia antibacteriana
intra-tratamiento, a proposito de dos casos clinicos

Luciana Robino, Nicolas Cordeiro, Virginia Garcia-Fulgueiras,
Inés Bado, Gabriela Algorta y Rafael Vignoli

Treatment failure due to acquisition of antibiotic
resistance: report of two clinical cases

Objective: We describe two cases of treatment failure due to intra-
treatment acquisition of antibiotic resistant microorganisms with the aim
of highlighting the possible molecular mechanisms by which treatment
failure occurred. Patients and Methods: We analyzed the clinical his-
tories and the isolates obtained from 2 patients, one with a urinary tract
infection (UTI) by E. coli, initially treated with cefuroxim (to which the
isolate was susceptible), and another with osteoarthritis (OA) treated
initially with meropenem plus vancomycin, developing K. pneumoniae
susceptible to meropenem. During treatment, in both patients, resistant
microorganisms were isolated, and empirical therapy was modified, ini-
tially with ceftriaxone and afterwards meropenem in case 1, and adding
amikacin in case 2. Both strains (per patient) were compared by PFGE
and resistance genes were sought by PCR. Results: Regarding the UTI,
the initial strain acquired an IncFIB SHV-5-producing plasmid. In the
OA case, the initial susceptible strain was substituted by a CTX-M-9
and AadB-AadA2-Aac(6’)Ib-producing K. pneumoniae.
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Introduccion

aquellas que presentan resistencia a cuatro o mas clases de antibac-
terianos') son un problema creciente en el mundo®”.

En Uruguay, en pacientes adultos hospitalizados, los antibacterianos
mas utilizados son los B-lactamicos*. En nifios, se comunicé un incremento
del consumo de aminoglucosidos y oxiiminocefalosporinas (cefuroximo,
ceftriaxona y ceftazidima)®.

El mecanismo de resistencia mas frecuente a las oxiiminocefalosporinas
es la inactivacion enzimatica mediada por B-lactamasas, fundamentalmente
las Blactamasas de espectro extendido (BLEE)®.

Este tipo de enzimas hidrolizan de modo variable las distintas oxiimino-
cefalosporinas, y son inhibidas por moléculas como el 4cido clavulanico,
sulbactam y tazobactam®. Ambas caracteristicas son utilizadas para el
diagnostico de BLEE en el laboratorio clinico, tanto en sistemas manuales
como automatizados’.

En Latinoamérica, recientemente se ha reportado que entre 12 y 24%
de Escherichia coli'y entre 50 y 60% de Klebsiella pneumoniae, aisladas a
partir de pacientes internados, son productoras de BLEE®.

Por otra parte, la resistencia a aminoglucosidos estd mediada prin-
cipalmente por la produccion de enzimas que modifican su estructura.

l as infecciones por enterobacterias multirresistentes (definidas como
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Dependiendo de la modificacion de la molécula, estas enzimas se denominan
adenilantes, acetilantes o fosforilantes de aminoglucosidos’. Los genes
que codifican para dichos mecanismos frecuentemente se encuentran en
elementos genéticos como integrones o trasposones, los cuales pueden
encontrarse a su vez en plasmidos con la capacidad de ser transferidos entre
bacterias mediante el fenomeno de conjugacion'’.

La eleccion de un agente antimicrobiano requiere considerar factores
como: patrones locales de resistencia; la identificacion del agente etioldgico
y su perfil de susceptibilidad; las caracteristicas del antimicrobiano (propie-
dades farmacocinéticas y farmacodinamicas, capacidad bactericida, espectro
de accion, concentracion en diferentes parénquimas o liquidos biologicos,
forma de administracion e intervalos); factores dependientes del huésped
(sitio de infeccion, protesis, estado de inmunidad) y el entorno en donde
se adquiere la infeccion'12,

Existen variados reportes sobre fallas de tratamiento antimicrobiano
inicial, debido a la resistencia primaria del agente infeccioso'>'*. Sin em-
bargo, existen escasas comunicaciones sobre el desarrollo de resistencia
antibacteriana intra-tratamiento's.

Presentamos dos casos de fallo terapéutico en nifios con infecciones
por enterobacterias, asociado a cambios de susceptibilidad antimicrobiana
intra-tratamiento; se caracterizaron los microorganismos y los mecanismos
moleculares de resistencia.

Pacientes y Métodos

Se analizaron las historias clinicas de dos nifios internados en una unidad
de cuidados intensivos (UCI). Se estudiaron dos cepas de E. coli (ITU1 e
ITU2) aisladas de un paciente con infeccion del tracto urinario (ITU) y dos
cepas de K.pneumoniae (OA1y OA2) obtenidas de liquido articular de un
paciente con osteoartritis. ITU1 y OA1 fueron aisladas al ingreso e I[ITU2
y OA2 durante la internacion.

La identificacion microbiologica y de presencia de BLEE se realizo en el
Laboratorio Central del Centro Hospitalario Pereira Rossell (CHPR), usando
el sistema automatizado Vitek®2 (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France). El
estudio de la susceptibilidad antibacteriana se realiz6 mediante la técnica
de Kirby-Bauer por difusion en disco y fueron interpretados siguiendo las
guias EUCAST!®.

La tipificacion molecular se realizo mediante electroforesis de campo
pulsado (EFCP)'” en el Departamento de Bacteriologia y Virologia de la
Facultad de Medicina, Universidad de la Republica. EI ADN cromosomico
fue digerido con 0,3 U/mL Xba I (Thermo Cientific, Lituania). La EFCP
fue realizada con CHEF DR-II (Bio-Rad) a 6 V/cm and 14°C con pulsos
de 2 a30-s por 18 h. Los fragmentos de ADN fueron visualizados mediante
tinciéon con bromuro de etidio. La relacion genética entre los aislados se
realiz6 utilizando los criterios de Tenover'®.

Lapresencia de genes de resistencia a oxiiminocefalosporinas, aminoglu-
cosidos, integrones y grupos de incompatibilidad plasmidica se estudiaron
con reaccion de polimerasa en cadena (RPC) y secuenciacion, utilizando
cebadores especificos'.

Caso 1

Escolar de 6 afios, portador de una insuficiencia renal cronica secundaria
aun reflujo vesicoureteral grado 5, bilateral, con hidroneftrosis y desnutricion
grave. Recibia profilaxis por ITU recurrentes con cotrimoxazol y tenia el
antecedente de exposicion a varios antibacterianos en los ltimos meses
(cefuroximo, ceftriaxona y ciprofloxacina).

Ingres6 a la UCI por una pielonefritis aguda e insuficiencia renal cro-
nica reagudizada. El urocultivo realizado al ingreso fue positivo a E.coli
(cepa ITU1) sensible a ampicilina, cefalotina, cefuroximo, ceftriaxona y
gentamicina; resistente a ciprofloxacina y cotrimoxazol (Tabla 1). Recibio
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tratamiento con cefuroximo iv 150 mg/kg/dia. Al sexto dia presentd una
sepsis de foco urinario. Se cambi6 tratamiento a ceftriaxona iv a 100 mg/
kg/dia previa toma de urocultivo. A las 48 h el paciente persistia febril. E1
urocultivo se informé con > 105 UFC/ml de E. coli (cepa ITU2) sensible a
imipenem, meropenem, amikacina y gentamicina; resistente a ampicilina,
cefalotina, cefuroximo, ceftriaxona, ciprofloxacina y cotrimoxazol (Tabla
1). Se inici6 meropenem iv 60 mg/kg/dia, con buena evolucion clinica y
urocultivo de control, intra-tratamiento, sin desarrollo bacteriano.

Tipificacion molecular y mecanismo de resistencia: Mediante EFCP
se confirmd que ambas cepas eran genéticamente indistinguibles (Figura
1). La cepa ITU2 presentaba una BLEE SHV-5 codificada en un plasmido
conjugativo del grupo IncFIB, ausente en la cepa ITUI.

Caso 2

Recién nacido de 17 dias, sin antecedentes perinatales a destacar. A los
11 dias de internacion en la UCI por una bronquiolitis por VRS presentd
fiebre, una flebitis en un brazo por una via venosa periférica y una tume-
faccion dolorosa, con rubor y calor en la segunda articulacion condrocostal
derecha. Con diagndstico de osteoartritis condrocostal se inicid tratamiento
antibacteriano empirico con meropenem 60 mg/kg/dia y vancomicina 40
mg/kg/dia durante 72 h. Los hemocultivos fueron positivos a Klebsiella
pneumoniae sensible a oxiiminocefaslosporinas, amikacina, gentamicina,
meropenem e imipenem (Tabla 1). Se suspendié vancomicina y continud
con meropenem durante 14 dias con negativizacion del hemocultivo al
7° dia de terapia. Mejoraron los signos locales pero continu6 febril y se
agrego limitacion a la rotacion de la cadera derecha. Con diagnostico de
probable osteoartritis coxofemoral se realizé puncion articular y drenaje
quirtrgico que dio salida a material purulento. En ese momento se agrego
amikacina 15 mg/kg/dia por el antecedente de K. pneumoniae aislada del
hemocultivo. Del cultivo del liquido articular se obtuvo K. pneumoniae
(cepa OA1) con el mismo perfil de susceptibilidad que la cepa aislada en
sangre. Dado que persistio febril, se realizaron aseos quirurgicos sucesivos
aislandose, a los 17 dias del primer aislado (OA1), K. pneumoniae (cepa
OA2) resistente a oxiiminocefalosporinas, amikacina y gentamicina (Tabla
1). Los hemocultivos realizados durante la evolucion fueron negativos,
manteniéndose el mismo esquema antibacteriano. Se realizo una evaluacion
inmunolégica que resultd normal. Luego de multiples aseos quirtrgicos,
35 dias de fiebre y 45 dias de tratamiento antibacteriano se dio de alta con
buena evolucion posterior.

Tipificacion molecular y mecanismo de resistencia: El analisis por
EFCP mostrd que las cepas OA1 y OA2 no estaban genéticamente rela-
cionadas (Figura 1).

A diferencia de la cepa OA1l, OA2 presentd el gen para la BLEE
CTX-M-9 en un plasmido IncHI1-HI2 no conjugativo. Adicionalmente
OA2 presentaba el gen aac(6°)1b, que confiere resistencia a amikacina y
un integron de clase 1 con los genes aadB-aadA2 en la region variable,
responsables de la resistencia a gentamicina.

Discusion

Las infecciones causadas por enterobacterias productoras de BLEE se
asocian a mayores tasas de fallo terapéutico, mortalidad y costos hospita-
larios®!. Los microorganismos resistentes reducen significativamente los
antibacterianos disponibles para su tratamiento, ya que los genes codifi-
cantes para BLEE generalmente se asocian con otros genes de resistencia
antibacteriana (aminoglucosidos, quinolonas, cotrimoxazol)®.

En el primer caso, el paciente presento fallo al tratamiento con oxiimi-
nocefalosporinas, dirigido a una cepa de E.coli susceptible in vitro. Esto se
explicaria por la adquisicion por parte de £.coli, de un plasmido conjugativo
portador del gen bla

SHV-5"
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Tabla 1. Valores de CIM (ug/ml) de las cepas de ITU y osteoartritis aisla-

das al inicio (ITU1 y OA1) y durante la evolucién (ITU2, 0A2)

AMP CRO M1 MEM AK GM CIP SXT
Caso 1 U1 4 <1 <1 <0,25 - <1 >4 >3320
U2 > 32 4 <1 <025 - <1 >4 > 320
Caso2 OA1 > 32 <1 <1 <025 <2 <1 <025 <2
OA2 >32 >64 <1 1 16 >16 <0,25 >320
AMP: ampicilina; CRO: ceftriaxona, IMI: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikaci-
na, GM: gentamicina, CIP: ciprofloxacina, TMP-SMX: cotrimoxazol.

Figura 1. Electroforesis en campo
pulsado. Andlisis de las cepas
de K.pneumoniae aisladas del
paciente con osteoartritis y de
E. coli aisladas del paciente con
ITU. Carril 1. K. pneumoniae
OAT1; carril 2: K. pneumoniae
OA2; carril 3: E. coli ITU1; carril
4: E. coli ITU2; carril 5: cepa de
referencia Salmonella enterica ser.
Braenderup H9812.

=
=

Recientemente comunicamos la deteccion de infecciones por ente-
robacterias productoras de BLEE en nuestra unidad®. Entre los factores
favorecedores de BLEE estan: el consumo previo de oxiiminocefalosporinas,
presencia de enfermedades crénicas de base, internacion en UCI en los
altimos 6 meses e infeccion nosocomial causada por enterobacterias®. Estos
factores predisponen tanto para las infecciones como para la colonizacion
digestiva con cepas portadoras de BLEE 22,

El primer caso presentaba como factores de riesgo una enfermedad
cronica de base y exposicion a multiples antibacterianos. Dado que la cepa
fue la misma constatada mediante EFCP y que la diferencia radicaba en la
adquisicion de un plasmido codificante de la BLEE SHV-5, se puede inferir
que la co-colonizacion digestiva de la cepa de E. coli en estudio y otras
enterobacterias productoras de BLEE habria permitido la transferencia de
resistencia a la cepa aislada en orina. Lamentablemente no contamos con
estudios de colonizacion digestiva que podrian confirmar nuestra hipotesis.

En el segundo caso, el paciente desarroll6 la cepa OA1 estando en trata-
miento con meropenem. Después de la adicion de amikacina desarroll6 una
infeccion por otra cepa de K. pneumoniae distinta a OA1, con resistencia
intermedia a aminoglucésidos y productora de BLEE (OA2), constituyendo
una infeccion asociada a la atencion de salud (IAAS).

Las enterobacterias productoras de BLEE ademas pueden desarrollar
resistencia a carbapenémicos por disminucién de la expresion de porinas®.
Por otro lado, meropenem alcanza bajas concentraciones en el liquido
sinovial y hueso®. Si bien ambas cepas (OA1 y OA2) eran sensibles a
meropenem, en éste caso el fallo terapéutico al antibacteriano podria deberse
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a sus propiedades farmacocinéticas-farmacodinamicas y no al perfil de
susceptibilidad del microorganismo. La eventual presencia de otros focos
oseos secundarios, producidos durante la siembra hematdgena inicial, y su
diagnostico y drenaje tardio pudieron ser causa de la lenta evolucion clinica
del paciente. Por otro lado, la presencia del gen aac(6°)-1b (que aumenta los
niveles de resistencia a amikacina) sumado a la presencia de pus en el sitio
de infeccion (que dificulta la accion del antibacteriano) explicarian la falla
terapéutica de los aminoglucdsidos. El éxito del tratamiento probablemente
se debid a los multiples aseos quirtirgicos del foco supurado mejorando la
actividad del antibacteriano en dicho sitio.

Si bien el éxito terapéutico antimicrobiano depende multiples factores
describimos dos situaciones diferentes de emergencia de resistencia anti-
bacteriana. En un caso por la adquisicion de un plasmido de resistencia
previamente ausente en la cepa infectante y en el otro por la sobreinfeccion
con otra cepa con un perfil de resistencia diferente al aislado inicial.

Resumen

Se describen dos casos de fallo terapéutico en nifios con infecciones por
enterobacterias, asociado a cambios intra-tratamiento de la sensibilidad a
antibacterianos con el objetivo de describir posibles mecanismos de falla
terapéutica con estudio molecular de los agentes infecciosos detectados.
Se analizaron las historias clinicas y las cepas de dos pacientes, uno con
infeccion urinaria por E. coli inicialmente tratado con cefuroximo (al cual
era sensible) y otro con osteoartritis tratado de forma empirica con mero-
penem-vancomicina con hemocultivos positivos a K. pneumoniae sensible
a meropenem. En la evolucion, ambos pacientes desarrollaron durante el
tratamiento una infeccion por microorganismos resistentes, cambidndose a
ceftriaxona y luego meropenem en el primer caso y agregando amikacina en
el segundo. Se compararon las cepas por electroforesis de campo pulsado
y se estudiaron mecanismos de resistencia por RPC. En el caso de ITU, la
cepa inicial adquiri6é un pldsmido IncFIB productor de la BLEE SHV-5.
En el caso de OA, la cepa sensible inicial fue sustituida por otra cepa de K.
pneumoniae productora de CTX-M-9, (dadB-AadA2), Aac(6’)1b.
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