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Enzymatic resistance to betalactams in uropatogenic Enterobacterales
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Resumen

El objetivo de este estudio fue detectarla presencia de betalactamasas de espectro extendido
y carbapenemasas en Enterobacterales uropatégenos adislados en el Hospital General “Isidro
Ayora”, Loja (Ecuador), durante el periodo diciembre 2017- julio 2018. De 323 cepas aisladas, 90
(27.86%) resultaron productoras de betalactamasas de espectro extendido y 6 (1,86%), fueron
positivas  para carbapenemasas; siendo Escherichia coli el microorganismo mds
frecuentemente productor de betalactamasas de espectro extendido (77,08%) y Klebsiella
pneumoniae de carbapenemasas (4,16%). Para las betalactamasas de espectro extendido, el
gen blacxm fue el mds frecuente (67,77%); seguido de blawem (61,11%) y finalmente, blasav,
(20,00%); mientras que, blakec se detectd en todas las cepas positivas para carbapenemasas.
El mayor porcentaje de aislamiento de bacterias portadoras de ambos tipos de
betalactamasas se obtuvo de pacientes ambulatorios (85,56%) en comparacion con los
hospitalizados (66,67%). Se detectd diferencia significativa entre estas enzimas debido al sexo,
fipo y servicio de atencién al paciente, tipo de betalactamasa de espectro extendido y
microorganismo (p < 0,05). Ninguna cepa resultd productora de ambos tipos de
betalactamasas. Existe una elevada frecuencia de cepas productoras de betalactamasas de
espectro extendido y una baja frecuencia de cepas productoras de carbapenemasas como
agentes uropatdgenos en la poblacién estudiada.

Palabras claves: Enterobacterales, infecciones urinarias, betalactdmicos, resistencia
betalactdmica, betalactamasas, Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos

Abstract

The objective of this study was to detect the presence of extended-spectrum betalactamases
and carbapenemases in uropathogenic Enterobacterales isolated in the General Hospital “lsidro
Ayora", Loja (Ecuador), during the period December 2017-July 2018. Of 323 isolated strains, 90
(27.86%) were extended-spectrum beta-lactamases producers and 6 (1.86%) were positive for
carbapenemases; Escherichia coli being the most frequently producing microorganism of
extended-spectrum beta-lactamases (77.08%) and Klebsiella pneumoniae of carbapenemases
(4.16%). For extended-spectrum betalactamases, the blacxm gene was the most frequent
(67.77%); followed by blarm (61.11%) and finally, blaswy, (20.00%); whereas, blakec was detected
in all the carbapenemase positive strains. The highest percentage of isolation of bacteria
carrying both types of beta-lactamases was obtained from outpatients (85.56%) compared to
hospitalized patients (66.67%). Significant difference between these enzymes was detected due
fo sex, type and patient care service, type of extended-spectrum beta-lactamase and
microorganism (p < 0.05). Neither strain produced both types of beta-lactamases. There is a high
frequency of strains producing extended-spectrum beta-lactamases and a low frequency of
strains producing carbapenemases as uropathogens in the studied population.

Keywords: Enterobacterales, urinary tract infections, betalactamics, betalactamic resistance,
betalactamases, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
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Intfroduccién

La infeccién del tracto urinario (ITU) se considera la
enfermedad infecciosa mds prevalente a nivel global (4],
estimdndose que ocurren 150 millones de casos mundiales
por afo @ y constituye una de las razones mds comunes
de consulta médica y prescripcion de antibidticos ©). Los
miembros del orden Enterobacterales (nueva designacion
taxondmica de la familia Enterobacteriaceae) © son
responsables de hasta el 70% de las ITU (67, siendo
causadas, principalmente, por Escherichia coli (E. coli) y
Klebsiella pneumoniae 28, afectando por igual a
pacientes hospitalizados y de la comunidad “),

Normalmente, las ITU se fratan con diferentes clases de
antibidéticos como cotrimoxazol, nitrofurantoina, P-
lactdmicos, B-lactdmicos/inhibidores de B-lactamasas y
fluoroquinolonas . Sin embargo, datos recientes revelan
que los uropatdégenos se han vuelto resistentes a la
mayoria de los antibidticos convencionales 4210, En los
Ultimos anos, el problema se ha agravado debido a la
aparicién de las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) @), Estas son enzimas bacterianas que hidrolizan
oximino-cefalosporinas y confieren resistencia a las
cefalosporinas de amplio espectro y aztreonam (27,
Aungue las BLEE son, generalmente, inhibidas por el dcido
clavuldnico, sulbactam y tazobactam, la susceptibilidad
a estos inhibidores de B-lactamasas ha disminuido (2. En
consecuencia, las enterobacterias que albergan BLEE son
un problema global con limitadas opciones de
tratamiento disponibles (219, Las BLEE se agrupan en
cuatro clases A, B, C y D. Los tipos cefotaximasa (CTX-M),
Temoniera (TEM) vy sulfhidrilo variable (SHV) son BLEE de
clase A (1), Los genes responsables de la produccién de
BLEE surgen por mutacién puntual en el sitio activo de las
B-lactamasas anteriores (p. €]., enzimas TEM-1 y SHV-1), y
generalmente, estdn mediados por plasmidos ). Ademds,
las bacterias gramnegativas BLEE-positivas, a menudo,
portan genes que confieren altos niveles de resistencia a
muchos otros antibidticos (por ejemplo, fluoroguinolonas y
aminoglucédsidos) (3,

Los carbapenemes son los antibidticos p-lactdmicos
mds efectivos contra aislamientos productores de BLEE (11),
La resistencia a estos antibidticos se debe a diversos
mecanismos, tales como: hiperproduccién o desrepresion
de B-lactamasas de clase C de Ambler (Amp C B-
lactamasas) o BLEE con pérdida o alteracién en las
porinas de la membrana externa (disminuciéon de la
permeabilidad), sobreexpresion de bombas de eflujo,
alteraciones en las proteinas de unién a penicilina (PBP) y
produccién de enzimas hidroliticas, denominadas
carbapenemasas (CBP) (1213) Diferentes enzimas como
IMP  (carbapenemasa activa sobre imipenem), VIM
(metalo B-lactamasa codificada por el integrén Veronal),
NDM  (New Delhi metalo-p-lactamasa), OXA-48
(Oxacilinasas hidrolizantes de carbapenemes) y KPC (K.
pneumoniae carbapenemasa) son la razén principal de
la hidrdlisis de casi todos los antibidticos p-lactdmicos y la
mayoria de ellas son resistentes a los inhibidores de p-
lactamasas y las sulfonas ©1415) | amentablemente, el uso
de los carbapenemes debe restringirse, considerando la
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aparicién de organismos resistentes 14, Se requieren con
urgencia, alternativas de fratamiento para dliviar la
presion selectiva sobre esta clase de PR-lactdmicos (16),
Actualmente, la alternativa mds frecuentemente utilizada
incluye tratamientos con B-lactdmicos en combinacién
con inhibidores de p-lactamasas, cefamicinas, cefepime
y aminoglucdsidos (4816.17),

La prevalencia creciente de BLEE, principalmente en E.
coli y K. pneumoniae en las décadas de 1980 y 1990,
contribuyd al aumento en el consumo de carbapenemes
12), La experiencia implica que el retraso en su
administracidon en pacientes en riesgo conduce a pobres
resultados clinicos. Por lo tanto, estos antibidticos se
convirtieron en herramientas vitales en el tratamiento de
infecciones graves adquiridas en la comunidad o
relacionadas con la asistencia sanitaria. A pesar de la
gran dependencia de estos agentes, la resistencia a
carbapenemes en Enterobacterales, fue rara hasta la
década pasada 1213, Las cepas uropatdgenas resistentes
a B-lactdmicos, productoras de BLEE y/o CBP, se han
convertido en una preocupacion mundial 48216 En
consecuencia, la comprensibn de los factores que
afectan su prevalencia y difusién de la resistencia a los
antimicrobianos puede proporcionar informacion  Util
sobre estrategias para ralentizar la propagaciéon de la
resistencia y generar mejores alternativas de tratamiento
empirico (1¢),

La epidemiologia y los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana varian considerablemente de una region
a otra. Por lo tanto, el andlisis de la informacidn local es
esencial para la evaluacion de tendencias a lo largo del
tiempo y como reflejo de la situacidn nacional en
comparaciéon a la data internacional. Adicionalmente, el
conocimiento de los perfiles de resistencia mds relevantes
de las principales bacterias uropatdégenas es de suma
importancia en la seleccién de la terapia antimicrobiana
mds adecuada B17),

En Ecuador, las bacterias productoras de BLEE
corresponden mayoritariamente a E. coli recuperadas de
orina, representando mds de la mitad de los aislamientos
(18), habiéndose reportado en el ano 2012, el primer
agislamiento de K. pneumoniae productor de CBP,
confirmando la presencia de este mecanismo de
resistencia en el pais 19, Sin embargo, en la localidad de
Loja, no existe informacién sobre la prevalencia de los
genes que codifican BLEE y CBP en Enferobacterales
uropatdégenos. Por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion  fue  detectar fenofipicamente, la
produccién de BLEE y CBP en Enterobacterales
productores de ITU y describir los perfiles genéticos de
estas enzimas, verificando si existen variaciones de
acuerdo a la edad, sexo, tipo y servicio de atenciéon al
paciente de origen de las cepas y de acuerdo al tipo de
microorganismo productor de dichas enzimas.
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Métodos

Tipo y disefo de investigacion: la presente es una
investigacion cuantitativa, observacional, no
experimental, descriptiva, de campo, fransversal vy
prospectiva (29),

Poblacién y Muestra: el estudio se llevé a cabo en el
laboratorio clinico del Hospital General “Isidro Ayora” y
laboratorio de la Universidad Nacional de Loja, ubicado
en el Cantdn Loja, (Provincia Loja, Ecuador). Este hospital
posee 254 camas y atiende una poblacion de
aproximadamente 141.000 beneficiarios directos e
indirectos. El universo para la presente investigacion
estuvo compuesto por 926 especimenes de orina con
solicitud de urocultivo para diagndstico de ITU que fueron
recibidos en el laboratorio del hospital durante el periodo
del estudio (diciembre 2017 —julio 2018), de los cuales, 396
se consideraron positivos. (N= 396). A partir de estos, se
aislaron 323 cepas de Enterobacterales uropatdégenos, de
las cuales 96 (29.72%) cumplieron con los criterios de
inclusién y exclusidén considerados en esta investigacion
(n=96).

Criterios de inclusion y exclusion: se seleccionaron
todas las cepas de Enterobacterales resistentes a
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion y/o
carbapenemes aisladas de los urocultivos provenientes
de pacientes atendidos en el laboratorio del referido
cenfro de salud durante el periodo de esftudio, sin
distincibn de sexo, edad, ftipo de localizacion
(ambulatorio u hospitalizado) y deparfamento de
atencidn del paciente. En la investigacion no se tomaron
en cuenta uropatdégenos distintos a Enterobacterales, ni
tampoco microorganismos de este grupo que resultaran
sensibles a los betalactdmicos en las pruebas fenotipicas.

Cultivo, aislamiento e identificacion bacteriana: las
muestras de orina fueron inoculadas en placas de agar
MacConkey y agar sangre usando el método del asa
calibrada (0,01 ml). Después de 18-24 h de incubaciéon en
aerobiosis a 37°C, se contd el niUmero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), y se consideraron
significativas aquellas muestras con contajes =2 10> UFC/ml
de orina. Las colonias de los microorganismos aislados en
contaje significativo fueron identificadas utilizando el
sistena automatizado  VITEK®2  (BioMérieux, Inc.,
Hazelwood, MO, EE. UU.), empleando las tarjetas de
reactivos colorimétricos GN (para la identificacién de
bacilos gramnegativos fermentadores de la glucosa), las
cuales fueron empleadas siguiendo el procedimiento
indicado en el manual hasta obtener el reporte generado
por el equipo.

Deteccidn Fenotipica de BLEE: la deteccion fenotipica
de BLEE se redlizd6 mediante el método de doble disco,
utilizando un disco de amoxicilina/dcido clavuldnico
(AMC) (30/10 ug) y. alrededor de éste, discos de
cefotaxima (CTX) (30 pg) y ceftazidima (CAZ) (30 ug).
ubicados a 2,5 cm del disco de AMC. Las cepas que
mostraron sinergia con el disco de AMC fueron
confirmadas mediante el método de discos combinados,
empleando discos de CTX (30 ug) y CAZ (30 ug) solas y de
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ambas  cefalosporinas combinadas  con  dcido
clavuléanico (10 ug). De acuerdo con los lineamientos del
Instituto para la Estandarizacién de Laboratorios Clinicos
(CLSI) 2, el incremento del halo de inhibicién = 5 mm en
los discos con dcido clavuldnico en contraste con el
producido por las cefalosporinas solas fue considerado
positivo. Para el control de calidad, se utilizaron las cepas
E. coli ATCC® 25922 y K. pneumoniae ATCC® 700603 como
controles negativo y positivo, respectivamente.

Deteccidn fenotipica de CBP: la deteccidon fenotipica
de CBP se realizd mediante la prueba de inhibicion de
carbapenémicos y la sinergia de meropenem (MEM, 10
ug) frente a la variacién del halo de MEM/d&cido fenil-
bordnico (APB) y MEM/dcido etilen-diamino-tetra-acético
(EDTA) 21, Para el control de calidad, se utilizaron las
cepas K. pneumoniae ATCC®-1705 y BAA-1706, como
controles positivo y negativo, respectivamente.

Deteccidn genotipica de la produccién de BLEE y CBP:
las cepas que resultaron fenotipicamente positivas para la
produccién de BLEE y/o CBP fueron remitidas al Instituto
Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI),
Cuenca (Ecuador) para la deteccidén, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR) de
fipo convencional, de los genes bla (cix, sHv, TEm, KPC, IMP, VIM,
NDM Y oxa) de acuerdo a protocolos previamente
establecidos (22),

Técnica de recoleccion de la informacioén: se utilizd
una ficha epidemiolégica para el registro de la
informacién de las cepas en relacién con la edad y sexo
del paciente de origen, tipo de paciente [ambulatorio
(AMB) u hospitalizado (HOS)], servicio de atencién al
paciente, emergencia (EME), consulta externa (CE),
servicios de hospitalizacién [medicina interna (M), cirugia
(CIR), unidades de cuidados intensivos (UCI) vy
neonatologia  (NEO)], género y especie del
microorganismo aislado en el urocultivo vy, finalmente, la
produccién o no de BLEE y/o CBP mediante métodos
fenotipicos y genotipicos.

Andlisis estadistico: para el andlisis estadistico de la
informacién se utilizd el paquete estadistico para Ciencias
Sociales, versidn 25 (IBM® SPSS® Statistics para Windows
25.0, Armonk, NY, EE. UU., IBM Corp.), utilizando para las
variables categdricas, las pruebas chi cuadrado de
Pearson (frecuencia esperada > 5) o exacta de Fisher
(frecuencia esperada < 5), segun fuese necesario. Las
proporciones enconfradas para los diferentes fipos de
BLEE fueron comparadas mediante la prueba de
Cochran. Valores de p < 0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Aspectos bioéticos: esta investigacion se realizd
tomando en cuenta los aspectos bioéticos y las normas
de bioseguridad, en el marco de la normativa de salud y
leyes que rigen en el Ecuador (23, El protocolo del estudio
se llevd a cabo conforme con la Declaracion de Helsinki
(24), Este fue un estudio no intervencionista, con ninguna
investigacion adicional a los procedimientos rutinarios. El
material bioldgico se utilizdé solo para el diagndstico
microbioldgico estandar, siguiendo las prescripciones de
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los médicos. No se redlizd muestreo adicional ni
modificacion del protocolo diagndéstico de rutina. La
informacion fue analizada utilizando una base de datos
andénima. Sin embargo, se obtuvo el consentimiento
informado de los pacientes o sus representantes, segun lo
senalado por las pautas éticas internacionales para la
investigacion relacionada con la salud en seres humanos
de la Organizacion Panamericana de la Salud 23; se
obtuvo la autorizacién del Departamento de Docencia e
Investigacion del Hospital “Isidro Ayora” y del Comité de
Etica del Hospital de SOLCA (aprobacién del
consentimiento informado) vy, del Laboratorio del
Programa de Referencia Nacional de Resistencia a
Antimicrobianos del INSPI para la ejecucién del estudio.

Resultados

Durante el periodo de estudio, el laboratorio clinico del
Hospital General “Isidro Ayora” recibid 926 muestras de
orina aptas para cultivo a partir de las cuales, se
determind que 396 eran positivas en ellas se aislaron 323
cepas de Enterobacterales, 1o que corresponde a una
frecuencia de 81,57% para este orden bacteriano como
agente productor de ITU. Del total de cepas aisladas que
exhibieron fenotipos de resistencia a los B-lactédmicos
compatibles con la presencia de BLEE y/o CBP, 90 (93,75%)
resultaron productoras de BLEE y 6 (6,25%) fueron positivas
para CBP.

Los resultados muestran a E. coli como el
microorganismo mds frecuentemente productor de BLEE
(74; 82,22%); seguido de K. pneumoniae (13; 14,44%);
Proteus mirabilis (2; 2,22%) y Klebsiella oxytoca (1; 1,11%),
en ese orden. Ninguna cepa de Citrobacter freundii
resulté productora de BLEE. Entre las cepas productoras
de CBP, el 66,66% de los aislamientos correspondié a K.
pneumoniae (4); uno a K. oxytoca (16,67%) y uno a C.
freundii (16,67%). No hubo produccién de CBP en P.
mirabilis (Figura 1).

La distribucion de los genes codificantes para
produccién de BLEE y CBP de acuerdo con las
caracteristicas de los pacientes de origen, tipo de
microorganismo y fipo de betalactamasa, se resume enla
Tabla 1. La edad promedio de los pacientes para las
cepas productoras de BLEE fue de 58,42 anos, con un
rango de 0 — 98 anos y una desviacién estdndar (DS) = +
23,27 anos. Las cepas BLEE positivas se recuperaron,
principalmente, en pacientes con edades entre 61 y 80
anos (28 casos; 31,11%); en segundo lugar de frecuencia
se encontré el grupo entre 41 y 60 afos (24 cepas; 26,66%);
a continuacién el grupo con edades superiores a los 81
anos (17 aislados; 18,89%); observdndose una frecuencia
de 17,78% (16 cepas) en el grupo con edades oscilando
entre 21 y 40 anos y, se detectaron con menor frecuencia
en el grupo de menores de 20 anos (5 aislamientos; 5,56%).
Para las cepas productoras de CBP, la edad promedio de
los pacientes de origen fue de 80 anos, con un rango de
49 — 95 anos y una DS = + 18,50 anos. Cuatro aislamientos
(66,66%) de las cepas positivas correspondian a pacientes
con edades superiores a 81 anos; obteniéndose un
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aislamiento (16,67%) para el grupo de 41 a 60 anos y uno
para el de 61 a 80 anos (16,67%).

l-w.h—_

Figural. Betalactamasas de  Espectro  Extendido vy
Carbapenemasas en Enterobacterales Uropatdégenos. Hospital
General “Isidro Ayora”. Loja, Ecuador (Diciembre 2017-Julio 2018)
(n=96)

En relacion al sexo, 68 pacientes femeninas (75.56%)
portaban cepas productoras de BLEE, en comparacion a
22 pacientes masculinos (24,44%), lo cual representa un
radio mujer/hombre de 3,01. La mayor proporcién de
cepas positivas para CBP correspondid a pacientes
masculinos (83,33%) y solo un caso (16,67%) se obtuvo a
partir de una paciente femenina, equivalente a un radio
hombre/mujer de 5,00. Las diferencias enconfradas en la
frecuencia de BLEE y CBP de acuerdo al sexo del paciente
resultaron estadisticamente significativas (p < 0,05);
mientras que, para el grupo etario no se encontraron
diferencias desde el punto de vista estadistico (p > 0,05).

Las cepas productoras de BLEE fueron detectadas
principalmente en pacientes AMB (provenientes de los
servicios de EME y CE) con 77 casos (85,56%); en contraste
con 13 casos en pacientes HOS (14,44%). De igual manera,
la produccién de CBP fue mds evidente en cepas aisladas
de pacientes AMB (4 aislamientos; 66,66%); observdndose
la positividad de la PCR en 2 cepas recuperadas de
pacientes HOS (33,34%), las diferencias observadas en la
frecuencia de estas enzimas entre pacientes ambulatorios
y hospitalizados no resultaron significativas (p > 0,05)

Cuarenta y una de las cepas BLEE positivas procedian
de pacientes vistos en la EME (45,56%); 36 (40,00%) de
pacientes que acudieron a CE; 9 (10,00%) fueron
atendidos en el departamento de CIR; 3 (3,33%)
correspondian a pacientes recluidos en la UCly 1 (1,11%)
del servicio de NEO. Cabe destacar, que los pacientes
AMB portadores de cepas productoras de CBP fueron
atendidos en el departamento de EME (66,66%); mientras
que, las cepas aisladas de pacientes HOS
correspondieron una (16,67%) a la UCI y una (16,67%) all
servicio de M. Las variaciones en la frecuencia de las
enzimas hidrolizantes de P-lactdmicos estudiadas de
acuerdo al servicio de atencién al paciente resultaron
estadisticamente significativas (p < 0,05).

Kasmera 49(2):249234109. 2021
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Todas las cepas que resultaron fenotipicamente
resistentes a los P-lactdmicos evaluados portaban al
menos, un determinante genético de resistencia. De
manera individual, el gen blacmxwm fue el mdas prevalente
con 61 casos (67,77%); seguido de blarem presente en 55
aislamientos (61,11%) y finalmente, blasuv, presente en 18
cepas (20,00%) del total de cepas BLEE positivas. Destaca
que la mayoria de las cepas portaban uno solo de los
determinantes genéticos de BLEE investigados en este
estudio (52 aislamientos que corresponden al 57,78% del
total); mientras que, en 38 casos (42,22%), se demostrd la
presencia de multiples genes para la produccién de BLEE.
La asociacion entre blacix-my 1em) s& encontré en 29 cepas
(32,24%); la presencia conjunta de blacrx-m/sHviem) se
detectd en 6 casos (6,66%); los genes blagemy sHv) pudieron
apreciarse en 2 casos (2,22%) y sdlo una cepa (1,11%)
portaba en simultdneo, los genes blactx-m y sHv). Por su
parte, la totalidad de cepas productoras de CBP
portaban Unicamente, el gen blakec. Ninguna cepa
resulté simultdneamente productora de BLEE y CBP.

Para las BLEE y CBP se encontrdé asociacion
estadisticamente significativa de acuerdo al tipo de
microorganismo productor y al tipo de enzima (p < 0,05);
mientras que, para las CBP, no se pudo determinar
asociacién estadistica por tipo de enzima ya que la
produccién fue una constante.

Discusion

El andlisis de los resultados obtenidos en esta
investigacion demostréd un 81,57% de Enterobacterales
productores de ITU; observacién distinta a los reportes
consultados ), que expresan un 27,43% de frecuencia
relativa para estos uropatdbgenos. Sin embargo, algunos
investigadores (6102¢), detectaron una mayor frecuencia
comprendida entre 68,40% y 77,21%. Estos hallozgos
sustentan la afirmacién que, los miembros del orden
Enterobacterales continban siendo los patdgenos
responsables de la mayoria de las [TU, tanto en la
comunidad como en el dmbito hospitalario (2610 y que, la
aparicién de una ITU depende, esencialmente, de
factores anatdmicos, la integridad de los mecanismos de
defensa del hospedero y la virulencia de los organismos
infectantes (),

Aunqgue la prevalencia de las bacterias productoras
de BLEE y/o CBP es un problema mundial, la distribuciéon
geogrdfica puede variar segun los paises e instituciones
(817), De acuerdo con los hallazgos de esta investigacion,
el 27,86% de los Enterobacterales aislados como agentes
causales de ITU, resulté productor de BLEE, valores
parecidos a los reportados en la literatura, segin los
cudles, la tasa de aislamiento de cepas BLEE positivas en
los pacientes con ITU es de 22,00% en Europa; 31,00% en
América del Sury 67,00% en Asia (22), De la misma manera,
el 1,86% de las cepas evaluadas resultd productor de CBP.
Aunqgue la prevalencia de Enterobacterales productores
de CBP sigue siendo poco comuUn en enfornos
comunitarios, se encontrd un alto grado de variabilidad
enfre los estudios, con proporciones que oscilan entre el
7.70% vy el 29,50% a nivel mundial (1227); habiéndose
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sugerido que la orina puede ser una fuente importante de
microorganismos productores de BLEE y CBP 812.27),

Las diferencias observadas en la produccion de BLEE
y/o CBP, probablemente, reflejan las diferentes politicas
de uso de antimicrobianos y control de infecciones
empleadas en las diversas dreas geogrdficas (2830,
Diferentes estudios muestran un incremento de las tasas
de BLEE y CBP en Suramérica y Asia en comparacion con
Europa y Norteamérica, corroborando los valores aqui
reportados 831-34) La prevalencia de estos patdégenos en
la poblacién puede ser consecuencia del mayor uso de
antibiéticos de amplio espectro como los carbapenemes,
tanto con fines terapéuticos como profildcticos (24, El uso
de antimicrobianos ejerce presidn selectiva sobre el
microbioma normal, lo que conduce a la aparicidén de
cepas productoras de este tipo de enzimas (24, El
desarrollo de la resistencia también se ve facilitado por la
adherencia incompleta a las pautas de fratamiento
antimicrobiano, un fendmeno comiUnmente observado
entre los pacientes (24,

El alto grado de varigbiidad en términos de
prevalencia geogrdfica, tipo y fuente de aislados,
patrones de resistencia, puede ser un reflejo de relaciones
culturales/tradicionales. Ademds, la diferencia en la
poblacién objetivo, el tamano de la muestra y la
variabilidad metodoldgica podrian traer variaciones en la
prevalencia de las BLEE y CBP, destacando la urgencia de
desarrollar  programas nacionales de  vigilancia,
fundamentales para establecer la trascendencia de las
cepas resistentes (12.33),

E. coli ha sido considerada como el principal
uropatdégeno bacteriano representando entre el 75 vy el
90% de los aislados bacterianos en pacientes con ITU;
seguida, generalmente, por Klebsiella spp. (1-4211.1617.26) Sy
predominio es consistente con estudios similares realizados
internacionalmente  (1-62:111617.26)  No obstante, en
contraste con las afirmaciones de Abujah y col. B y Baizet
y col. &), en esta investigacion, la tasa de deteccién de
BLEE entre Klebsiella spp. es significativamente menor que
entre los aislados de E. coli; pues, las cepas de E. coli
expresaron mds frecuentemente la produccién de BLEE
(77,08%) que las cepas de K. pneumoniae (13,54%) y K.
oxytoca (1,04%). La proporcion de Proteus spp.
productoras de BLEE (2,08%) es comparable a la
reportada por otros autores, la cual oscila entre el 1 vy el
3.00% (¢); ninguna cepa de este género resultd CBP
positiva.

En algunos informes se ha referido que las especies de
Citrobacter y Enterobacter son los terceros patdgenos
mds comunes enlas ITU (5,37); mientras que, en ofros, estos
microorganismos son aislados con menor frecuencia que
Proteus spp. @8); en esta investigaciéon, se detectd un
pequeno porcentaje mayor de aislamientos de P. mirabilis
sobre C. freundii, y no hubo aislamientos de especies de
Enterobacter. La produccién de CBP ha sido detectada
mas frecuentemente en Klebsiella spp., y Citrobacter spp.,
tal como lo evidencian los resultados obtenidos; sin
embargo, la literatura refiere también que, la produccion
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Tabla 1. Betalactamasas de Espectro Extendido y Carbapenemasas en Enterobacterales uropatdgenos. Hospital General “Isidro Ayora” Loja, Ecuador (Diciembre 2017-Julio 2018) (n=96)

TIPO DE BLEE (n=90)

Caracteristica TOTAL

Sexo No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) 0,002* No. (%) No. (%) 0,002*
Femenino 17 (25,00) 16 (23,53) 7 (10,29) 21 (30,89) 1(1,47) 1(1.,47) 5 (7,35) 68 (75,56) 1 (100,00) 1(16,67)

Masculino 8 (36,34) 2 (9.09) 2 (9.09) 8 (36,34) 1(1.47) 1(4,55) 1(4,55) 22 (24,44) 5 (100,00) 5 (83,33)

Grupo etario 0,375 NS 0,375 NS

< 20 anos 0 (0) 3 (60,00) 1 (20,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (20,00) 5 (5,56) 0 (0) 0 (0)
21-40 anos 3(18,75) 3 (18,75) 2 (12,50) 8 (50,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 16 (17,78) 0 (0) 0 (0)
41-60 anos 12 (50,00) 4 (16,67) 1(4.17) 5 (20,83) 0 (0) 0 (0) 2(7.14) 24 (26,66) 1 (100,00) 1(16,67)
61-80 anos 7 (25,00) 2 (7,14) 5(17.,86) 8 (28,57) 1(3,57) 2 (7.14) 3(10,72) 28 (31,11) 1 (100,00) 1(16,67)

> 81 anos 3 (17.65) 6 (35,29) 0 (0) 8 (47.,06) 0(0) 0 (0) 0(0) 17 (18,89) 4 (100,00) 4 (66,66)

Tipo de paciente 0,217 NS 0,217 NS
Ambulatorio 20 (25,97) 17 (22,08) 8(10,39) 24 (31,17) 1(1,30) 2 (2,60) 5 (6,49) 77 (85,56) 4 (100,00) 4 (66,66)
Hospitalizado 5 (38,45) 1(7.70) 1(7.70) 5 (38,45) 0(0) 0 (0) 1(7.70) 13 (14,44) 2 (100,00) 2 (33,34)

Servicio de atencion 0,001* 0,001*
Emergencia 10 (23,26) 10 (23,2¢) 6 (13,97) 13 (30,23) 1(2,32) 1(2.32) 2 (4,64) 43 (47,78) 4 (100,00) 4 (66,66)

Consulta Externa 9 (27,28) 7 (21,21) 2 (6,06) 11 (33,33) 0 (0) 1(3,03) 3 (2.09) 33 (36,67) 0 (0) 0 (0)
Cirugia 4 (50,00) 1(12,50) 1(12,50) 2 (25,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 8 (8.89) 0 (0) 0 (0)
Medicina Interna 2 (100,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2,22) 1 (100,00) 1(16,67)
ucCl 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (100,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3(3,33) 1 (100,00) 1(16,67)
Neonatologia 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100,00) 1(1,11) 0 (0) 0 (0)

Microorganismo 0,000* 0,000*-
E. coli 25(33,78) 16 (21,62) 2 (2,70) 26 (35,14) 1(1,35) 0(0) 4(541) 74 (82,22) 0 (0) 0 (100,00)

K. pneumoniae 0 (0) 1(7.70) 6 (46,16) 2 (15,38) 0 (0) 2(15,38) 2 (15,38) 13 (14,44) 4 (100,00) 4 (66,66)
K. oxytoca 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(1.11) 1 (100,00) 1(16,67)
P. mirabilis 0 (0) 1 (50,00) 1 (50,00) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (2,22) 0 (0) 0 (0)
C. freundii 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (100,00) 1(16,67)

Total 25 (27,79) 18 (20,00) 9 (10,00) 29 (32,22) 1(1.11) 2 (2,22) 6 (6.66) 90 (100,00)

6 (100,00) 6 (100,00)
Tipo de BLEE - -

0,000*

BLEE: B-lactamasa de Espectro Extendido, CBP: Carbapenemasa, NS: No significativo (p > 0,05); *: estadisticamente significativo (p < 0,05)
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de CBP por Enterobacter spp. es comuin (1217.39-43),
afirmacién que no se corresponde con las observaciones
de este estudio ya que no se recuperaron cepas de
Enterobacter spp. como productoras de ITU

Estudios previos identificaron al sexo masculino como
factor de riesgo para ITU ocasionadas por
microorganismos productores de BLEE y/o CBP; hallazgo
que, posiblemente, se deba a la naturaleza de las ITU en
estos pacientes, ya que estas infecciones en los hombres
se asocian a factores que aumentan el riesgo de
desarrollo de infecciones por estas cepas, tales como:
enfermedades subyacentes y multiples episodios de
tratamiento antimicrobiano previos (34); mientras que, otros
senalaron al sexo femenino como un factor de riesgo
(37.3844)  Ante este dilema, los resultados obtenidos
manifiestan una prevalencia mds elevada de cepas BLEE
positivas en pacientes femeninas, coincidiendo con
reportes que también percibieron una alta frecuencia de
estos microorganismos recuperados a partir de mujeres
(37.38), En cuanto a las CBP, la situacion observada fue
completamente opuesta, con la mayoria de las cepas
provenientes de pacientes masculinos (82.44],

Segln Almomani 'y col. 43, los pacientes pedidtricos (<
18 anos de edad), presentan una mayor tasa de
incidencia de ITU por cepas BLEE; afirmacion que
contradice los descubrimientos de esta investigacion, en
la que, el menor nUmero de cepas productoras de BLEE
correspondié a este grupo etario; aunque la edad no
resultéd significativa en la prevalencia de las cepas BLEE.
Observaciones similares fueron realizadas por Fatimay col.
(4¢), de acuerdo a las cuales, la produccién de BLEE fue
estadisticamente insignificante entre los diferentes grupos
de edad, con una alta prevalencia en los grupos de 16 a
30 anos (34,60%); 31 a 45 anos (37,50%) y 46 a 60 anos
(30,00%). A diferencia de las cepas BLEE, las cepas
productoras de CBP provenian casi en su totalidad del
grupo etario mds longevo, concordando con
observaciones previas que muestran predominio de estas
cepas en pacientes con edades promedio de 76,40 anos
(44), tal cual se encontrd en esta investigacion, donde la
edad promedio de los pacientes de origen fue de 80 anos.

Desde la década de 1980, la incidencia de infecciones
debidas a organismos productores de BLEE se ha
generalizado en todo el mundo, fanto en enfornos
hospitalarios como comunitarios. Inicialmente, estos
organismos se consideraron nosocomiales y en su
mayoria, eran aislados de pacientes hospitalizados (32),
Esto sugiere que, un mayor consumo de antibidticos y
antisépticos en entornos hospitalarios, resulta en mayores
niveles de cepas resistentes a los antibidticos en
comparacion con las provenientes de pacientes
ambulatorios; por lo que, el control de infecciones en los
hospitales podria disminuir la aparicién de bacterias
productoras de BLEE vy, posteriormente, reducir su
propagacién a la comunidad (3, No obstante, con el
tiempo, los organismos BLEE positivos se propagaron
répidamente ala comunidad y se informan cada vez con
mayor frecuencia en entornos ambulatorios y
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comunitarios, tal cual se detecta en esta investigacion

Coincidiendo con informes de la creciente frecuencia
de organismos productores de BLEE en pacientes
ambulatorios, en este estudio, la mayoria de las cepas se
aislaron de este entorno (884542) Este contexto sugiere una
propagacién importante de estas enzimas en la
comunidad, incluso si las infecciones no son adquiridas
por completo en la comunidad y podrian correlacionarse
con visitas a hospitales o centros de salud (8), Diferentes
factores pueden explicar la rdpida propagacién de
cepas productoras de BLEE en el entorno comunitario,
como la adquisicién de estos microorganismos a partir de
alimentos, contacto persona a persona por parte de
portadores fecales, contacto con animales domésticos
y/o salvajes portadores de cepas BLEE, vigjes
internacionales, aguas residuales urbanas, aguas
potables contaminadas, asi como su deteccidén en el
ambiente hospitalario que pueden comportarse como

reservorios y probables fuentes de transmision comunitaria
(45,49)

Apoyado por el hecho que los pacientes
hospitalizados admitidos en UCI son especialmente
propensos a desarrollar infecciones por microorganismos
productores de CBP debido a la presencia de organismos
alfamente resistentes disponibles en el ambiente y la
presidén selectiva sobre ellos debido al uso excesivo de
antibiéticos, Eshetie y col. 89, sefalan que todos los
aislados productores de carbapenemes provenian de
pacientes hospitalizados. Sin embargo, en incongruencia
con estas afirmaciones, los resulfados de esta
investigacién muestran un mayor porcentaje de cepas
productoras de CBP en pacientes AMB, atendidos en el
departamento de EME, descubrimiento que debe ser
cuidadosamente considerado; pues, su ocurrencia
presagia una posible propagacion de carbapenemasas
en la comunidad 2, Con las CBP siguiendo un modo
genético de transmisidn similar al de las BLEE, corresponde
considerar el endemismo de las BLEE en muchos paises
como una senal de alerta temprana para el probable
aumento de la propagacion de la resistencia a
carbapenemes en la comunidad. (17),

Debido a que la gran mayoria de las ITU son
ocasionadas por cepas que forman parte del microbioma
fecal propio del paciente (533), |la elevada frecuencia de
cepas productoras de BLEE causantes de ITU en este
estudio, posiblemente, se deba a la alta prevalencia de
colonizacién fecal por estas cepas en la poblacion,
lamentablemente, el estado de portador fecal de cepas
productoras de BLEE no fue investigado en este estudio.
Igualmente, se ha descrito que, la colonizacion intestinal
por cepas productoras de CBP es, generalmente, un
requisito previo para la infeccién; aunque a la fecha, se
desconoce en gran medida qué porcentaje de pacientes
colonizados progresard a una infeccion activa (1Z),

La mayoria de las cepas productoras de BLEE (85,56%)
provenia de pacientes atendidos en el servicio de EME y
CE; mientras que en el caso de las productoras de CBP,
provenia sélo de EME; sin  embargo, existen
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investigaciones que reportan a los miembros del orden
Enterobacterales productores de BLEE y/o CBP,
principalmente, en salas de MI, CIR y UCI con 62,70%;
21,30% vy 10,70%, respectivamente (244, Las diferencias
entre estos resultados pueden ser reflejo de una estancia
hospitalaria mds prolongada, admisién en la UCI y al uso
inapropiado y excesivo de antibidticos en dichas
investigaciones (23814.1527-32.39.44.49) Los aislados
provenientes de servicios donde son comunes los
tfratamientos invasivos, como los servicios previamente
sefalados, se asocian constantemente con las tasas mds
bajas de susceptibilidad antimicrobiana y, es conocido
que la apariciéon de cepas productoras de BLEE y/o CBP
en zonas de alto riesgo del hospital, como las ICU, ha
incrementado significativamente suU frecuencia

mayor frecuencia de BLEE y/o CBP en los servicios de
atencién ambulatoria, evidencia la difusién generalizada
de estos organismos en el entorno comunitario 4, Por lo
tanto, la administracion de la terapia empirica adecuada
para las infecciones producidas por estos
microorganismos constituye un gran desafio en la
actualidad (8249,

La caracterizacidon  molecular de los genes
codificantes para la produccion de p-lactamasas es
esencial en los estudios epidemiolégicos y en el
tratamiento de los brotes (321, En esta investigacién, todas
las cepas que resultaron fenotipicamente positivas para
BLEE y/o CBP portaban al menos, un determinante
genético de resistencia, resultados que sugieren una alta
correlacién entre las pruebas fenotipicas y genotipicas,
aspecto previamente comentado en la literatura (83:3847),
En los resultados, se revelaron diferentes tipos de BLEE: CTX-
M, TEM y SHV, resultando el gen blacrx-m, el determinante
de la enzima mds predominante, en concordancia con
los informes globales (31531.32344647.49-53) No obstante, a
diferencia de lo descrito por algunos autores, el segundo
en frecuencia fue el gen blaem y no bla swv £132); aunque
este hallazgo ha sido reportado con anterioridad (1534.50.51),
Estas observaciones confirman que la distribucion de los
genes BLEE y/o CBP estudiados es muy variada
dependiendo de la regidn, el pais y el ano del aislamiento
de las cepas (1723139, Las BLEE de tipo CTX-M se han
extendido por todo el mundo. El incremento en la
diseminacién de este gen, fendmeno que inicid a
mediados de los anos 1990 y es actualmente conocido
como la pandemia CTX-M 4, en particular, ha sido
facilitado por cepas bacterianas altfamente virulentas
portadoras de pldsmidos epidémicos (23),
Frecuentemente, estas cepas se han asociado a
infecciones comunitarias y portan, junto con blacrx-m, otros
determinantes de multirresistencia, incluyendo genes de
resistencia a fluoroquinolonas, trimetoprim/sulfametoxazol
y aminoglicdsidos, lo cual constituye un problema ya que
los plasmidos transportadores pueden, y de hecho son,
fransferidos de un organismo a otro mediante procesos de
conjugacion “%38), No se conoce con certeza la
justificacion de por qué las cepas portadoras del subtipo
CTX-M predominan en las ITU; pero se ha propuesto que,
este tipo de cepas pudiera manifestar un elevado
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potencial de diseminacidon debido a un porcentaje
superior de transmisién de su pldsmido de resistencia, o
alguna prerrogativa ecoldgica sobre los restantes subtipos
de BLEE, que le habilitan para subsistir en distintos nichos
ambientales (34),

Por otra parte, en cuanto a las CBP, todas las cepas
resultaron portadoras de blakec, corroborando que esta
enzima se ha hecho endémica en América, sur de Europa,
Israel y China; mientras que, blanom, se ha convertido en
endémica en el norte de Europa y la regidon de Asio-
Pacifico, en particular el Reino Unido vy la India (2, En
contraste con los hallazgos de esta investigacion, Daoud
y col 7], seRalan a blaoxa 4 como la CBP mds frecuente y
Abdelghany y col. 12, quienes destacan a blanom en esta
posicion.

Curiosamente, en concordancia con ofros estudios a
nivel mundial, los resultados obtenidos muestran que dos
o mds genes de BLEE pueden coexistir en la misma cepa
(331.47.52) Efectivamente, el 32,24% de las cepas probadas
albergaba las fres enzimas BLEE investigadas; mientras
que, la mayoria de las cepas (57.78%) portaban
solamente un gen de resistencia. Aungue esto no afecta
las estrategias de tratamiento, albergar mds de un gen de
enzimas BLEE hace que la diversidad de portadores de
genes de resistencia sea considerablemente mayor (47), En
las CBP, en los Ultimos anos, se han notificado casos de
mUltiples carbapenemasas en el mismo aislamiento de
Enterobacterales (3254); sin embargo, no fue el caso en
esta investigacién. En incongruencia con los reportes de
Mahrach y col. 4, que reflejan un 2,00% de cepas
productoras de CBP asociadas con la produccién de
BLEE; en esta investigacién ninguna cepa resultd
productora simultdnea de los dos tipos de p-lactamasas.

Aunque blakee es la CBP mds comuin en todo el
mundo, se ha demostrado que blanom €s mds promiscua
(1232.54)  Gran parte del aumento de la resistencia a
carbapenemes se ha atribuido a la répida propagacion
de determinantes genéticos transmitidos por pldsmidos
que codifican PR-lactamasas. Aunque no todas estas
enzimas confieren resistencia a los carbapenémicos,
muchas son capaces de hidrolizar todos los antibidticos B-
lactdmicos (1Z2). Con las CBP tras un intercambio genético
similar mediado por pldsmidos como en el caso de las
BLEE, se ha hecho un llamamiento a una mayor
investigacién sobre la propagacion de las cepas
productoras en enfornos comunitarios debido a la
naturaleza altamente fransmisible de los elementos
genéticos que codifican para CBP 8175455 E| control de
la aparicién de CBP es crucial para limitar su propagacion;
la deteccidon de pacientes portadores de estas enzimas
debe conducir al establecimiento de precauciones
institucionales y ambientales orientadas a evitar o
disminuir su transmisién (14),

Este estudio presenta algunas limitaciones. En primer
lugar, debido a la imposibilidad de acceder a los registros
médicos de los pacientes individuales infectados, no se
pudo evaluar la correlacion entre la existencia de factores
de riesgo relevantes y enfermedades subyacentes
(aparte de la edad, sexo y estado de hospitalizacion del
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paciente). Segundo, podria existir un riesgo de sesgo de
seleccién, ya que se describe la frecuencia de ITU vy la
produccién de BLEE y/o CBP en un centro de atencion
secundaria que, generalmente, brinda atencién a
pacientes con enfermedades mds graves o
enfermedades subyacentes. En tercer lugar, es un estudio
realizado en un solo centro, por lo que se podria limitar la
aplicacion de ciertas conclusiones en la poblaciéon
general.

En conclusion, los resultados obtenidos reflejan una
elevada frecuencia de cepas BLEE positivas y una baja
frecuencia de cepas productoras de CBP como agentes
uropatdgenos en la poblacién estudiada. El control de la
resistencia a los antimicrobianos, especialmente a los p-
lactdmicos, es extremadamente importante para el
establecimiento de la terapia empirica de las ITU. En este
sentido, el andlisis de la expresidbn fenotipica de dicha
resistencia asociada con caracteristicas genotipicas es
importante  para  sustentar los enfoques clinico-
microbioldgicos a fin de mejorar las estrategias para limitar
la aparicion y diseminacién de cepas bacterianas
multirresistentes.  Ademds, dada la promiscuidad
microbiana, la propagacién de bacterias productoras de
BLEE y/o carbapenemasas, es una informacion relevante,
no sélo para los sistemas de vigilancia, sino también para
evaluar, la dindmica de circulacidn de estos
microorganismos y plantear estrategias de contencién y
uso racional de la quimioterapia empirica.
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