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RESUMEN

Objetivo: Investigar la resistencia a colistina mediada por el gen MCR-1 y
antimicrobianos de uso frecuente en cepas de Escherichia coli aisladas de
diferentes muestras del afio 2014 al 2017 en el Hospital San Martin de Porres
del tropico de Cochabamba.

Material y Métodos: Estudio descriptivo correlacional, transversal,
retrospectivo y no experimental en el que se aplicd una ficha de recoleccion
de datos sobre muestras con E. coli en los que se busco é identifico el gen
MCR-1

Resultados: La media fue de 21,9 afios de edad y los menores de 10 afios de
edad ocupan el 51 %; el 71 % de las muestras corresponden al sexo femenino.
La mayor proporcion de muestras provienen de orina con el 49 %, y de heces
fecales con un 44,3 %. EI 52 % de los casos exhiben algun tipo de resistentes,
34 % son resistentes mediante betalactamasas de espectro extendido, un 16
% para espectro ampliado y un 2 %. con resistencia a otros antibiéticos.

La frecuencia de resistencia a betalactamasas en el sexo Femenino es de 59
% y en el Masculino de 29 % el Chi? fue 14,5 (p = 0,0001) y e OR = 3,57 (IC:
1,82 — 7,00); En los de 40 afios y mas esta resistencia es de 70 % y en los
menores de 40 afios de 44 % el Chi? fue de 8,66 (p = 0,003) y el OR = 2,90
(IC: 1,40 - 6,00)

De 192 muestras procesadas en 3 de ellas se observé Escherichia coli
resistente a colistina portadoras del gen MCR-1, lo que representa el 1,6 %.
en dos se presenta ademas resistencia por Betalactamasas de espectro
extendido. Los tres son del sexo masculino. Un caso se presento el afio 2016,
y dos el afio 2017. Una muestra fue de trasudado pos operatorio de muslo,
otra secrecion de pared y el Gltimo de heces fecales.

Conclusiones: La frecuencia de resistencia de la E. coli a los antimicrobianos
es alta y se demostro la circulacion del gen MCR -1

Palabras clave: Resistencia de Escherichia coli a colistina mediada por el
genMCR-1



Introduccioén

La creciente resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema
candente, que de no combatirse a tiempo puede comprometer la salud de las
generaciones. Los microorganismos resistentes han aumentado dramética y
exponencialmente en las Ultimas décadas como consecuencia del uso y abuso
de antibiéticos. La resistencia antimicrobiana ya no es solamente un dilema
médico, sino una amenaza global que requiere, para su control, una accién
coordinada de muchos y diferentes actores e instituciones. (1)

Yi-YunLiu et.al. en diciembre del 2015 informaron la identificacién del gen de
resistencia a la colistina mediada por plasmido MCR-1 en China. Observaron
que las Enterobacteriaceae positivas para mcr-1 estaban presentes en la
carne de animales de venta al por menor y en pacientes con infeccion durante
los afios 2011-2014. (2)

En la década del 90, la colistina resurge como una opcién de tratamiento de
dltima linea para los patdégenos gran negativos multiresistentes, incluyendo a
carbapenémicos, tales como Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y
Pseudomona aeruginosa, responsables de infecciones asociadas a la atencion
de salud con alta morbilidad y mortalidad.

Hasta hace pocos afios atrds, la resistencia a la colistina obedecia,
principalmente, a mutaciones en los genes cromosomicos causantes de
modificaciones en el lipopolisacérido de la pared bacteriana, el sitio de accion de
este antibidtico. El descubrimiento del gen mcr-1 mediado por plasmidos, en el
2015 en China, constituye una emergencia en la actualidad al ser la primera
evidencia de la transferencia horizontal de elementos genéticos moviles
(plasmidos) que confiriera resistencia a la colistina. Esto resalta la importancia
de mejorar la vigilancia mundial ya que las bacterias pueden compartir y
diseminar facilmente dicha resistencia.

Las polimixinas se emplean en animales de granja para prevenir infecciones y

promover su crecimiento. Por ello es importante que la vigilancia de la



propagacion del gen mcr-1 no se limite Unicamente a la medicina humana, sino
gue también abarque al &mbito de la medicina veterinaria. El uso de polimixinas
en la cria de animales ha favorecido la aparicion del plasmido de resistencia a la
colistina. En ese sentido, es urgente que el uso de este antibidtico sea limitado
al tratamiento de animales afectados clinicamente.

El tratamiento dirigido de los pacientes con infecciones causadas por bacilos
gran negativos multiresistentes es una tarea ardua, pues ha de recurrirse a un
escaso numero de antibidticos que, a menudo, son mas toxicos y posiblemente
menos eficaces que R-lactdmicos y fluoroquinolonas. En términos generales, se
recomienda la utilizacion de al menos dos farmacos activos o con actividad
sinérgica in vitro, tanto porque varios estudios observacionales han asociado
esta estrategia con mejores desenlaces clinicos, como en un intento de evitar la
emergencia ulterior de resistencia. (3)

En el trépico de Cochabamba el perfil de enfermedades infecciosas y la
resistencia al tratamiento con antimicrobianos tienen como factores de riesgo el
uso inadecuado de antibidticos tanto en personas como en animales, y es
frecuente que se administren sin supervision de un profesional, en este contexto
también es importante tomar en cuenta la poblacion extranjera que visita esta
region, por lo que en este estudio se busca identificar la resistencia a colistina
mediada por el gen MCR-1 y antimicrobianos de uso frecuente en cepas de
Escherichia coli aisladas de diferentes muestras del afio 2014 al 2017 en el

Hospital San Martin de Porres del tropico de Cochabamba.



1. CAPITULO: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Los primeros datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sobre la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos indican que los niveles de
resistencia a algunas infecciones bacterianas graves son elevados tanto en los
paises de ingresos altos como en los de ingresos bajos.

El nuevo Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
de la OMS, harevelado la presencia generalizada de resistencia a los antibiéticos
en muestras de 500000 personas de 22 paises en las que se sospechaban
infecciones bacterianas.

Las bacterias resistentes mas frecuentes fueron: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de
Salmonella spp. ElI Dr. Marc Sprenger, Director de la secretaria para la
resistencia a los antimicrobianos de la OMS, sefala que: el informe confirma la
grave situacion que representa la resistencia a los antibidticos en todo el mundo.
Asi mismo, explica que estamos comprobando que algunas de las infecciones
mas frecuentes y peligrosas son farmacorresistentes. Lo que resulta mas
preocupante es que estos patdgenos no respetan las fronteras nacionales. Por
esta razon, la OMS anima a todos los paises a establecer buenos sistemas de
vigilancia para detectar la farmacorresistencia, que pueden proporcionar datos al
sistema mundial. (4)

La mas reciente preocupacion en términos de resistencia es la relacionada a la
colistina en bacilos Gram negativos que ya se ha reportado en diferentes paises
de América Latina, Estados Unidos, Corea del Sur, Italia, Grecia, Arabia Saudita,
entre otros paises.

A nivel nacional aun no se realizaron estudios sobre este tipo de resistencia

mediada por el gen MCR-1



El sitio geografico donde se encuentra el Hospital San Martin de Porres es la
zona tropical del departamento de Cochabamba sitio turistico, a 169 km de la
misma, en la carretera nueva a Santa Cruz, en la localidad llamada Ibuelo.

Es un Hospital de atencion matero infantil de segundo nivel acreditado,
administrado por la congregacién catélica Dios es amor, trabaja como hospital
de convenio con la subalcaldia de Shinahota, ofreciendo servicios a través de
SUS (seguro universal de salud) a nifios menores de cinco afios, mujeres
embarazadas y al adulto mayor.

El Hospital cuenta con 37 camas, atendiendo con las siguientes
especialidades: Ginecologia/obstetricia, Pediatria y medicina general, el
promedio mensual de pacientes que acuden a consulta externa es de 1250
individuos

La zona tropical de Cochabamba tiene tres hospitales de segundo nivel y
muchos de primer nivel y sin embargo solo el Hospital San Martin de Porres
cuenta con laboratorio de microbiologia, razon por el que todo diagnostico
microbiolégico de la zona se refiere al laboratorio del Hospital San Martin de
Porres, por lo que la demanda para cultivos y antibiogramas es alto
realizandose un promedio por afio de 950 pruebas, con demanda mayor en
urocultivos, seguido de secreciones, coprocultivos, hemocultivos, etc.

La bacteria que con mayor frecuencia se aisla es la Escherichia coli, sobre
todo en urocultivos, seguida de Staphylococcus sp.en lesiones en piel, y otros.
Siendo la Escherichia coli una de las bacterias que porta el gen MCR-1, se
desconoce que la bacteria portadora del gen este circulando en el tropico
cochabambino, por lo tanto, se formula el siguiente problema.

Campo: Medicina

Area: Microbiologia

Tema: Resistencia antimicrobiana a colistina mediada por el gen MCR-1 en
cepas de Escherichia coli del Hospital San Martin de Porres tropico
Cochabamba 2014 — 2017



1.2. Formulacién del problema

¢ Existe resistencia a colistina mediada por el gen MCR-1 y antimicrobianos de
uso frecuente, en cepas de Escherichia coli aisladas de diferentes muestras
en el Hospital San Martin de Porres del trépico de Cochabamba en el periodo
2014 - 20177

1.3. Objetivos
Objetivo general

Identificar la resistencia a colistina mediada por el gen MCR-1 vy
antimicrobianos de uso frecuente, en cepas de Escherichia coli aisladas de
diferentes muestras en el Hospital San Martin de Porres del tropico de
Cochabamba en el periodo 2014 - 2017.

Objetivos especificos

e Determinar en la poblacién estudiada la resistencia a colistina y
antimicrobianos frecuentes segun edad, sexo, afio de registro y tipo de
muestra.

¢ Identificar los mecanismos de resistencia de E. Coli a los antibioticos
mas frecuentes y su relacion con la edad y sexo de los pacientes

e Conocer la frecuencia de resistencia a colistina mediada por el gen
MCR-1 en cepas de Escherichia coli y las caracteristicas

epidemioldgicas de los pacientes infectados
1.4. Justificacion de la investigacion

La importancia de conocer la presencia del gen MCR-1, en bacterias como la
Escherichia coli agente patdégeno, aislado frecuentemente de las infecciones
urinarias, gastrointestinales y de otras patologias, radica en poder conocer si
en nuestro medio se tiene la bacteria portadora del gen circulando, ya que su

presencia confiere a la bacteria la resistencia a colistina, y que el mismo se



encuentra localizado en elementos genéticos maviles (plasmidos) extendiendo
asi la resistencia horizontal a otras bacterias.

Esto es preocupante, ya que en la practica clinica se considera la colistina uno
de los Ultimos y a veces Unico agente efectivo, para el tratamiento de bacterias
con resistencia a multiples antibioticos (beta lactamicos) como los portadores
de carbapenemasas (KPc, NDM, OXA-48, etc.).

Lo que también acentla esta investigacion, es que este gen emergio no solo
asociado a pacientes hospitalizados multitratados, si no en pacientes de la
poblacién en general en cuyas muestras se aislaron el gen MCR-1
principalmente en Escherichia coli. Se ha sugerido que la fuente probable de
estas nuevas “superbacterias” seria el consumo intensivo de
colistina/polimixinas en la crianza de animales para la produccion de
alimentos.

La presente investigacion, ayudara a llenar el vacio de conocimiento frente a
este gen MCR-1 en nuestra region y pais, debido a que este tipo de
investigacion no ha sido publicada ni difundida en nuestro pais.

A nivel mundial, desde que se lanz¢ la alerta del hallazgo de mcr-1 a fines de
noviembre del 2015 en China rapidamente encendi6 la alarma en todo el
mundo y se inicié la busqueda de este gen en cepas de coleccion con
resistencia a colistin. A la fecha, se ha confirmado mcr-1 en cuatro continentes:
América, Europa, Africa y Asia.

En nuestro continente en paises que circundan al nuestro como Brasil, y
Argentina, Pera reportaron hallazgos de este gen en cepas de coleccion
retrospectiva, demostrando su presencia desde el afio 2012

La investigacion que se desarrolla en la tesis esta basada en la identificacion
de gen MCR-1 por métodos fenotipicos sencillos como el de pre difusion y
doble disco por la inhibicion del EDTA, los mismos ayudaran para que Ssu uso
sea posible en los laboratorios de diagndstico microbiolégico como practica

diaria en busca de la resistencia mediada por el gen MCR-1



Ante esta realidad se expondra los resultados a autoridades de salud, para
tomar las medidas mas aconsejables, como se esta realizando en casi todos
los continentes debido a la multirresistencia bacteriana frente a los
antimicrobianos, siendo una alerta mundial de salud que afecta a todo ser
humano.

Por lo mencionado anteriormente se considera importante identificar a las
cepas de E.coli portadoras del gen MCR-1 debido al alto riesgo

epidemiolégico, para la poblacion en general.
1.5. Viabilidad.

Esta investigacion es viable debido al incentivo de investigar la situacién actual
en la que se encuentra el Hospital San Martin de Porres frente al problema de
resistencia a uno de los antibiéticos considerados de Ultimo recurso, a pesar
de que no hubo ninguna ayuda financiera de institucion alguna, los insumos y
reactivos estan disponibles en las importadoras comerciales de la ciudad de

Cochabamba, los mismos fueron financiados por el propio investigador.

Presupuesto
e Agar Mueller Hinton 850 bs
e Tabletas de Pre difusion 1000 bs

e Discos de colistin para antibiograma 320 bs
e Sal deshidratada de EDTA Disodico 50 bs
e Hisopos estériles 160 bs
e Otros 35 bs

Asi mismo se realiz6 la solicitud a la direccidén de Hospital San Martin de Porres
para la realizacion en el laboratorio de microbiologia la identificacion, del gen
MCR-1 en Escherichia coli de la bacterioteca de cepas aislada durante el
periodo del 2014 al 2017 en un tiempo aproximado de 6 meses, tiempo

necesario para procesar las mismas.



2.  CAPITULO: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En el afilo 2015, el Gen mcr-1, que confiere resistencia a la colistina, fue
descubierto en China y posteriormente identificado en otros paises como
Vietnam, Estados Unidos, Dinamarca, Alemania, Italia y Espafia, que acarrea
el riesgo de resistencia combinada colistina-carbapenemes.

En un estudio, realizado por Yang Wang (Beijing Advanced Innovation Center
for Food Nutrition and Human Health, College of Veterinary Medicine, China
Agricultural University, Beijing, China), los autores introducen el tema
afirmando que el gen mcr-1 confiere resistencia transferible a la colistina. Las
Enterobacteriaceae mcr-1-positivas (MCRPE) han atraido considerable la
atencion médica, mediatica y politica; sin embargo, hasta el momento los
estudios no se han aproximado a su repercusion clinica. En el trabajo se
describe la prevalencia de MCRPE en las infecciones y portadores humanos,
la asociacion clinica de la infeccion por Escherichia coli mcr-1-positiva
(MCRPEC) y los factores de riesgo para los portadores de MCRPEC.

El estudio se llevé a cabo en dos hospitales de Zhejiang y Guangdong. Se
realizd una evaluacion transversal retrospectiva de la prevalencia de infeccién
por MCRPE a patrtir de aislados de bacterias Gram negativas recogidas en los
hospitales desde 2007 a 2015 (estudio de prevalencia). También se realizé un
estudio retrospectivo de casos y controles de los factores de riesgo de
infeccion y mortalidad después de la misma, usando todos los MCRPEC de
aislados de infeccion y una muestra aleatoria de infecciones por E. coli mcr-1-
negativo de una coleccidon retrospectiva entre 2012 y 2015 (estudio de
infeccién). También se realiz6 un estudio prospectivo de casos y controles
para evaluar los factores de riesgo para portadores de MCRPEC en frotis
rectales de enfermos hospitalizados con MCRPEC y mcr-1 negativos,
recogidos entre mayo y diciembre de 2015, en comparacion con los aislados

mcr-1 negativos de obtenidos de hisopos rectales de enfermos hospitalizados



(estudio de colonizacién). Las cepas se analizaron para determinar la
resistencia a los antibidticos, tipificacion de plasmidos, y analisis de
transferencia, y sus relaciones.

Los investigadores identificaron 21621 aislados no duplicados de
Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. y Pseudomona aeruginosa de 18698
enfermos hospitalizados y 2923 voluntarios sanos. De 17498 aislados
asociados con la infeccion, mcr-1 se detecto en 76 (1%) de 5332 cepas de E.
coli, 13 (<1%) de 348 Klebsiella pneumoniae, una (<1%) de 890 Enterobacter
cloacae y una 1% de 162 Enterobacter aerogenes.

Para el estudio de la infeccién, se incluyeron 76 aislados de E. coli mcr-1
positivos y 508 aislados mcr-1-negativos. En general, la infeccion por
MCRPEC se asoci6 con el sexo masculino (209 [41%)] frente a 47 [63%], p =
0.011), inmunosupresion (30 [6%)] frente a 11 [15%] p = 0.011 ) y el uso de
antibioticos, particularmente los carbapenemes (45 [9%] frente a 18 [24%], p
= 0.002) y fluoroquinolonas (95 [19%] frente a 23 [30%] p = 0.017), antes del
ingreso al hospital.

Para el estudio de colonizacién, se seleccionaron 2923 frotis rectales de
voluntarios sanos, de los cuales 19 fueron MCRPEC y 1200 frotis rectales de
enfermos, de los cuales 35 fueron MCRPEC. El uso de antibiéticos antes del
ingreso hospitalario (p <0.0001) y el hecho de vivir junto a una granja (p = 0.03,
prueba univariable) se asociaron con los portadores de MCRPEC en 35
enfermos en comparacion con 378 con colonizacion por E. coli mcr-1 negativo.
Mcr-1 pudo ser transferido entre las bacterias a frecuencias altas (10! a 103),
y los tipos de plasmido y MCRPEC tipo MLSTs (multi-locus secuencia) fueron
mas variables en Guangdong que en Zhejiang.(5)

En un segundo estudio publicado, por Jingjinng Quan (Department of
Infectious Diseases, Sir Run Run Shaw Hospital, College of Medicine, Zhejiang
University, Hangzhou, China), se recogieron aislados clinicos de
Escherichiacoli y Klebsiella pneumoniae de enfermos con bacteriemia en 28

hospitales de China, luego se analizd la resistencia a la colistina por
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microdilucion en caldo y la presencia del gen mcr-1 por amplificacion de ADN
(PCR).

Los aislados MCR-1 positivos se sometieron a genotipificacion, pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos y analisis de datos clinicos. Se establecio la
localizacion génica del MCR-1 con hibridaciéon por Southern blot, y se
analizaron los plasmidos que contenian MCR-1 con filtro de apareamiento,
electroporacion, y secuenciacion del ADN.

El nimero total de aislados fue de 2066: 1495 deE. coli y 571 de K.
pneumoniae. De los 1495 E. coli aislados, 20 (1%) fueron mcr-1-positivo,
mientras que se detectd sO6lo MCR-1 (<1%) positivo entre los 571 K
pneumoniae. Todos los aislados de E. coli y K. pneumoniae positivos para
MCR-1 fueron resistentes a la colistina, con valores de CMI 4-32 ug/ml,
excepto para un aislado de E. coli que tenia una CMI < 0,06 ug /ml. Todos los
21 mcr-1 positivos fueron sensibles a la tigeciclina y 20 aislados (95%) fueron
sensibles a los carbapenemes y a piperacilina y tazobactam combinados con
inhibidores de las B-lactamasas. Un aislado de E. coliMCR-1 también produjo
la enzima NDM-5, que confiere resistencia a los antibitticos beta-lactamicos.
Los aislados positivos para 21 MCR-1 fueron clonalmente diversos y portaban
MCR-1 en dos tipos de plasmidos, un plasmido IncX4 de 33 kb y un plasmido
Inc12 de 61 kb. La mortalidad a los 30 dias de los enfermos con bacteriemias

causadas por cepas positivas para MCR-1 fue cero.(6)
2.2. Bacilos gramnegativos entéricos (Enterobacteriaceae)

Las Enterobacteriaceae son un grupo heterogéneo y extenso de bacilos
gramnegativos cuyo habitat natural es el intestino del ser humano y de los
animales.

La familia comprende muchos géneros (Escherichia, Shigella, Salmonella,
Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus y otros mas). Algunos
microorganismos entéricos, por ejemplo, Escherichia coli, son parte de la

microflora normal y en forma incidental producen enfermedad, en tanto que
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otros, las salmonelas y las shigelas, por lo regular son patégenos para el ser
humano. Las Enterobacteriaceae son anaerobios o aerobios facultativos,
fermentan una amplia gama de hidratos de carbono, poseen una estructura
antigénica compleja y producen diversas toxinas y otros factores de virulencia.
Las Enterobacteriaceae, los bacilos gramnegativos entéricos, las bacterias
entéricas y bacterias coliformes son términos utilizados para este tipo de

microrganismos. (7)
2.2.1. Clasificacion

Las Enterobacteriaceae son el grupo mas frecuente de bacilos gramnegativos
qgue se cultivan en el laboratorio clinico y junto con los estafilococos y los
estreptococos son las bacterias que mas a menudo producen enfermedades.
La taxonomia de las Enterobacteriaceae es compleja y rapidamente cambiante
desde el advenimiento de técnicas que miden la distancia evolutiva, por
ejemplo, la hibridacién de &cido nucleico y la secuenciacion de acido nucleico.
Segun la base de datos informatica de la taxonomia de la National Library of
Medicine se han definido mas de 50 géneros; sin embargo, las
Enterobacteriaceae de importancia clinica comprenden 20 a 25 especies y
otras se descubren con poca frecuencia.

La familia de las Enterobacteriaceae tiene las siguientes caracteristicas. Son
bacilos gramnegativos, ya sea moviles con flagelos, peritricos o no méviles; se
multiplican en medios con peptona o0 extracto de carne sin que se afiada
cloruro de sodio u otros suplementos; se multiplican bien en agar de
MacConkey; proliferan en medios aerobios y anaerobios (son anaerobios
facultativos); fermentan en vez de oxidar glucosa, a menudo produciendo gas;
catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen nitrato a nitrito; y tienen un
contenido de DNA de Guanina + Citosina de 39 a 59%.. (7) En genética, el
Porcentaje GC (contenido de guanina y citosina) es una caracteristica del

genoma de un organismo o de cualquier pedazo de ADN o ARN. El contenido
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GC se utiliza en ocasiones para clasificar organismos en taxonomia. Por

ejemplo, las Actinobacteria se caracterizan por ser “bacterias de GC alto”

2.2.2. Morfologia e identificacion
2.2.2.1. A. Microorganismos tipicos

Las Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos cortos. Se observa una
morfologia caracteristica en la multiplicacion en medios sélidos in vitro, pero
las caracteristicas morfoldgicas son muy variables en especimenes clinicos.
Las capsulas son de gran tamafio y regulares en Klebsiella, menos en

Enterobacter e infrecuentes en las demas especies.
2.2.2.2. B. Cultivo

E. coli y la mayor parte de las otras bacterias entéricas forman colonias
circulares, convexas y lisas con bordes distintivos. Las colonias de
Enterobacter son similares pero un poco mas mucoides. Las colonias de
Klebsiella son grandes y muy mucoides y tienden a experimentar coalescencia
con la incubacion prolongada. Las salmonelas y las shigelas producen
colonias similares a E. coli pero no fermentan lactosa. Algunas cepas de E.

coli producen hemodlisis en agar sangre.
2.2.2.3. C. Caracteristicas de desarrollo

Se utilizan los patrones de fermentacion de hidratos de carbono y la actividad
de las descarboxilasas de aminoacidos y otras enzimas para la diferenciacion
bioguimica. Algunas pruebas, por ejemplo, la produccion de indol a partir de
triptéfano, suelen utilizarse en sistemas de identificacion rapida, en tanto que
otras, por ejemplo, la reaccion de Voges-Proskauer (produccion de
acetilmetilcarbinol a partir de dextrosas) se utilizan con menos frecuencia.

El cultivo en medios “diferenciales” que contienen colorantes especiales e
hidratos de carbono (p. €j., eosina-azul de metileno [EMB, eosin-methylene-

blue], de Mac- Conkey o medio de desoxicolato) distingue a las colonias que
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fermentan lactosa (de color) de las que no fermentan lactosa (no pigmentadas)
y permite la identificacién presuntiva rapida de las bacterias entéricas. (7)

Se han ideado muchos medios complejos para tratar de identificar las
bacterias entéricas. Uno de estos medios es el agar en hierro con azucar triple
(TSI, triple sugar iron), que a menudo se utiliza para ayudar a diferenciar las
salmonelas y las shigelas de otros bacilos gramnegativos entéricos en los
coprocultivos. El medio contiene glucosa al 0.1%, sacarosa al 1%, lactosa al
1%, sulfato ferroso (para la deteccion de la produccion de H2S), extractos de
tejido (sustrato de crecimiento con proteinas) y un indicador de pH (rojo de
fenol). Se vierte en un tubo de ensayo para producir una inclinaciéon con un
extremo profundo y es inoculado encajando la proliferacion bacteriana en el
extremo.

Si sélo se fermenta glucosa, la inclinacion y el extremo al principio adoptan un
color amarillo por la pequefia cantidad de acido que se produce; a medida que
los productos de la fermentacion son oxidados después a CO2 y H20 y
liberados de la inclinacion y conforme contintia la descarboxilacion oxidativa
de las proteinas con la formaciéon de aminas, la inclinacion se vuelve alcalina
(roja). Si se fermenta lactosa o sacarosa, se produce tanto acido que la
inclinacién y el extremo se mantienen amarillos (acidos).

Las salmonelas y las shigelas suelen producir una inclinacion alcalina y un
extremo acido. Aunque Proteus, Providencia y Morganella producen una
inclinacién alcalina y un extremo acido, se pueden identificar por su formacion
rapida de color rojo en el medio de urea agar base (Christensen). Los
microorganismos que producen acido en la inclinacion y acido y gas (burbujas)

en el extremo son otras bacterias entéricas. (7)
2.2.3. Escherichia Coli

E. coli suele producir pruebas con positividad para indol, lisina descarboxilasa
y fermentacion de manitol y produce gas a partir de glucosa. Una cepa de la

orina se puede identificar rapidamente como E. coli por su hemdlisis en agar
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sangre, su morfologia de colonia caracteristica con un lustre “iridiscente” en
medios diferenciadores como agar EMB y una prueba de indol de mancha
positiva. Mas de 90% de las cepas de E. coli tiene positividad para
glucuronidasa S si se utiliza el sustrato 4-metilumbeliferil- 3 -glucuronido

(MUG). Las cepas de otros lugares anatdomicos ademas de la orina, con
propiedades caracteristicas (pruebas de oxidasa por encima de la negatividad
adicional) a menudo se pueden confirmar como E. coli con una prueba de MUG

positiva. (7)
2.2.3.1. Patogeniay manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de las infecciones por E. coli y las otras bacterias
entéricas dependen del lugar de la infeccion y no se pueden distinguir por los

sintomas o los signos de procesos causados por otras bacterias.
2.2.3.2. Infeccion del sistema urinario.

E. coli es la causa mas frecuente de infeccién de las vias urinarias y contribuye
a casi 90% de las primeras infecciones urinarias en mujeres jovenes. Los
sintomas y signos consisten en polaquiuria, disuria, hematuria y piuria. El dolor
en la fosa renal se relaciona con infeccién urinaria alta. Ninguno de estos
sintomas o signos es especifico de la infeccién por E. coli. La infeccién del
sistema urinario puede ocasionar bacteriemia con signos clinicos de
septicemia.

La mayor parte de las infecciones urinarias que afectan a la vejiga o al rifién
en un hospedador por lo deméas sano son causadas por un pequefio nimero
de tipos de antigeno o que han elaborado especificamente factores de
virulencia que facilitan la colonizacidn y las infecciones clinicas subsiguientes.
Tales microorganismos se designan como E. coli uropatégena. Por lo general
estos microorganismos producen hemolisina, que es citotoxica y facilita la
invasién de los tejidos. Las cepas que producen pielonefritis expresan el
antigeno K y elaboran fimbrias P que se unen al antigeno del grupo sanguineo
P.(7)
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2.2.3.3. Enfermedades diarreicas relacionadas con E. coli.

E. coli que produce diarrea es muy frecuente en todo el mundo. Estos
microorganismos E. coli se clasifican segun las caracteristicas de sus
propiedades de virulencia y cada grupo causa enfermedad por diferentes
mecanismos. Las propiedades de adherencia a las células epiteliales del
intestino delgado o grueso son codificadas por genes presentes en los
plasmidos. Asimismo, las toxinas a menudo son mediadas por plasmido o

fago.
2.2.3.3.1. E. coli enteropatdgena (EPEC)

es una causa importante de diarrea en los lactantes, sobre todo en los paises
en vias de desarrollo.

EPEC se relacionaba con brotes epidémicos de diarrea en guarderias de
paises desarrollados. EPEC se adhiere a las células de la mucosa del intestino
delgado. Los factores mediados por cromosomas favorecen la adherencia.
Hay una pérdida de las microvellosidades (aplanamiento), formacion de
pedestales de actina filamentosa o estructuras similares a copas y, en
ocasiones, entrada de EPEC en las células de la mucosa.

Se pueden ver lesiones caracteristicas en las microfotografias electronicas de
las lesiones de biopsia del intestino delgado. El resultado de la infeccion por
EPEC es diarrea liquida, que suele ceder en forma espontanea pero puede
ser cronica. La diarrea por EPEC se relaciona con multiples serotipos
especificos de E. coli. Se identifican las cepas por el antigeno O y a veces por
la tipificacion del antigeno H. Se puede realizar un modelo de infeccion de dos
etapas en que se utilizan células HEp-2. Las pruebas para identificar EPEC se
realizan en laboratorios de referencia.

La duracion de la diarrea por EPEC puede abreviarse y la diarrea cronica

curarse con tratamiento con antibioticos. (7)
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2.2.3.3.2. E. coli enterotoxigena (ETEC)

Es una causa frecuente de “diarrea del viajero” y es una causa muy importante
de diarrea en los lactantes de paises en vias de desarrollo. Los factores de
colonizacion de ETEC especificos para los seres humanos favorecen la
adherencia de ETEC a las células epiteliales del intestino delgado.

Algunas cepas de ETEC producen una exotoxina termolabil (LT) (PM 80000)
que esté sujeta a control genético de un plasmido. Su subunidad B se adhiere
al gangliésido GM1en el borde en cepillo de las células epiteliales del intestino
delgado y facilita la entrada de la subunidad A (PM 26000) en la célula, donde
la dltima activa a la adenilciclasa. Esto incrementa notablemente la
concentracion local del monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), lo cual
produce una secrecidn intensa y prolongada de agua y cloruros e inhibe la
reabsorcion de sodio.

La luz intestinal se distiende con liquido y sobreviene hipermotilidad y diarrea,
gue persiste por varios dias. La exotoxina termolabil es antigénica y presenta
reaccion cruzada con la enterotoxina de Vibrio cholerae. LT estimula la
produccion de anticuerpos neutralizantes en el suero (y tal vez en la superficie
intestinal) de personas previamente infectadas con E. coli enterotoxigena. (7)
Las personas que radican en zonas donde estos microorganismos son muy
frecuentes (p. €j., en algunos paises en vias de desarrollo) tienen posibilidades
de tener anticuerpos y de ser menos propensas a desarrollar diarrea al
volverse a exponer a E. coli productora de LT.

Los andlisis para la deteccion de LT son los siguientes: 1) acumulacién de
liquido en el intestino de animales de laboratorio; 2) cambios citolégicos
caracteristicos en las células de ovario de cobayo chino en cultivo u otros
linajes celulares; 3) estimulacion de la produccion de esteroides en las células
de tumores suprarenales cultivadas, y 4) fijacion y andlisis inmunol6gicos con
antisueros normalizados a LT. Estos analisis se realizan sélo en laboratorios

especializados.
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Algunas cepas de ETEC producen la enterotoxina termoestable STa (PM 1
500 a 4 000), que esta bajo el control genético de un grupo heterogéneo de
plasmidos. STa activa a la guanililciclasa en las células epiteliales entéricas y
estimula la secrecion de liquido. Muchas cepas positivas para STa también
producen LT.

Las cepas con las dos toxinas causan diarrea mas grave. Los plasmidos
portadores de los genes para las enterotoxinas (LT, ST) también pueden portar
genes para los factores de colonizacién que facilitan la adherencia de las
cepas de E. coli en el epitelio intestinal. Los factores de colonizacion
reconocidos ocurren con especial frecuencia en algunos serotipos.
Determinados serotipos de ETEC se presentan en todo el mundo; otros tienen
una distribucion limitada reconocida. Es posible que casi cualquier E. coli
pueda adquirir un pldsmido que codifica las enterotoxinas. No hay ninguna
relacion definida de ETEC con cepas de EPEC que produzcan diarrea en los
nifios. Asimismo, no hay ninguna relacion entre las cepas enterotoxigenas y
las que pueden invadir células del epitelio intestinal. (7)

Es muy recomendable la atencién en la seleccion y el consumo de alimentos
potencialmente contaminados con ETEC para tratar de evitar la diarrea del
viagjero. La profilaxis antimicrobiana puede ser eficaz pero es posible que cause
incremento de la resistencia de las bacterias a los antibiéticos y no siempre
debe recomendarse. Una vez que sobreviene diarrea, el tratamiento con

antibioéticos abrevia de manera eficaz su duracion.
2.2.3.3.3. E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

Se denomina asi por las toxinas citotoxicas que produce. Hay por lo menos
dos formas antigénicas de la toxina designadas como toxina similar a Shiga 1
y toxina similar a Shiga 2. STEC se ha relacionado con colitis hemorragica,
una forma grave de diarrea, y con el sindrome hemolitico urémico, una
enfermedad que desencadena insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica

microangiopatica y trombocitopenia. (7)
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Las toxinas similares a Shiga tienen muchas propiedades que son parecidas
a la toxina Shiga producida por algunas cepas de Shigella dysenteriae de tipo
1; sin embargo, las dos toxinas son diferentes desde el punto de vista
antigénico y genético. De los serotipos de E. coli que producen toxina Shiga,
0157:H7 es el mas frecuente y es el que se puede identificar en muestras
clinicas. STEC O157:H7 no utiliza sorbitol, a diferencia de casi todos los deméas
E. coli y tiene negatividad en sorbitol. Y tiene negatividad en agar de
MacConkey con sorbitol (se utiliza sorbitol en vez de lactosa). Las cepas
0157:H7 también son negativas en las pruebas MUG (véase antes). Muchos
de los serotipos no-O157 pueden ser positivos para sorbitol cuando se
multiplican en cultivo.

Se utilizan antisueros especificos para identificar las cepas O157:H7. Los
analisis para la toxina Shiga que utilizan inmunoandlisis enziméticos
disponibles en el mercado se realizan en muchos laboratorios. Otros métodos
sensibles incluyen pruebas de citotoxina en cultivo celular usando células Vero
y lareaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion directa de los genes
de toxina a partir de muestras fecales. Muchos casos de colitis hemorragica y
sus complicaciones relacionadas pueden evitarse mediante la coccion

minuciosa de la carne molida.
2.2.3.3.4. E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Produce una enfermedad muy similar a la shigelosis. La enfermedad ocurre
mas a menudo en los nifios en paises en vias de desarrollo y en personas que
viajan a estos paises. Al igual que Shigella, las cepas de EIEC no fermentan
lactosa o la fermentan en una etapa tardia y son no méviles. EIEC produce

enfermedad al invadir las células epiteliales de la mucosa intestinal. (7)
2.2.3.3.5. E. coli enteroagregativa (EAEC)

Produce una diarrea aguda y crénica (mayor de 14 dias de duracion) en
personas de paises en vias de desarrollo. Estos microorganismos son también

la causa de enfermedades transmitidas en los alimentos en los paises
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industrializados. Se caracterizan por sus pautas especificas de adherencia a

las células humanas. EAEC produce toxina similar a ST y una hemolisina.
2.2.3.4. Septicemia.

Cuando las defensas normales del hospedador son inadecuadas, E. coli puede
llegar al torrente sanguineo y producir septicemia. Los recién nacidos son muy
susceptibles a septicemia con E. coli porque carecen de anticuerpos IgM. La
septicemia puede presentarse como consecuencia de la infeccidon del sistema

urinario.
2.2.3.5. Meningitis.

E. coli y estreptococos del grupo B son las principales causas de meningitis en
los lactantes. Casi 75% de las E. coli de casos de meningitis tienen el antigeno
K1. Este antigeno reacciona en forma cruzada con el polisacéarido capsular del
grupo B de N. meningitidis.. (7)

La mayor parte de las infecciones (salvo las meningitis y la gastroenteritis
neonatales) son enddgenas, de forma que el E. coli de la propia flora
microbiana normal del paciente consigue ocasionar infeccion cuando sus
defensas se alteran (por ejemplo a través de un traumatismo o supresion de

la inmunidad. (8)
2.3. Evolucién de los antimicrobianos

La era antibidtica, emprendida en 1940, revoluciono para siempre el campo de
las enfermedades infecciosas dejando atras la etapa pre-antibiética, iniciada
hace mas de 2500 afios en China. Desafortunadamente, la evolucion en la
produccion de antimicrobianos se ha acompafiado de un incremento marcado
de la resistencia de bacterias, hongos, parasitos, incluso virus, a diferentes
familias de estos. .(9)

Por tal razon, la OMS ha designado la resistencia antimicrobiana (RAM) como
una de los tres problemas mas importantes que enfrenta la salud humana en

este siglo al constituir una de las mayores amenazas para la salud mundial.
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La situacion se recrudece ante el minimo incentivo de la industria farmacéutica
de producir nuevos antimicrobianos en la ultima década. Lo cual estd motivado
por la poca rentabilidad de este grupo de farmacos en comparacion con otros
usados en terapia de enfermedades crénicas como la diabetes, la hipertension
arterial y las infecciones cronicas, donde se introducen farmacos muy
caros. Esto no cambiara hasta que se asocien mejor la salud publica con los
incentivos comerciales. .(9)

Una de las pautas recomendadas por la OMS ha sido mejorar las iniciativas
para favorecer la investigacion para el desarrollo de nuevos farmacos y la
mejora de los existentes. Entre ellas, la publicacion de la primera lista de
patdgenos prioritarios resistentes a los antibiéticos, en la que enmarcan 12
familias de bacterias consideradas como las mas peligrosas para la salud
humana y sobre las cuales recae la necesidad de promover la investigacion y
desarrollo de nuevos antibitticos:

Prioridad 1. critica. Acinetobacter baumannii y Pseudomonas
aeruginosa resistente a los carbapenémicos, Enterobacteriaceae resistentes a
los carbapenémicos y productoras de R-lactamasas de espectro extendido
(BLEE).

Prioridad 2: elevada. Enterococcus faecium resistente a Ia
vancomicina, Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina con
sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina, Helicobacter pylori
resistente a la claritromicina, Campylobacter spp. resistente a las
fluoroguinolonas, Salmonella resistentes a las fluoroquinolonas y Neisseria
gonorrhoeae resistente a la cefalosporina y resistente a las fluoroquinolonas.

Prioridad 3: media. Streptococcus pneumoniae, no sensible a la
penicilina, Haemophilus influenza, resistente a la ampicilina y Shigella spp,
resistente a las fluoroquinolonas. .(9)

Debido a la alarmante y rapida propagacion a nivel mundial de estas bacterias
multiresistentes y su repercusion en la prolongacion de estancias hospitalarias,

incremento de los costos médicos, aumento de la mortalidad, asi como su
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repercusion en la medicina veterinaria, seguridad alimentaria y el medio
ambiente se requieren esfuerzos y acciones locales, nacionales y mundiales
para su contencion.

Por tal motivo, en mayo de 2015 la 682 Asamblea Mundial de la Salud adopt6
el Plan de Accién Mundial sobre la resistencia a los antimicrobianos, que
materializa el consenso mundial acerca del grave peligro que entrafia este
fendmeno para la salud humana.

El compromiso y la participacion de los gobiernos es clave para el desarrollo y
cumplimiento de este plan que incluye cinco acciones principales: concienciar
y sensibilizar a la poblacion acerca de la resistencia a los antimicrobianos;
mejorar la vigilancia y la investigacion; reducir la propagacion de las
infecciones mediante medidas eficaces de saneamiento, higiene y prevencion
de las infecciones; optimizar el uso de antibidticos en la atencion de la salud
humana y animal y aumentar la innovacion y la inversion.

Sin dejar de reconocer los experimentos de Paul Ehrlich que condujeron al
descubrimiento de las arfenaminas, primer triunfo importante de la
quimioterapia en el siglo XX, la era moderna de la terapéutica antimicrobiana
se inicié en 1934 con la descripcion por Gerhard Domagk de la efectividad de
la primera sulfonamida en el tratamiento de las infecciones experimentales por
estreptococos. Sin embargo, la llamada "Edad de Oro" de los antibioticos
comienza en 1941 con la produccion de la penicilina a gran escala y
posteriormente el desarrollo de nuevos antibiéticos como la estreptomicina
(1944), cloranfenicol (1947) y la aureomicina (1948) .(9)

En la década del 50 aparece la eritromicina y la vancomicina. En la del 60,
gentamicina, ampicilina, cefalotina y amikacina. Asi, sucesivamente, continla
la evolucion de la produccién de nuevos antibiéticos, luego del afio 2000, se
registra la aparicién de quinolonas de espectro ampliado.

Alexander Fleming, desde que recibio el Premio Nobel de Medicina en el afio
1945, advirtio sobre el fendbmeno de la resistencia cuando expreso "Llegara un

momento en que la penicilina podra ser comprada por cualquiera en los
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negocios. Existe el peligro de que un hombre ignorante pueda facilmente
aplicarse una dosis insuficiente de antibiotico y, al exponer a los microbios a
una cantidad no letal del medicamento, los haga resistentes".
Lamentablemente, el ser humano no concientizé esta alerta y muy pronto
aparecieron los primeros aislamientos resistentes como parte de la evolucién
natural de las bacterias en su adaptacion al medio ambiente. Este fenbmeno
se acelerd con el tiempo por el uso inadecuado de antibidticos en diferentes
ecosistemas, favorecido por la falta de normas y fiscalizacion del uso de estos;
asi como, tratamientos deficientes, ventas sin receta médica o a través de
Internet, comercializacion de antimicrobianos falsificados o de mala calidad y
la falta de control de residuos de antimicrobianos en plantas de produccion.
.(9)

En la década del 50, se descubre la capacidad de los antibi6ticos de contribuir
al crecimiento de los animales de interés econdmico (ganaderia, avicultura) lo
gue constituyo el inicio histérico del uso como promotores del crecimiento

Se reporta que en EE. UU., el uso de antibidticos en los animales para su
alimentacion representa el 80 % de todos los antibioticos consumidos, donde
el 74 % de estos se administra con el alimento, y no para tratar o prevenir la
infeccidn. Por otra parte, el 62 % de los antibioticos usados en animales esta
representado por farmacos de importancia terapéutica en el humano. En esta
poblacién la indicacion de la antibioticoterapia, duracion de estas y la eleccion
del antibiotico, es incorrecto entre un 30 % a 50 % de los casos.

En los afios 60, la aparicion del Staphylococcus resistente a la meticilina
y Pseudomonas resistentes a gentamicina confirman la gravedad de la
resistencia antimicrobiana. Este fenomeno se fue haciendo mas dramatico con
el incremento de la resistencia a la ampicilina en los 70; la aparicion
de Enterococcus resistente a la vancomicina en los 90 y la extension de la
resistencia a diferentes familias de antimicrobianos acorde con su velocidad
de uso y cuantia en la practica médica la que ya involucra, incluso, a

antibidticos de ultima generacion. Cabe resaltar la resistencia emergente
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transferible a la linezolida mediada por plasmidos en Staphylococcus
sciuri y Enterococcus faecium.

Lo anteriormente expuesto es una razon suficiente para abogar por el uso
racional de antimicrobianos en la actualidad lo que atenua la velocidad de
incremento o aparicion de nuevas resistencias. La necesidad se hace mas
imperiosa desde la falta de desarrollo de nuevos farmacos por parte de la
industria farmacéutica como se habia planteado anteriormente. Aunque hay
algunos antibiéticos nuevos en fase de desarrollo, no serén la solucion para
combatir las formas mas peligrosas de algunas bacterias resistentes por lo que
se habla hoy en dia de una "crisis antibiética" la que se considera como el
preludio de una era "posantibiotica”.

Los antibiéticos se pueden clasificar, en dependencia de los efectos sobre las
bacterias, en bacteriostaticos si inhiben el crecimiento bacteriano (efecto
reversible) o bactericidas los que producen muerte o lisis bacteriana
(bacteriolitico).

Cuando la bacteria permanece refractaria a los efectos bactericidas o
bacteriostaticos de los antibiéticos ya sea de forma natural o adquirida se dice

gue es resistente.
2.4. Tipos de resistencia
2.4.1. Natural o intrinseca.

Estable, transmision vertical (células hijas).
Todas las bacterias de la misma especie son resistentes a algunas familias de
antibioticos y eso les permite tener ventajas competitivas con respecto a otras

cepas y pueden sobrevivir en caso que se emplee ese antibiotico.(9)
2.4.2. Adquirida
2.4.2.1. Vias de adquisicion de la resistencia:

e Mutaciones en el cromosoma es espontaneas, estables y de

transmision vertical de generacion en generacion.
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e Intercambio de genes de resistencia por transferencia horizontal a
través de diferentes procesos: conjugacion (via plasmidos u otro
material genético movible como integrones y transposones), traduccion,
transformacion. De esta forma una bacteria puede adquirir la resistencia
a uno o varios antibidticos sin necesidad de haber estado en contacto

con estos.
2.5. Mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos:

Si bien los antibiéticos destruyen o inhiben las cepas sensibles, a su vez
permiten paradéjicamente la seleccion de bacterias resistentes capaces de
sobrevivir, multiplicarse y diseminarse. Las cepas resistentes se hacen
predominantes por la presion selectiva de los antibiéticos que hacen
desaparecer las bacterias sensibles, no estando implicados solamente los
antibidticos utilizados en medicina, sino también en veterinaria. Por tanto
queda una poblacién predominantemente resistente que después es capaz de
trasmitir dicha resistencia a poblaciones sensibles facilitando asi la
diseminacién de este fendmeno. .(9)

Entre las principales caracteristicas no auspiciosas observadas en la atencion
médica actual, se destacan la solicitud exagerada de métodos auxiliares de
diagnostico y la indicacién inapropiada y no justificada de medicamentos.
Estos problemas crecieron aceleradamente en las ultimas décadas
relacionados, entre otras causas, con los perjudiciales cambios producidos en
el ejercicio de nuestra profesion. Varios factores externos influyeron en los
cambios observados; entre ellos se destacan el apabullante desarrollo
tecnolégico y la mercantilizacién que invadié el accionar de la profesion
médica.

En la era tecnologica los médicos estamos cada vez mas dependientes de la
técnica, generando en la gente la falsa ilusion de que la medicina solucionara
todos sus problemas. El inadecuado uso de nuevas técnicas produjo un

progresivo "alejamiento” entre el médico y su paciente sumado a un aumento
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notable de los costos en el cuidado de la salud, es decir, nos ha llevado a una
medicina mas deshumanizada y progresivamente menos sustentable. (10)

La sensibilidad antimicrobiana de las bacterias que ocasionan infecciones
incluye un proceso de desarrollo dinamico, se va modificando con el decurso
del tiempo y el uso frecuente de antibiéticos que en su gran mayoria se utilizan
indiscriminadamente, ya sea por prescripcion médica o por automedicacion.
La resistencia bacteriana de la Escherichia coli a los antibidticos se relaciona
con el consumo de éstos, favorece la creacion, adaptacion y diseminacion de
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos cuya prevalencia creciente
hace imprescindible orientar racionalmente el tratamiento empirico de la
infeccidn urinaria en el medio extrahospitalario, lo que constituye una practica
habitual y recomendada.

La resistencia de los patégenos a los agentes antimicrobianos, es un problema
de extrema importancia para seleccionar el antibiotico idoneo de primera linea,
mostrandose variaciones y requiere constante actualizacion, vigilancia

microbioldgica de la sensibilidad antibidtica (11)
2.5.1. Mecanismos genéticos

Para entender porque los antibioticos deben usarse con prudencia, es
necesario que el medico entienda como se adaptan las bacterias a su
ambiente. Es posible que se desarrolle una mutaciéon de punto en su DNA
cuando se replican, la cual ocurre en el ambiente natural pero no ofrece
ventajas para la supervivencia a menos que las bacterias se coloquen bajo
presiones selectivas. En el caso de una mutacion que vuelve resistente a un
antibiotico especifico, la exposicién al mismo le permite al clon crecer, mientras
que el resto muere sin poder competir por nutrientes. Por tanto, la cepa
resistente se vuelve la flora bacteriana dominante. Ademas de las mutaciones
puntuales, las bacterias pueden usar tres mecanismos principales para

transferir material genético:
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1. Conjugacion. Con frecuencia las bacterias contienen estructuras de DNA
circulares y de doble hélice llamadas plasmidos, las cuales yacen fuera del
genoma bacteriano con carga de genes de resistencia ( “R” ) que, a través
de un mecanismo llamado “conjugaciéon” , pueden transferirse de una
bacteria a otra. El plasmido se codifica para la formacién de una pilosidad en
la superficie externa de la bacteria donadora, que se pega a una segunda y
sirve como puente para la transferencia del DNA del donador a la bacteria
receptora para volverla resistente.

2. Transduccién. Los bacteriéfagos son segmentos de DNA cubiertos de
proteinas que se pegan a la pared bacteriana e inyectan DNA en un proceso
llamado “transduccion” . Estas particulas infecciosas pueden transferir
genes de resistencia a varias bacterias.

3. Transformacion. La bacteria donadora también puede liberar segmentos
lineales de DNA cromosomico, que es absorbido mas adelante por la bacteria
receptora e incorporado al genoma del receptor. A este proceso se le
denomina “transformaciéon” ,y al DNA desnudo capaz de incorporarse en el
genoma de la bacteria receptora se le llama transposon. La transformacion
natural ocurre con mayor frecuencia en las especies Streptococcus,
Haemophilus y Neisseria. Los transposones pueden transferir varios genes de
resistencia antibiética en un solo evento y se ha demostrado que son
responsables de los altos niveles de resistencia a la vancomicina en los

Enterococos. (12)
2.5.2. Mecanismos bioquimicos

Los mecanismos mediante los cuales las bacterias resisten los antibidticos se
clasifican en tres grupos principales:

e Degradacion o modificacion del antibiético

¢ Reduccién de la concentracion del antibiético bacteriano

e Modificacion del blanco del antibiético.
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2.5.2.1. Degradacion o modificacion del antibiético

B-lactamasas. Muchas bacterias sintetizan una 0 mas enzimas llamadas g -
lactamasas, que desactivan los antibiéticos rompiendo el enlace amida en el
anillo § -lactamicos. La actividad de transferencia ocurre, sobre todo, mediante
plasmidos y transposones. Existen varias clases de fj -lactamasas, algunas
tienen preferencia por romper los enlaces de las penicilinas; otras, por destruir
cefalosporinas especificas o0 la carbenicilina. Las de espectro extendido
(ESBL) destruyen facilmente casi todas las cefalosporinas. Otra clase es
resistente al clavulanato, un agente que se agrega a numerosos antibidticos
para inhibir la actividad de esta. Algunas bacterias son capaces de producir 3
-lactamasas llamadas carbapenemasas, que desactivan al Imipenem y al
meropenem. Los bacilos gramnegativos producen un espectro mas amplio de
B -lactamasas que los microorganismos grampositivos y, por tanto, las
infecciones surgen con mas frecuencia en pacientes tratados por periodos
prolongados con antibidticos de amplio espectro. En algunos casos, la
actividad de la 8 -Lactamasa es baja antes de que la bacteria se exponga a
los antibidticos; sin embargo, después de la exposicion, se induce su actividad.
Enterobacter es un excelente ejemplo, en una prueba inicial, esta bacteria
gramnegativa parece sensible a las cefalosporinas; después del tratamiento
con estas, la actividad de la j -lactamasa aumenta, se desarrolla resistencia
y la infeccion del paciente reincide. Por esta razon, no son recomendables las
cefalosporinas de tercera generacion para las infecciones graves con
Enterobacter.

Otras modificaciones enzimaticas de los antibioticos

La Eritromicina se desactiva con facilidad mediante una esterasa que hidroliza
el anillo de lactona del antibiético, misma que ha sido identificada en
Escherichea coli. Se han descubierto otras enzimas desactivantes de
Eritromicina mediadas por plasmidos en las especies de Streptococcus y S.

aureus. EIl cloranfenicol se desactiva por medio de la cloranfenicol
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acetiltransferasa, aislada de bacterias grampositivas y gran negativas; los
aminoglucosidos mediante las acetiltransferasas; tambien las bacterias por
medio de la fosforilacion y la adenilacion. Estas enzimas de resistencia se
encuentran en muchas cepas gran negativas y se detectan en mayor medida

en Enterococos, S. aureus y S. epidermis. (12)
2.5.2.2. Reduccion de la concentracién de antibiético bacteriano

Interferencia con la entrada de antibidtico

Para que un antibiético funcione, debe tener la capacidad de penetrar la
bacteria y llegar a su blanco bioquimico. Las bacterias gram negativas
contienen una capa externa formada por lipidos que impide la penetracion de
reactivos hidrofilicos (como casi todos los antibioticos). El paso de antibidticos
hidrofilicos se facilita con la presencia de porinas (pequefios canales en las
paredes celulares de las bacterias gran negativas que permiten el paso de
moléculas cargadas). Las mutaciones que llevan a la pérdida de porinas
pueden reducir la penetraciébn de antibidticos y llevar a la resistencia
antibidtica.

Produccion de las bombas de eflujo

Se han descubierto transposones que decodifican para una bomba
dependiente de energia que pueden bombear activamente tetraciclina fuera
de las bacterias. Se ha observado un eflujo activo de antibiéticos en muchas
bacterias entéricas gramnegativos, este mecanismo se usa para resistir el
tratamiento antibidtico con tetraciclina, macrolidos y fluoroquinolona. S.
aureus, S. epidermis, S. pyogenes, estreptococos grupo B y S. pneumoniae
también pueden utilizar bombas de eflujo dependientes de energia, para

resistir los antibioticos.
2.5.2.3. Modificacién del blanco del antibidtico

Alteraciones de los precursores de la pared celular
Son la base para el VRE. La union de vancomicina y teicoplanina requiere que

la d-alanina-d-alanina este al final de los precursores de peptidoglucano de la
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pared celular de las bacterias grampositivas. Las cepas resistentes de
Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis contienen el plasmido vanA,
que codifica una proteina que sintetiza d-alanina-dlactato en lugar de d-
alanina-d-alanina al final del precursor de peptidoglucano. La pérdida de la d-
alanina terminal reduce marcadamente la unién de vancomicina y teicoplanina,
lo que permite que la bacteria mutante sobreviva y crezca en presencia de
estos antibioticos. (12)

Cambios en las enzimas blancas

Las penicilinas y las cefalosporinas se enlazan a proteinas especificas
llamadas proteinas de unién de penicilina (PBP) en la pared celular bacteriana.
S. pneumoniae resistente a la penicilina muestra cantidades reducidas de PBP
o PBP que unen la penicilina con menor afinidad, o ambas. La unién menor de
penicilina reduce la capacidad del antibiético para matar las bacterias blanco.
La base para la resistencia antibiética en el MRSA es producto de PBP de baja
afinidad codificados por el gen mecA. Las mutaciones en las enzimas blanco
dihidropteroato sintetasa y dihidrofolato reductasa provocan resistencia a la
sulfonamida y al trimetoprim, respectivamente. Las mutaciones simples de
aminoacidos que alteran la funcion de la DNAgirasa puede tener como

resultado la resistencia a las fluoroquinolonas.

Alteraciones en el sitio de uniéon ribosémica

Las tetraciclinas, los macrélidos, las lincosamidas y los aminoglucosidos
actian uniéndose a los ribosomas bacterianos e interrumpiendo su funcién.
Cierto numero de genes de resistencia codifican enzimas que desmetilan los
residuos de adenina en el RNA ribosomico bacteriano, inhibiendo la union
antibiotica al ribosoma. La resistencia ribosomica a la gentamicina, la
tobramicina y la amikacina es menos comun debido a que estos
aminoglucosidos tienen muchos sitios de union en el ribosoma bacteriano y
requieren varias mutaciones bacterianas antes de que se bloquee su union.
(12)
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2.6. Mecanismos de resistencia emergentes

La variedad alarmante de patégenos multiresistentes plantea un problema

urgente para la salud mundial. Entre las mayores preocupaciones se citan:
2.6.1. Resistencia a R-lactamicos

Los R-lactamicos constituyen los antibidticos mas ampliamente usados
correspondiendo al 50% de todas las recetas médicas antibioticas en todo el
mundo. Sin embargo, las bacterias han desarrollado disimiles mecanismos de
resistencia para vencer hasta los mas modernos farmacos de esta familia.

La produccion de B-lactamasas ha constituido desde la década de los 80 uno
de los mecanismos de resistencia mas importantes en bacilos gramnegativos
para eliminar la eficacia de los 3-lactamicos.

Las BLEE, principalmente detectadas en Enterobacterias, hidrolizan y causan
resistencia o sensibilidad disminuida a penicilinas, oximino-cefalosporinas
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactamicos
(aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni carbapenémicos (imipenem,
meropenem Yy ertapenem). Las de mayor diseminacion son la SHV, TEM Yy la
CTX-M. Esta ultima es la de superior impacto epidemiolégico tanto en el
ambiente hospitalario como en la comunidad. .(9)

Después del surgimiento de las BLEE continuaron emergiendo nuevas
enzimas capaces de hidrolizar un espectro mas amplio de 3-lactamicos entre
ellas, las carbapenemasas. Son enzimas producidas por bacterias gram-
negativas, mediadas por plasmidos asociadas muchas veces a clones hiper-
epidémicos por lo que experimentan una gran diseminacion mundial. Se
relacionan con la asistencia sanitaria con tasas de mortalidad del 40 % al 80
%. Las carbapenemasas tipo KPC y NDM predominantemente en
enterobacterias son las de mayor impacto epidemioldgico. Otras enzimas
clinicamente importantes incluyen las oxacilinasas Oxa 23, 24, 51, 58, 143,

Oxa 48, imipenemasa-1 y la VIM (Verona integron metalo-3-lactamasa).
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La mayor repercusion clinica terapéutica de los patdgenos productores de
carbapenemasas estd dada por su resistencia a todos los farmacos R3-
lactamicos, aunque las bacterias productoras de NDM-1 pueden conservar la
susceptibilidad al aztreonam.

Por otra parte, estas bacterias pueden compartir otros mecanismos de
resistencia mediados por plasmidos comprometiendo la eficacia clinica de
varias familias de antibidticos. Esto deja muy pocas opciones terapeuticas
como la colistina, la tigeciclina y los aminoglucésidos. En la actualidad se
comercializan (-lactamicos con inhibidores de carbapenemasas como
ceftazidima-avibactam y ceftolozan-tazobactam pero su utilidad esta limitada
en los paises de bajos y medianos ingresos por su elevado costo. Por otro lado
ya se reporta resistencia a la ceftazidima-avibactam entre las bacterias
productoras de KPC. .(9)

2.6.2. Resistencia a quinolonas

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos, entre las que se
encuentran el acido nalidixico y las quinolonas fluoradas, como norfloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina cuyo espectro de
actividad se centra en las bacterias gramnegativas. La resistencia a las
quinolonas esta relacionada con su introduccion con una amplia diseminacién
desde hace 30 afios y actualmente es epidémica.

Hasta 1998 todos los mecanismos de resistencia a quinolonas eran
cromosémicos, en este afio, se documenta la resistencia mediada por el
plasmido gnrA, en aislamientos clinicos en K. pneumoniae, en los Estados
Unidos. Los genes gnr codifican para las proteinas Qnr, que enmascaran el
sitio diana de accion de las fluoroquinolonas.

Hasta el momento se reconocen casi cien variantes de proteinas Qnr
distribuidas en seis grupos denominados QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, QnrS y
QnrVc. La importancia clinica de este mecanismo se explica por su capacidad

de complementar la resistencia cromosOmica a quinolonas conferida por
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mutaciones en las topoisomerasas, disminucién en la expresion de porinas o
la sobreexpresion de bombas de eflujo. Adicionalmente, facilitaria la seleccion
de mutaciones cromosomicas a concentraciones de quinolonas, que de otro
modo resultarian letales en ausencia de dicho gen.

Existen otros determinantes plasmidicos de resistencia a quinolonas como los
genes que median las bombas de expulsion activa QepA y OgxAB y la variante
de la aminoglucésido-acetiltransferasa AAC(6')-Ib-cr, capaz de acetilar a
ciprofloxacina y norfloxacino ademas de amikacina, kanamicina y tobramicina.
Aunque la resistencia a quinolonas mediada por genes plasmidicos es de bajo
nivel, se ha observado (tanto in vitro como in vivo) que facilitan la selecciéon de
mecanismos adicionales de resistencia, que contribuiran a un mayor nivel de
resistencia.

En los Ultimos afios existe un aumento de la resistencia a las quinolonas en
aislados productores de BLEE, que portan los genes qnr (gnrA,
gnrB o, gnrS), gepA o aac (6')-Ib-cr, que confieren resistencia de bajo grado a
estos antibioticos. Estos genes se localizan en plasmidos y se describen en
distintas especies de enterobacterias. La OMS ha hecho un llamado,
recientemente, para evitar el uso de las fluoroquinolonas a escala mundial para

rescatar su eficacia clinica. .(9)
2.6.3. Resistencia a polimixinas

La mas reciente preocupacion en términos de resistencia es la relacionada a
la colistina en bacilos gran negativos que ya se ha reportado en diferentes
paises de América Latina, Estados Unidos, Corea del Sur, Italia, Grecia, Arabia
Saudita, entre otros paises.

En la década del 90, la colistina resurge como una opcion de tratamiento de
dltima linea para los patdgenos gramnegativos multiresistentes, incluyendo a
carbapenémicos, tales como Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii
y Pseudomonas aeruginosa responsables de infecciones asociadas a la

atencion de salud con alta morbilidad y mortalidad. Hasta hace pocos afios
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atras, la resistencia a la colistina obedecia, principalmente, a mutaciones en
los genes cromosomicos causantes de modificaciones en el lipopolisacarido
de la pared bacteriana, el sitio de accion de este antibidtico. El descubrimiento
del gen MCR-1 mediado por plasmidos, en el 2015 en China, constituye una
emergencia en la actualidad al ser la primera evidencia de la transferencia
horizontal de genes que confiriera resistencia a la colistina. Esto resalta la
importancia de mejorar la vigilancia mundial ya que las bacterias pueden
compartir y diseminar facilmente dicha resistencia.

Las polimixinas se emplean en animales de granja para prevenir infecciones y
promover su crecimiento. Por ello es importante que la vigilancia de la
propagacion de MCR-1 no se limite Unicamente a la medicina humana sino
que también abarque al ambito de la medicina veterinaria. El uso de
polimixinas en la cria de animales ha favorecido la aparicion del pldsmido de
resistencia a la colistina. En ese sentido, es urgente que el uso de este
antibiotico sea limitado al tratamiento de animales afectados clinicamente.(9)
El tratamiento dirigido de los pacientes con infecciones causadas por bacilos
gran negativos multiresistentes es una tarea ardua, pues ha de recurrirse a un
escaso numero de antibiéticos que, a menudo, son mas toxicos y posiblemente
menos eficaces que R-lactdmicos y fluoroquinolonas. En términos generales,
se recomienda la utilizacion de al menos dos farmacos activos o con actividad
sinérgica in vitro, tanto porque varios estudios observacionales han asociado
esta estrategia con mejores desenlaces clinicos, como en un intento de evitar

la emergencia ulterior de resistencia .(9)
2.6.4. Genética molecular de la resistencia antimicrobiana

Para que tenga lugar la evolucion microbiana es esencial la variabilidad
genética. El vigor de un microorganismo depende de su capacidad para
adaptarse a las condiciones cambiantes del medio ambiente. Los

antimicrobianos ejercen presiones selectivas potentes sobre las poblaciones
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bacterianas, favoreciendo a los microorganismos que son capaces de resistir.
La variabilidad genética acontece por diversos mecanismos.

Las mutaciones puntuales pueden producirse en un par de bases de
nucledtidos y se denominan cambio microevolutivo. Estas mutaciones pueden
alterar la especificidad del sustrato enzimatico o el lugar diana de un
antimicrobiano, interfiriendo con su actividad. Las mutaciones puntuales en
lugares decisivos de los «viejos» genes de las B-lactamasas son responsables
principalmente de la notable variedad de las B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE).

Un segundo nivel de variabilidad genémica en las bacterias se conoce como
cambio macroevolutivo y da lugar a reordenamientos de extensos segmentos
de ADN como acontecimiento individual. Dichos reordenamientos pueden
incluir inversiones, duplicaciones, inserciones, deleciones o transposiciones
de secuencias extensas de ADN desde un lugar de un cromosoma o plasmido
bacteriano a otro.

Estos reordenamientos a gran escala de segmentos enteros del genoma
bacteriano con frecuencia son generados por elementos genéticos
especializados llamados integrones y transposones o secuencias de insercién,
gue tienen la capacidad de insertar, reordenar y moverse independientemente
del resto del genoma bacteriano. (13)

Un tercer nivel de variabilidad genética en las bacterias se crea por la
adquisicién de largos segmentos de ADN extrafio presente en plasmidos,
bacteriéfagos, secuencias de ADN desnudo o elementos genéticos
transmisibles especializados, que se denominan elementos de integracion y
conjugacion de otras bacterias. Estos acontecimientos se denominan
transferencia lateral u horizontal de genes y se sabe que son frecuentes, sobre
todo en las bacterias con competencia natural que pueden captar el ADN
exdgeno del entorno.

La herencia de ADN extrafio contribuye ain mas a la variabilidad genética de

un microorganismo y su capacidad para responder a las presiones de
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seleccién impuestas por los antimicrobianos. Estos mecanismos dotan a las
bacterias de una capacidad en apariencia ilimitada para desarrollar resistencia
a cualquier antimicrobiano. Los ejemplos de Klebsiella pneumoniae productora
de carbapenemasa mediada por plasmidos, Staphylococcus aureus resistente
a vancomicina y daptomicina, Yersinia pestiss multirresistente y la resistencia
transferible a las quinolonas en las enterobacterias atestiguan la capacidad de
los microorganismos para adaptarse a las presiones medioambientales, como
la exposicién a antibioticos. (13)

Una vez el gen de resistencia antimicrobiana evoluciona puede propagarse
entre bacterias por transformacion, transduccién, conjugacién o transposicion.
Los clones favorecidos de las bacterias pueden proliferar en la microbiota de
pacientes tratados con antibiéticos. Se tienen pruebas de que los genes de
resistencia antimicrobiana ya existian antes de la introduccién de los
antimicrobianos en el tratamiento de las infecciones humanas y se han
encontrado en bacterias obtenidas de muestras congeladas del Artico, que no
han sido tocadas por la mano humana durante mas de 30.000 afios.

Los antibidticos a menudo se sintetizan por las bacterias productoras de
antibioticos cuando estan a punto de entrar en una fase tardia de crecimiento
estatico y van a quedar durmientes o a esporular.

Las bacterias productoras de antibiotico son resistentes a los antibioticos que
ellas mismas producen. Por tanto, los antibi6ticos que se liberan hacia el
microambiente por parte de las bacterias durmientes son evitados como
posibles toxicos por los competidores, aunque sirven como fuente de carbono
(alimento) de facil acceso para la siguiente generacion de la cepa bacteriana
productora de antibiotico cuando se reinicia la fase de crecimiento.

Hoy dia, los niveles ambientales de multiples clases de antimicrobianos son
tan frecuentes en muestras del suelo y agua que multiples géneros bacterianos
poseen cepas que subsisten por completo tan sélo con antibiéticos como
fuente exclusiva de carbono. Estas bacterias expresan niveles muy altos de

resistencia a una amplia variedad de clases de antibioticos. Los medios
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acuaticos son especialmente ricos en poblaciones bacterianas que poseen
multiples genes de resistencia antimicrobiana. (13)

Es probable que estas cepas bacterianas ambientales proporcionen a los
patégenos potenciales para el ser humano nuevos genes de resistencia
antimicrobiana. Las presiones de seleccion ejercidas sobre las poblaciones
microbianas por los antibiéticos favorecen la expansion de cepas que tienen
la capacidad de resistir los efectos inhibidores de los antibiéticos. Estas
poblaciones resistentes proliferan y diseminan los genes de resistencia
antimicrobiana verticalmente a las generaciones ulteriores y horizontalmente
a las cepas sensibles de bacterias relacionadas, incluso de especies o géneros
diferentes. Aunque algunos genes de resistencia antimicrobiana ejercen una
carga metabdlica sobre las bacterias, muchos microorganismos poseen
estrategias evolucionadas que limitan este coste mediante la represién de la
expresion de genes cuando no se necesitan o mediante una variacion de fase.
Estas adaptaciones permiten que, en ausencia de presion de seleccion
antimicrobiana, como reserva, se mantenga una resistencia antimicrobiana
favorable pero en ocasiones «de alto coste», aunque expresada con la re
exposicion a los antimicrobianos. (13)

La exposicién continuada a ADN extrafio es tan habitual dentro de las
comunidades microbianas que muchas bacterias han desarrollado sistemas
para defender su genoma del ADN exdgeno, de los fagos y de la insercién de
plasmidos. Esto se consigue al menos mediante dos mecanismos: 1) enzimas
modificadoras de ADN especificas de cada especie o de cada cepa (p. €j.,
mediacion de algunas secuencias seleccionadas del ADN del huésped en
patrones especificos) y enzimas de restriccion que vigilan el ADN celular del
huésped y degradan el ADN extrafio que no contiene las secuencias de
modificacion del ADN adecuadas, y 2) un tipo de sistema defensivo adaptativo
frente al ADN extrafio denominado CRISPR (repeticiones palindrémicas cortas

agregadas distribuidas de forma regular).
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Se detectan CRISPR casi en un 50% de todos los genomas bacterianos, y
este elemento genético protege a los genomas del atague por ADN extrafio
durante la transformacion, la invasion por fagos o la insercion de plasmidos. El
mecanismo de proteccion viene mediado por la insercion de secuencias
pequefias del ADN invasor movilizado entre las repeticiones palindromicas
dentro del CRISPR. (13)

Tras la re exposicion a secuencias de ADN parecidas procedentes de fagos o
bacterias invasoras, la secuencia presente en el seno del CRISPR se
transcribe a un ARN pequefio (denominado crARN), que se asocia a las
nucleasas asociadas al CRISPR y evita la integracion del ADN extrafio contra
el que se dirigen.

El mantenimiento de la identidad del genoma del huésped, al tiempo que se
permite una variabilidad limitada mediante los cambios micro vy
macroevolutivos, permite también a los patégenos conseguir un equilibrio
entre la estabilidad y la plasticidad gendmica en microambientes sometidos a
cambios rapidos. Evidencias recientes obtenidas en los Enterococos indican
que la delecion de los elementos de CRISPR se relaciona de forma inversa
con la aparicion de resistencia a multiples antibiéticos. Las cepas con
deficiencia de CRISPR han sido seleccionadas y estan especialmente bien
adaptadas en las infecciones vinculadas al ambito sanitario. (13)

Estas cepas tienen unos genomas significativamente mas grandes como
consecuencia de la insercion de grandes secuencias de ADN, que incluyen

genes que median en la resistencia a multiples antibioticos.
2.6.4.1. Plasmidos

Antes de la introduccion de los antibioticos, los elementos extracromosémicos
ya estaban presentes en las bacterias. La introduccion de los antibioticos en
la medicina clinica en el siglo XX cre6 presiones de seleccion que favorecieron

la propagacion de los genes de resistencia a través de los elementos génicos
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moviles. Los plasmidos estan especialmente bien adaptados para servir como
elementos de intercambio genético y propagacion de los genes de resistencia.
Son elementos genéticos que se replican de forma autonoma y estan formados
por moléculas circulares de ADN bicatenario, cerradas de modo covalente, y
cuya longitud varia desde menos de 10 pares de kilobases hasta mas de 400.
Son extremadamente frecuentes en las bacterias. A pesar de que en una
célula bacteriana individual pueden encontrarse mdaltiples copias de un
plasmido especifico o numerosos plasmidos diferentes (o ambos), en la misma
célula no pueden coexistir plasmidos directamente relacionados. (13)

Esta observacién ha dado lugar a un sistema de clasificacion de los plasmidos
basado en los grupos de incompatibilidad. Ademas de la resistencia
antimicrobiana, los plasmidos pueden determinar una amplia variedad de
funciones, incluida la virulencia y la capacidad metabdlica. Todos los
plasmidos poseen un sitio de replicacién de la ADN polimerasa para unirse y
replicar el ADN plasmido. (13)

También deben conservar una serie de genes que facilitan su mantenimiento
estable en la bacteria huésped. La transferencia de ADN plasmido entre
especies bacterianas es un proceso complejo, y los genes que han de
transferirse hacen que los pladsmidos conjugativos sean mas largos que los no
conjugativos.

Algunos plasmidos pequefios pueden ser capaces de transferirse a otras
bacterias utilizando el mecanismo de conjugacion proporcionado por los
plasmidos conjugativos corresidentes o incluso los transposones conjugativos.
Numerosas funciones codificadas por los plasmidos permiten que las cepas
bacterianas persistan en el ambiente resistiendo a los agentes nocivos, como
los metales pesados. El mercurio liberado de las obturaciones dentales puede
aumentar el numero de bacterias resistentes a los antimicrobianos en la
cavidad oral. Los antisépticos como el hexaclorofeno y los derivados del

amonio cuaternario se usan como bacteriostaticos topicos, siendo que la
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resistencia mediada por pldsmidos a estas sustancias ha aumentado

sustancialmente (13)
2.6.4.2. Elementos genéticos transponibles

Los transposones pueden translocarse como una unidad desde un é&rea del
cromosoma bacteriano a otra o entre el cromosoma y el plasmido o el ADN del
bacteriéfago. Los elementos genéticos transponibles poseen un sistema
especializado de recombinacion que es independiente del sistema de
recombinacion generalizado que clasicamente permite la recombinacion de
secuencias de ADN en gran parte homologas a través de acontecimientos de
entrecruzamiento (el sistema recA de las bacterias).

El sistema de recombinacion recA-independiente («transposasa») de los
elementos transponibles suele acontecer de manera aleatoria entre
secuencias no homologas de ADN y da lugar a modificaciones de extensas
secuencias de ADN como acontecimiento Unico. Hay dos tipos de elementos
genéticos transponibles, transposones y secuencias de insercion, que poseen
caracteristicas similares. (13)

Las pruebas a partir de ensayos de secuenciacion de todo el genoma indican
gue los cromosomas bacterianos estan llenos de elementos transponibles. Es
probable que estas secuencias moviles desempefien un papel importante
fisiologico en la variacion y evolucion genética de los procariotas. Los
transposones difieren de las secuencias de insercion porque codifican genes
funcionales que median una caracteristica fenotipica reconocible, como un
marcador de resistencia antimicrobiana. Cualquiera de los elementos puede
translocarse como una unidad independiente. Ambos elementos estan
flanqueados a cada extremo por secuencias cortas idénticas de ADN en orden
inverso (terminales inversamente repetidos). Estos terminales de ADN
inversamente repetidos son esenciales para el proceso de transposicion.

Los transposones (Tn) y las secuencias de insercion (Sl) son incapaces de

autorreplicarse de forma autbnoma y deben estar presentes en un replicén,
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como el cromosoma, un bacteriéfago o un plasmido para replicarse y

mantenerse en una poblacion bacteriana. (13)
2.6.4.3. Métodos de identificacion del gen mcr-1

Los métodos de tipificacion, tanto para las bacterias como para los plasmidos,
se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos (basados en caracteristicas
fisiologicas o bioquimicas) y genotipicos (basados en el estudio del ADN). El
extraordinario avance de la biologia molecular en los ultimos afios ha permitido
desarrollar nuevos métodos genotipicos de tipificacion, como el PCR-MCR-1
En la presente investigacion se utilizaron dos métodos fenotipicos para la
deteccion del nuevo mecanismo de resistencia MCR-1, que actualmente estan
descritos en la literatura, test de la pre difusion descrito por (Frglund-Thomsen)
y el test del disco combinado descrito por ESPOSITO et al., 2017(14)

Debido a la falta de nuevas opciones terapéuticas a llevado a los galenos a la
utilizacioén del colistin, la evaluacion de sensibilidad a esta droga se ha vuelto
critica ya que probablemente sea integrante de la antibiético terapia definitiva.
Esto lleva a la necesidad de recurrir a métodos de diagnostico accesibles, que
rapidamente permitan dar respuesta en el laboratorio clinico, como lo indica el
boletin N° 5 del Instituto Malbran que indica al método de predifusion como
método aceptable comparado con el método de referencia que es la
macro/microdilicion en caldo.(15)Siendo también el método del doble disco
comparable con ese método de referencia.

Habida cuenta que CLSI no dispone de puntos de corte para la interpretacion
de las pruebas de sensibilidad por dilucion para polimixinas en
Enterobacterias, los ensayos se interpretaron con los sugeridos por EUCAST,

Sensible: <= 2 pg/ml; Resistente: >= 4 ug/ml
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2.6.5. Métodos genotipicos de identificacién del gen MCR-1
2.6.5.1. Predifusion.

Principio. Esta técnica fue desarrollada por un microbiologo danés, Frglund-
Thomsen, hace varias décadas. La idea es dar a los antimicrobianos de alto
peso molecular un periodo de tiempo mas largo para difundir en el agar antes
de que se produzca el crecimiento bacteriano. Se predifunde el antibiético en
la placa (sin bacterias), durante unas 20 horas (overnight).

De esta manera se consigue un gradiente de antibiotico en el agar, resultando
en una buena separacion entre cepas con CMiIs distintas.

Se puede decir que con el método de difusidn corriente la diferencia entre dos
CMIs consecutivas corresponde a aprox. 1 mm de diferencia entre las zonas
de inhibicion (con colistina) y mientras que con el método de predifusion la
diferencia de zonas entre dos CMIs consecutivas es de 4 — 5 mm. Con ello es
claro que el método de predifusion es casi tan exacto como el método de medir
CMils.(16)

2.6.5.2. Método del disco combinado (CDT)

Principio. El ensayo del disco combinado fue propuesto por (ESPOSITO y
colaboradores el afio 2017), los autores adaptaron cuatro métodos especificos
basados en la inhibicibn del mecanismo MCR-1 por EDTA, a partir de los
métodos descritos para la deteccion de cepas productoras de enzimas métalo-
B-lactamasa. Inicialmente, seleccionaron una concentracion de EDTA que no
mostraba actividad antibacteriana contra todos los aislamientos
seleccionados, fueron afiadiendo diferentes concentraciones y volimenes de
solucion EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) Al disco blanco y 2
discos de colistina-10 pug. De esa manera, realizaron combinaciones de
volumenes desde 5, 10 y 20 yL de las siguientes concentraciones de EDTA,
50, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 mM a un (pH 8,0). Finalmente

seleccionaron el uso de 10 yL de una solucién EDTA a una concentracion final
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de 100 mM, como una opcién de ensayos adicionales para aquellas bacterias

gue presentan resistencia a la colistina.
2.6.5.3. Procedimiento Predifusion

Se prepar6 placas conteniendo medio de ensayo de susceptibilidad, Agar
Mueller-Hinton, en seguida se deposito un Neo-Sensitabs del antimicrobiano,
2 horas después de dejar en reposo a temperatura ambiente, se retiro la
tableta (disco) proporcionando un golpe leve a la placa contra una superficie
rigida, posteriormente se dejo a una temperatura ambiente durante 18 o 22
horas, después de ese tiempo las placas fueron inoculadas con suspensiones
bacterianas previamente ajustadas segun el patron de turbidez de 0,5 en la
escala de McFarland. siguiendo de las recomendaciones del (CLSI. 2017), se
adiciono discos antimicrobianos (Neo-Sensitabs) y se dej6é incubando durante
18 horas a una temperatura de 35°C, posteriormente se realizé la lectura
midiendo las zonas de inhibicién y se compararon con los puntos de corte de
la zona. Entendiéndose zona susceptible = 15 mm (correspondiente a una MIC

de < 2 pg/ ml). Intermedio: 14-10 mm, Resistente: sin zona (MIC = 8 g/ ml)
2.6.5.4. Procedimiento del doble disco

Las suspensiones bacterianas fueron sembradas en las placas de agar
Mueller-Hinton, previamente ya preparadas anteriormente con ayuda de
hisopos estériles. Inmediatamente con la ayuda de una pinza estéril se
deposité dos discos conteniendo 10 ug/mL del antimicrobiana colistina y el
disco blanco que no contiene antibiético, posteriormente utilizando una
micropipeta calibrada se impregno con 10 pyL de una solucion de EDTA 0.1
Molar, en 1 disco de colistina y en el disco blanco, se dej6é incubando durante
un periodo de 18-24 horas en estufa a una temperatura de 35 °C.
Posteriormente se procedié a medir los diametros de la zona de inhibicién
alrededor de los discos de colistina (con y sin EDTA) las cepas que
presentaban =23 mm de diferencia en el tamafio de las zonas de inhibicién

alrededor del disco conteniendo colistina con EDTA en comparacion con las
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zonas de inhibicién del disco de colistina sin EDTA fue interpretado como cepa
portadora del gen MCR-1. Conforme recomendaciones de (ESPOSITO et al.,
2017).

2.6.5.5. Test Complementarios

Ante la realidad de que no contamos con materiales y equipamientos
necesarios se realizaron test complementarios en colaboraciébn con el
Laboratorio de Resistencia Bacteriana y alternativas terapéuticas de la
Universidad de Sao paulo-Brasil.Todas las muestras que presentaron el
nuevo mecanismo de resistencia a la colistina MCR-1, identificado a travez de
los dos test fenotipicos, fueron sometidos a los siguientes examenes
determinacion de concentracion inhibitoria minima por el método de Micro
dilucién en caldo CIM, deteccion del gen mcr-1, por el método convencional
PCR y secuenciamiento del genoma completo, por secuenciamiento de nueva

generacion WGS.

2.7. Impacto mundial de la resistencia antimicrobiana

La RAM tiene un impacto mundial desde que los microorganismos y genes
resistentes no respetan fronteras geograficas o ecoldgicas. La diseminacion
ocurre a través de alimentos, agua, animales y/o personas por los viajes y
comercio internacional con un alto volumen de trafico aéreo. Ademas, por la
trasmision de genes de resistencia interespecies y la pobre higiene y
saneamiento en comunidades y los hospitales.

Un ejemplo de ello lo constituye la diseminacion rapida mundial del clon ST258
de K. pneumoniae carbapenemasa KPC detectado, inicialmente, en Estados
Unidos en 1996; el clon ST131 de E. coli relacionado con resistencia a
cefalosporinas y fluoroquinolonas y el clon USA 300 de S. aureus resistente a
la meticilina.

Es evidente que la RAM ha puesto en riesgo los logros de la medicina

moderna. Entre las infecciones mas temibles en la actualidad son las
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producidas por bacilos gran negativos multiresistentes para las cuales no
guedan casi ninguna opcion de tratamiento. El desarrollo de antibiéticos contra
estas bacterias es particularmente dificil debido a la baja permeabilidad de la
pared celular de estas, la variedad de bombas de eflujo (que activan el
transporte de antibiéticos fuera de la célula) y como se cité previamente, una
serie de enzimas capaces de inactivar a todos los 3-lactamicos. .(9)

Por la dispersion de las BLEE y carbapenemasas (KPC y NDM) en servicios
de salud de las Américas, la Organizacion Panamericana de la
Salud/Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS) ha emitido 5 alertas
epidemiolégicas en los ultimos afios. La mas reciente sobre la emergente
resistencia transferible a colistina con hallazgos en paises de la regién como
Brasil, Colombia, Argentina, Estados Unidos y Canada.

Neisseria gonorrhoeae resistente a todos los antimicrobianos disponibles para
el tratamiento de las infecciones de transmisién sexual, también fue objeto de
alerta epidemioldgica en el 2011 en la region. La cepa denominada H041 es
resistente a penicilina, ciprofloxacina, tetraciclina y cefalosporinas de tercera
generacion siendo sensible a espectinomicina y con sensibilidad reducida a
azitromicina.

La resistencia a los antifungicos también evoluciona con el transcurso de los
aflos aunque con menos impacto clinico y epidemiologico que en bacterias.
Recientemente, la OPS/OMS emitié una alerta en la regién de Latinoamérica
relacionada con Candida auris, identificado como patdgeno humano desde
2009 en Japon y ha sido causa de brotes afectando a Venezuela y Colombia.
Se ha relacionado en pacientes con estancia prolongada en las unidades de
cuidados intensivos neonatales y de adultos. Su aislamiento estuvo
circunscrito a muestras de sangre, orina y lavado bronquioalveolar. La
resistencia al fluconazol, voriconazol y anfotericina B fue evidente en este
patdgeno emergente. Esto ratifica la trascendencia en la actualidad de la

resistencia a antifungicos por hongos de importancia clinica.
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La OMS solicita incrementar los esfuerzos para intensificar la vigilancia e
implementar protocolos para la deteccion oportuna de mecanismos
emergentes de resistencia, asi como intensificar medidas de prevencion y

control de infecciones.(9)
2.8. Marco tedrico referencial

Un estudio sobre la resistencia plasmidica a colistin por el gen mcr-1 en
Enterobacteriaceae en Paraguay informa que 150 cepas de Enterobacterias,
remitidas de diversos centros, fueron estudiadas en el Servicio
Antimicrobianos del Departamento Bacteriologia y Micologia del LCSP de
donde fueron aisladas las cepas de Enterobacterias estudiadas, de las cuales
56 correspondieron a orina. Del total de las cepas estudiadas, el 95 %
correspondieron a pacientes hospitalizados y el 53 % al género masculino.
Las Enterobacterias identificadas correspondieron a: Klebsiella pneumoniae
(kpn), Escherichia coli (eco), Enterobacter cloacae (ecl), Citrobacter freundii
(cfr), Klebsiella oxytoca (kox), Pantoeae agglomerans (eag), Salmonella
Schwarzengrund (ssw)..

En cuanto a los halos de inhibicion, 109 de las cepas presentaron halos de
inhibicion frente a colistina menor a 10 mm de diametro y 41 entre 10y 12 mm.
De las 150 cepas con resistencia a colistina, en 7 de ellas se confirmoé la
portacion del gen mcr-1 (4,7 %).

En aquellas con resultados negativos para mcr-1 se encontro resistencia a
otros antibidticos: 112 cepas con resistencia a carbapenemes, de las cuales
96 (67 %) correspondieron a KPC y 16 (11 %) a NDM-1; en 20 (14 %) se
detectd la presencia de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE) y en 2
(1 %) derrepresion de B -lactamasa de tipo AMP-C1%).

De las 7 cepas confirmadas para el gen mcr-1, 3 correspondieron a Klebsiella
pneumoniae (kpn),3 a Escherichiacoli (eco) y 1 a Salmonella Schwarzengrund
Los resultados de las pruebas de sensibilidad a colistina demostraron que las

cepas portadoras del gen mcr-1 presentaron halos de inhibicién de entre 10 y
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12 mm; y que las CIMs, independientemente de los métodos empleados
(Epsilométrico, Elusion de discos de colistina de 10 ug y macrodilucion en
caldo), no superaron 8 ug/ml.

En todas ellas, se encontré que la portacion del gen mcr-1 estaba asociada a
otros mecanismos de resistencia: una de ellas a carbapenemasa tipo KPC
ademas de portacién de BLEE tipo CTX-M y PMQR (17)

En Chile un estudio publicado como la primera comunicacion en Chile de la
deteccidon del gen mcr-1 en un aislado clinico de Escherichia coli resistente a
colistin, se analizaron todas las cepas de bacilos gram negativos resistentes a
colistin provenientes de muestras clinicas recibidas en el Laboratorio de
Microbiologia de la Pontificia Universidad Catolica de Chile, entre los afios
2013y 2017.

Se definié como resistencia una concentracion inhibitoria minima (CIM) = 4
MgmL determinada mediante microdilucion en caldo (SensititreTM, TREK
Diagnostics). Se analizaron un total de 13 aislados correspondientes a cinco
Acinetobacter baumannii, tres E. coli, cuatro K. pneumoniae y un aislado de P.
aeruginosa; se incluyd ademas una cepa con resistencia intrinseca (P.
mirabilis ATCC 7002 ) y otra sensible (K. pneumoniae ATCC 46113).

Los 13 aislados clinicos provenian de muestras de orina (8), herida (2),
aspirado endotraqueal (2) y liquido peritoneal (1).

A las cepas incluidas en el estudio se les realiz6 una reaccion de polimerasa
en cadena (RPC) utilizando los partidores descritos por Liu y cols. 2016 (CLR5-
F: 5-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3' y CLR5-R 5-CTTGGTCGGTCTGTA
GGG-3') con un producto de RPC esperado de 309 pb.

Los productos amplificados fueron posteriormente secuenciados en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de Laboratorios Clinicos de la
Red de Salud, mediante electroforesis capilar en un analizador genético ABI
Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA). El resultado fue analizado
mediante BLAST.
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De las 13 cepas estudiadas se observo amplificacion de una banda del tamafio
esperado en solo un aislado de E. coli. ElI producto amplificado fue
posteriormente secuenciado Yy analizado con el programa BLAST
correspondiendo al gen mcr-1 de E. coli con un 100% de identidad. Esta cepa
provenia de una muestra de orina de un paciente de origen ambulatorio
recibida en el afio 2016. Junto a una CIM elevada a colistin (CIM = 8 ug/ mL)
esta cepa presento resistencia a ciprofloxacina y cotrimoxazol, siendo sensible
a betalactamicos, aminoglucésidos y nitrofurantoina. (18)

El reciente descubrimiento de un gen de resistencia a la colistina transmitida
por plasmidos, mcr-1, en China anuncia la aparicion de bacterias
verdaderamente pan-resistentes a los medicamentos. El gen se ha encontrado
principalmente en Escherichia coli pero también se ha identificado en otros
miembros de Enterobacteriaceae en muestras humanas, animales,
alimentarias y ambientales en todos los continentes. En respuesta a esta
amenaza, a partir de mayo de 2016, todas las E. coli productoras de B-
lactamasa de espectro extendido (BLEE) en los aislados clinicos enviados al
laboratorio de microbiologia clinica en el Centro Médico Militar Nacional Walter
Reed, conocido como el Hospital Naval Bethesda, esta considerado el mejor
y mas importante centro médico de Estados Unidos (WRNMMC) han sido
evaluados por E-test para determinar la resistencia a la colistina.

En este centro se informa la presencia de mcr-1 en una cepa de E.
coli cultivada de un paciente con una infeccion del tracto urinario (ITU) en los
Estados Unidos. La cepa era resistente a la colistina, pero seguia siendo
susceptible a varios otros agentes, incluyendo amikacina, piperacilina-
tazobactam, todos los carbapenémicos y nitrofurantoina.

El cultivo se realiz6 a partir de la orina de una mujer de 49 afios que se
presentd en una clinica en Pensilvania el 26 de abril de 2016 con sintomas
indicativos de una ITU. El aislado se envi6 a WRNMMC, donde las pruebas de
susceptibilidad indicaron un fenotipo de ESBL. El aislado se incluyé en los

primeros 6 aislamientos de E. coli productores deESBL seleccionados para la
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prueba de susceptibilidad a colistina, y fue el Unico aislado que tuvo una CIM
de colistina de 4 pg / ml (todos los demas tenian CIM de <0,25 u / ml). La
colistina MIC se confirm6 mediante caldo microdilucion, y mcr-1 se detecto
mediante PCR en tiempo real. La secuenciacion del genoma completo (WGS)
de MRSN 388634 se realiz6 usando un sistema PacBio RS Il y un
secuenciador de sobremesa MiSeq. (19)

En Italia un estudio describe tres casos de infecciones del torrente sanguineo
por Escherichia coli resistentes a colistina y positivas al gen mcr -1, de agosto
de 2016 a enero de 2017. La descripcién de los casos fue la siguiente:

Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos
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Caso 1. En julio de 2016, una mujer de 70 afios con un carcinoma ductal
pancreatico diagnosticado 5 afios antes, ingreso en una unidad de enfermedad
respiratoria por derrame pleural. Se sabia que tenia metastasis Oseas y
hepaticas, estaba esplenectomizada y habia recibido 18 ciclos de
guimioterapia en los ultimos 5 afios.

Cuatro dias después del ingreso, tuvo fiebre (38.8 ° C), vomitos y dolor
abdominal asociado con un aumento de los marcadores inflamatorios:
procalcitonina 60 ng/mL (norma: 0.00-0.50 ng / mL), proteina C reactiva (CRP)
23.29 mg/dL (norma: 0,00-0,50 mg / dL) y glébulos blancos muy elevados
(WBC) 38,92 x 10 3 uL (norma: 4-10 x 10 3 ulL). E. coli se aisl6 a partir de
orina y hemocultivos, estos dos aislamientos mostraron los mismos perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana y ambos mostraron resistencia a la colistina

La paciente fue tratada empiricamente con meropenem por via intravenosa y

su condicion clinica mejord rapidamente. Fue dada de alta después de 20 dias



49

de hospitalizacién. Nunca habia recibido tratamiento previo con colistina y no
informdG ningln contacto cercano anterior con animales de granja. No habia
viajado al extranjero desde 2008.

Caso 2. En agosto de 2016, una mujer de alrededor de 60 afios con
diagnostico de linfoma no Hodgkin fue ingresada en la unidad hematol6gica
de nuestro hospital por distension del uréter, pelvis renal y célices debido al
blogueo del flujo de orina por ganglios linfaticos voluminosos. Ella habia sido
tratada con dos ciclos de quimioterapia en las 6 semanas anteriores con mala
respuesta. Se someti6 a una nefrostomia después del ingreso y un dia
después desarroll6 fiebre (38.0 ° C) y escalofrios. Tenia una pancitopenia
grave con menos de 0,800 x 10 3/ uL (norma: 4-10 x 10 3 uL) WBC y aumento
de CRP 3.50 mg / dL (0.00—0.50 mg / dL).

La paciente recibi6 tratamiento empirico intravenoso con piperacilina /
tazobactam y vancomicina. E. coli fue aislada de orina y hemocultivos. Al igual
gue en el caso 1, los dos aislamientos obtenidos mostraron los mismos perfiles
de susceptibilidad antimicrobiana, ambos indicando resistencia a la colistina.
La PCR disminuy6 al rango normal en 3 dias y la fiebre desapareci6 en 24
horas. El paciente falleci6 5 dias después por una hemorragia cerebral
masiva. Nunca habia recibido tratamiento previo con colistina y no informé
ningun contacto cercano previo con animales de granja. En los 12 afios
anteriores no habia viajado al extranjero.

Caso 3.

En enero de 2017, una mujer de unos 80 afios con fiebre (> 38.5 ° C), diarrea
y dolor abdominal fue ingresada en la unidad de enfermedades infecciosas del
mismo hospital terciario. En 2012, se le realizO una mastectomia y
quimioterapia para el cancer de mama. Los hemocultivos se extrajeron al
ingreso y recibio tratamiento empirico intravenoso con
piperacilina/tazobactam. E. coli fue aislada de hemocultivos, la cepa era
resistente a la colistina pero susceptible a otros antimicrobianos de uso comun

Tenia 10.03 x 10 3/ uL WBC (norma: 4—10 x 0 3 uL) y marcadores inflamatorios
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altos: procalcitonina 50.50 ng / mL (norma: 0.00—-0.5 ng / mL), CRP 28.41 mg
/ dL (norma: 0.00 —0.5 mg / dL).

Su condicion clinica mejoro rapidamente y fue dada de alta del hospital
después de 8 dias. Nunca habia sido tratada con colistina, no habia reportado
ningln contacto cercano anterior con animales de granja y nunca habia viajado
al extranjero. (20)

Una publicacion en Argentina sobre el primer aislamiento con resistencia
transferible a colistina mediada por el gen mcr-1 en el Hospital de Pediatria
Juan p. Garrahan, informa sobre un nifio de 11 afios con antecedentes de
vejiga neurogénica se interno para el retiro programado de un esfinter urinario
artificial.

El paciente presentaba antecedentes de mielomeningocele con Arnold Chiari
operado al nacer, con vélvula de derivacion ventriculo peritoneal. El nifio
realizaba cateterismo intermitente y tenia antecedentes de infecciones del
tracto urinario a repeticiéon, con uso prolongado de antibiéticos de amplio
espectro en los dltimos 12 meses.

El esfinter habia sido colocado un afio antes de la internacién actual, pero se
decidio retirarlo por sospecha de infeccion asociada al dispositivo con mala
respuesta al tratamiento antibiotico empirico. Se realizé la cirugia sin
complicaciones y el paciente permanecio internado para control en la unidad
de cuidados intensivos. A las 24 horas después de la extracciéon del esfinter
ureteral artificial se recibié el informe de microbiologia del desarrollo de un
bacilo gram negativo en un urocultivo de control realizado previo a la cirugia
urolégica.

El paciente habia recibido profilaxis antibidtica prequirargica con ampicilina
sulbactam, la que luego fue suspendida. En el sedimento urinario del urocultivo
se observO leucocituria significativa (10 a 15 leucocitos por campo) y se
registr0 el desarrollo de 100.000 unidades formadoras de colonias de
Escherichia coli identificada como tal por espectrometria de masa (Vitek MS).

Se realizaron pruebas de sensibilidad a los antibidticos por el método
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automatizado Vitek 2C. Ademas se probo la sensibilidad a colistina por Etest
[Concentracion inhibitoria minima (CIM) = 4 pg/ml] y por difusidén con discos
(halo de inhibiciobn = 11mm). Se interpreto al aislamiento como resistente a
colistina por todas las metodologias empleadas. Dicha resistencia se
caracteriz6 por técnicas de biologia molecular. Para ello, se emple6 como
método la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y la secuencia blanco
estudiada fue el gen mcr-1.

El aislamiento presento resistencia a cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion debido a la hiperproduccién de una beta-lactamasa de tipo
AmpC. Ante la alerta de la presencia de un microorganismo multirresistente
surgida desde el laboratorio de microbiologia, se indicaron las medidas de
aislamiento estipuladas especialmente para evitar la diseminacién de
gérmenes multirresistentes: habitacion individual, uso de camisolin, guantes y
elementos individualizados para el paciente.

Ademas, se reforzaron las recomendaciones universales respecto al lavado
de manos. A pesar de estar el paciente asintomatico, por tratarse de un
urocultivo realizado previo a la manipulacion de la via urinaria, se decidio
repetir el urocultivo e indicar piperacilina- tazobactama. El urocultivo de control
realizado antes de la indicacion de piperacilina-tazobactama fue negativo, y
dado que el paciente permanecié asintomatico y con buena evolucion, se
suspendio el tratamiento antibiético. El nifio fue dado de alta luego de 5 dias
de la cirugia. Concurrié a control en urologia a la semana de la intervencion,
manteniéndose asintomatico. Los urocultivos realizados al mes y 2 meses pos
quirargicos fueron negativos. (21)

Un estudio sobre co-ocurrencia de mcr-1y bla KPC-2 en un aislado clinico de
Escherichia coli en Brasil, evalla las caracteristicas del primer aislado clinico
de Escherichia coli que alberga los genes mcr-1y bla KPC-2 en América Latina
Este aislamiento se obtuvo a partir de un hisopo rectal de un paciente
hospitalizado, en septiembre de 2014, en una sala de emergencias de un

hospital general en la ciudad de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, el estado
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mas al sur de Brasil.Es el primer informe de un aislamiento clinico con ambos
genes en América Latina Teniendo en cuenta la baja prevalencia del gen mcr-
1 entre los aislamientos clinicos de CRE (Enterobacteriaceae resistente a
Carbapenem) observados en nuestro estudio, parece que si bien la resistencia
al carbapenem es alta, la resistencia a la colistina mediada por plasmidos es
aun rara y esporadica entre los aislamientos clinicos de CRE. (22)

En un estudio sobre resistencia a la colistina mediada por plasmidos en
Escherichia coli de la Peninsula Arabiga se aislaron setenta y cinco cepas de
Enterobacteriaceae resistentes a colistina aisladas de casos clinicos en
Bahrein, Kuwait, Oméan, Arabia Saudita y los Emiratos Arabes Unidos fueron
probadas por PCR para el gen mcr-1. Mcr-1 cepas positivas fueron genotipo,
y su susceptibilidad a los antibioticos se establecid. Los plasmidos que
contenian mcr-1 se movilizaron en Escherichia coli K-12 y se determiné su
secuencia.

Se identificaron cuatro aislamientos de E. coli (dos procedentes de Bahrein,
uno de Arabia Saudita y uno de los Emiratos Arabes Unidos) que portaban el
gen mcr-1 en plasmidos conjugativos. Pertenecian a clones globales de E. coli
resistentes a multiples farmacos, es decir, ST648, ST224, ST68 y ST131,
respectivamente. Una cepa llevaba el gen de la carbapenemasa blaNDM-1.
Tres cepas llevaron mcr-1 en plasmidos de tipo Incl2, uno de los cuales
también alberga un gen blaCTX-M-64. En la cuarta cepa mcr-1 se localizé en
un plasmido IncHI2 de 240 kb que alberga otros 13 genes de resistencia.
Indicando estos resultados que varios antibioticos de uso comun pueden
potencialmente facilitar la diseminacion de cepas portadoras de mcr-1 o
directamente, mcr - 1 que contiene plasmidos. (23)

Otro estudio sobre resistencia a la colistina en aislados de Escherichia coli de
pacientes con infeccion del torrente sanguineo en Corea, donde se propuso a
partir del hecho de que se detectaron aislados de Escherichia coli resistentes
a colistina mediados por plasmidos mcr-1 en un paciente danés con una

infeccion del torrente sanguineo.
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Esta posibilidad plantea un importante problema de salud publica para las
amenazas emergentes dadas las limitadas opciones terapéuticas, la gravedad
clinica y los malos resultados. El objetivo de este estudio fue evaluar la reciente
epidemiologia de la resistencia a la colistina en el torrente sanguineo E. coli,
incluyendo la resistencia a la colistina mediada por mcr-1 en Corea.

Los aislados clinicos no duplicados de E. coli (n = 1.193), incluidos en este
estudio, se aislaron previamente de la sangre de pacientes y se almacenaron
en leche descremada a -70 °C hasta las pruebas en un hospital de ensefianza
terciaria en Seul, Corea durante 2014 -2015. Para detectar aislamientos
resistentes a la colistina, los organismos de ensayo se tamizaron en agar
Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, UK) que contenia colistina (0, 1, 2y 4 ug
/ mL) con la cepa E. coli ATCC25922. Se cultivé un aislado en una placa de
agar con una concentracion de 4 ug / ml de colistina y la concentracion
inhibitoria minima (CMI) de colistina, determinada por la prueba E (bioMérieux,
Marcyl'E'toile, Francia) fue de 6 ug / ml, Lo que indica que el aislamiento fue
resistente a la colistina, de acuerdo con los criterios de resistencia EUCAST (>
2 u g/ mL) [4]. El mcr-1 gen no se detectd tras repetir PCR en este aislamiento.
La prevalencia general de la resistencia a la colistina en los aislados de E. coli
de la sangre fue de 0,15% (1/644) en 2015 y 0% (0/549) en 2014.

En este estudio, se encontré6 que soélo un aislamiento era resistente a la
colistina, pero la resistencia no fue conferida por el gen mcr-1 (24)

Una investigacion respecto a Escherichia coli resistente a las colistina en un
viajero que regresar a Canada desde china, que se trataba de un hombre de
61 afios fue sometido a una reseccion transuretral de la prostata en
Vancouver, Columbia Britanica, en enero de 2016. El dia 1 postoperatorio fue
febril (39,1 °C) y leucocitosis (12,7 x 10 9 células / L) . Los cultivos de sangre
y orina se ordenaron el dia 2 postoperatorio y se inicié Ceftriaxona. En el dia
3 postoperatorio, el cultivo de orina crecio Escherichia coli (> 100 millones CFU
/ mL).
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La E. coli cultivada en el paciente se sometié a pruebas adicionales y crecio
en cantidades iguales en coli de Colistina-Acido Nalidixico (CNA) con sangre
de oveja al 5% y agar de Columbia con sangre de oveja al 5% (OXOID,
Ontario, Canada). Este resultado fue llevado a la atencién del microbiélogo
médico del hospital. Una colistina Etest (bio Mérieux, Quebec, Canada) mostrd
una CIM de 3 ug / mL; EUCAST define la resistencia a la colistina como> 2 ug
/ mL para Enterobacteriaceae.

Se desarroll6 una PCR en tiempo real para detectar el gen de resistencia a la
colistina movil, El aislamiento también fue positivo para PCR para un gen bla
CTX-M.

El paciente habia viajado a China en noviembre de 2015 durante 2 semanas,
donde requirié cateterizacién en un departamento de urgencias del hospital en
la provincia de Zhejiang para la retencion urinaria aguda. Experimenté una
retencidn urinaria aguda y fiebre 6 dias después de la extraccion del catéter,
requiriendo otra insercion del catéter y 3 dias de drogas antimicrobianas
intravenosas en la provincia de Guangdong. Deneg0 el contacto con animales
de granja, mercados de aves de corral vivos 0 carne poco cocinada. Al
regresar a Canada, los sintomas del tracto urinario obstructivo persistieron,
requiriendo 5 visitas al servicio de urgencias antes de la reseccion de la
prostata.

Las revisiones retrospectivas han detectado mcr-1 en Enterobacteriaceae de
Europa, Sudamérica, Africa y Japon.

A diferencia de la deteccion de laboratorio de fenotipico, en la que se dispone
de medios de deteccion y paneles de susceptibilidad automatizados, no existe
ningin medio de deteccidbn comercial para mcr-1. La prueba de MIC se
recomienda solamente para Enterobacteriaceae resistente a todas las otras
clases antimicrobianas, y la prueba molecular puede no ser accesible.
Ademas, algunas Enterobacteriaceae son intrinsecamente resistentes a la
colistina. Solo E-test( http://etest.net/ ) podria realizarse en nuestro laboratorio,

que es una limitacion que puede subestimar la MIC real. Sin embargo, el
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método de microdilucion de caldo de referencia no estd disponible para la
mayoria de los laboratorios clinicos. Este aislado fue identificado por un
tecnologo que reconocio el crecimiento intenso de E. coli.

El cribado retrospectivo ha identificado cepas mcr-1 en Canada. Sin embargo,
describimos un paciente prospectivamente identificado en Canada con E. coli
que alberga el gen mcr — 1.

Los procedimientos limitados de deteccion de laboratorio tienen implicaciones
para los laboratorios y la salud publica. Las pruebas de colistina de rutina para
Enterobacteriaceae serian costosas y de bajo rendimiento ; Sin embargo, sin
tales pruebas, la prevalencia real de mcr-1 sera subestimada (25)

En Lima Pera el afilo 2016 se publica un estudio sobre la caracterizacion
fenotipica y molecular de Escherichia coli productoras de B-Lactamasas de
espectro extendido en pacientes ambulatorios. Se evaluaron 53 aislamientos
de E. coli por dos métodos fenotipicos: Jarlier y CLSI, el perfil de
susceptibilidad se realiz6 mediante disco difusion y la caracterizacion
genotipica mediante PCR para los genes blaCTX-M, blaTEM y blaSHV.

Los 53 aislamientos productores de BLEE representaron el 16,30% del total
de aislados de E. coli, afectando principalmente a mujeres mayores de 65
afos. El perfil de susceptibilidad evidencié alta resistencia a
AMP,CEF,CRO(100%), LEV(87%), NOR(92%), CIP y NAL(94%), CXM vy
CTX(96%),SXT(70%), ATM(75%) y TOB (85%); asimismo elevada
sensibilidad a NIT e IPM(100%), AMK(91%) y FOF(73,6%). El tipo de gen bla
mas frecuente fue blaCTX-M (55%), seguido por la coexistencia blaCTX-
M+TEM (24%), blaTEM (13%) y blaSHV (6%). Se concluye que la frecuencia
de E. coli productores de BLEE fue de 16,3%; siendo el gen tipo blaCTX-M el
mas frecuente, informacion valiosa para orientar la terapia antimicrobiana
empirica. (26)

Un estudio caso y control realizado en el Hospital Cayetano Heredia sobre
factores asociados a la presentacion de infecciones urinarias por Escherichia

coli productoras de Betalactamasas de espectro extendido, publicado en Lima
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Peru el afio 2017, en el que se incluyeron 150 casos y 150 controles,
definiéendose como caso al paciente con urocultivo positivo para E. coli BLEE
y como control al paciente con urocultivo positivo para E. coli no BLEE.

Se realizé un andlisis bivariado y regresion logistica binaria para aquellos
factores que resultaron significativos en el andlisis bivariado. Obteniéndose
como resultados que los factores asociados a la presentacion de infecciones
urinarias por E. coli BLEE encontrados en el estudio fueron sexo masculino
(OR 5,13 - IC 95% 2,37 — 11,07), edad mayor a 45 afnos (OR 2,65 - IC 95%
1,61 — 4,38) y hospitalizacion previa (OR 2,57 - IC 95% 1,39-4,75). Se
concluye en este estudio que los pacientes varones, mayores de 45 afios y
con antecedente de hospitalizacion en el Ultimo afio estuvieron mas propensos
a presentar infecciones urinarias por E. coli BLEE, lo cual se debe tomar en
cuenta para el manejo empirico de esta clase de pacientes (27)

2.9. Alcance del estudio

El estudio es de nivel descriptivo, en el cual se realiza la caracterizacion de la
resistencia de Escherichia Coli a la colistina medida por el gen MCR-1y
antimicrobianos de uso frecuente como de los pacientes de los que se
obtuvieron las muestras

Y es correlacional por que se determinara el grado de asociacion entre la
frecuencia de la resistencia de E. Coli con la edad y sexo de los pacientes.

Es importante mencionar que no se considera el alcance como “tipo” de
investigacion, ya que, mas que ser una clasificacion, constituye un continuo de

“causalidad” en el estudio (28)
2.10. Hipétesis

Hi = NO existe asociacion entre la frecuencia de resistencia de E. Coli
mediante Betalactamasas con la edad y sexo de los pacientes
Hi = Existe asociacion entre la frecuencia de resistencia de E. Coli mediante

Betalactamasas con la edad y sexo de los pacientes
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CAPITULO: DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de estudio

Uno de los aspectos fundamentales en toda investigacion es la decision sobre

el tipo de estudio a realizar, para lo cual tomamos en cuenta que el mismo se

define preliminarmente desde la etapa de identificacion y formulacion del

problema; sin embargo, cada etapa del proceso de investigacion provee de

elementos que sirven para su seleccion definitiva (29)

El enfoque del estudio es cuantitativo, ya que se incluyen hechos o
variables que se pueden contar, como por ejemplo la edad y sexo de
los pacientes la frecuencia de resistencia a los antimicrobianos, etc. No
se tomaron en cuenta aspectos subjetivos como creencias u opiniones
sobre las variables del tema de investigacion.

El nivel de investigacion es descriptivo porque primeramente se
analizan las variables en forma individualizada, sin buscar la asociacion
o relacion entre ellas. Posteriormente se aplican medidas estadisticas
con el fin de determinar si existe asociacion significativa entre las
variables en estudio como la resistencia con la edad y sexo de los
pacientes.

En funcion al tiempo de realizacion de estudio, es retrospectivo ya que
se basa en datos registrados en un periodo anterior a la elaboracion de
este proyecto de investigacion

Respecto al niamero de medidas realizadas, el estudio aplico las
medidas correspondientes en un solo periodo de tiempo continuo por lo
gue el estudio es de tipo transeccional.

En cuanto al rol de la investigadora es una investigacion no
experimental la misma que puede definirse como la investigacion que
se realiza sin manipular deliberadamente variables. es decir, se trata de
un estudio donde no hacemos variar en forma intencional algunas

variables para ver su efecto en otras.
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3.2. Universo

Son todos los pacientes con registros para identificacion de Escherichia Coli

registrados en el Hospital San Martin de Porres tropico Cochabamba
3.3. Criterios de Seleccién

Con frecuencia, no se puede obtener informacion de toda la poblacién, sino
tan s6lo de unidades que cumplen una serie de caracteristicas que son los
criterios de inclusion/exclusién. La muestra se obtiene de la poblacion de
estudio, por lo que debe recordarse que las conclusiones extraidas de la
muestra son generalizables a esta poblacion y no al universo (30)y para
delimitar esta poblacion de estudio es necesario definir los criterios de

selecciéon de unidades de analisis.
3.3.1. Criterios de inclusion.

e Toda aislamiento bacteriano de Escherichia coli de cualquier sitio para
la muestra

e Toda muestra con presencia de Escherichia coli con estudio y registro
para mecanismos de resistencia bacteriana

e Escherichia coli aisladas durante las gestiones 2014 al 2017
3.3.2. Criterios de exclusion.

e Toda muestra que no solicita cultivo y antibiograma
e Cultivos sin crecimiento bacteriano
e Bacterias aisladas que no sean Escherichia coli

e Escherichia coli aislados que no estén en el periodo de investigacion
2014 al 2017.

3.4. Unidad de anédlisis.

En funcién a los criterios de seleccién la unidad de analisis son todas las

muestras de pacientes con Escherichia coli aislada durante el periodo del 2014
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al 2017 con registro del sitio de su aislamiento y mecanismo de resistencia

acompanfante.
3.5. Poblaciéon de estudio (diana).

Tomando en cuenta que la poblacion de estudio es aquélla sobre la cual
pretendemos que recaigan los resultados o conclusiones de la investigacion
(31), en nuestro caso de acuerdo a los criterios de inclusion y de exclusion y a
la unidad de analisis el tamafio de la poblacion de estudio son 192 casos

Es necesario mencionar que en esta investigacion se trabaja con la “poblacion
accesible” es decir la que acude y se registra. Como menciona Fathalla MF
(OPS), esta poblacién no necesariamente representa a la poblacion de toda la
comunidad ya que no todas las personas acuden al consultorio al laboratorio
o al hospital en el tiempo de estudio. (32). Por esta razon es que los resultados
seran generalizables solo a la poblacién registrada en la institucion.

3.6. Muestra

Para la seleccion de pacientes se realizara un muestreo no probabilistico
consecutivo.

Las muestras no probabilisticas, también llamadas muestras dirigidas,
suponen un procedimiento de seleccién informal, en este caso se realizd un
muestreo no probabilistico consecutivo de todos los pacientes con aislamiento
de Escherichia coli en un tiempo de 4 afios

Es no probabilistico porque no todos los pacientes registrados con aislamiento
de Escherichia coli, tuvieron la misma probabilidad de estar en el momento y
en el lugar donde se seleccionaron los sujetos.(33) y es consecutivo por que
se incluyen a todos los pacientes del primero al altimo registrado y que cumpla
con la definiciéon de unidad de analisis en el periodo de estudio de manera
consecutiva.

En este tipo de muestreo (no probabilistico y consecutivo) si se siguen los
criterios técnicos y los criterios de inclusién y exclusion, existe una

aproximacion aceptable a las caracteristicas de la poblacion de estudio,
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aungue es necesario remarcar que las pruebas estadisticas en muestras no
probabilisticas tienen un valor limitado a la muestra en si, mas no a la
poblacion (28)

Existe una tendencia a considerar sin6nimas las expresiones muestra
probabilistica y muestra representativa. El uso de una técnica de muestreo
probabilistico tiende a asegurar que se obtendrd una muestra representativa,
en especial si la poblacién y la muestra son de gran tamafo. Sin embargo,
puede que no sea asi, ya que el propio azar puede conducir a una muestra
que no tenga la misma distribucién de las variables de interés que la poblacion
de referencia, sobre todo si su tamafio es reducido. Por otro lado, pueden

obtenerse muestras representativas utilizando técnicas no probabilisticas. (34)

3.7. Operacionalizacién de Variables

3.7.1. Operacionalizacion de variables del objetivo 1

Describir a la poblacién estudiada para resistencia a colistina y antimicrobianos
frecuentes segun edad, sexo, afio de registro y tipo de muestra.

Variable Dimensién Indicador Valores finales | Instrumento
recoleccidn
de datos
Resistencia a |Edad NUmero y *<10 Ficha de
colistina y proporcion de *10a 19 recoleccion
antimicrobiano pacientes segun |« 20 3 29 de datos
S grupo etario «30a39
* 40 a 49
*50a59
* 60 a 69
270
Sexo NUmero y * Femenino Ficha de
proporcion de » Masculino recoleccion
pacientes segun de datos
sexo
Afo de NUmero y * 2014 Ficha de
registro proporcion de * 2015 recoleccion
pacientes segun |« 2016 de datos
ano de registro ¢ 2017
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tipo de muestra

* Herida de piel

* Liquido cavidad
abdominal

* Liquido
peritoneal

* Secrecion
apendicitis

* Secrecion de
pared

* Secrecion de
glateo

* Secrecion pie
diabético

* Tejido necrético
perianal

* Trasudado pos
operatorio muslo

* Sepsis

Variable Dimensién Indicador Valores finales | Instrumento
recolecciéon
de datos
tipo de Numero y * Orina Ficha de
muestra proporcion de * Heces fecales  |recoleccion
pacientes segun de datos

3.7.2. Operacionalizacion de variables del objetivo 2

Identificar los mecanismos de resistencia de E. Coli a los antibi6ticos mas
frecuentes y su relacion con la edad y sexo de los pacientes

Variable Dimensién Indicador Valores Instrumento
finales recoleccion
de datos
Mecanismos |Mecanismo |Numeroy proporcion |« BLEE Ficha de
de de de pacientes segun * BLEA recoleccién
resistencia |resistencia |Mecanismo de * SDFQ de datos
de E. Coli resistencia * Sin
por mecanismo
antibiotico de .
resistencia
Resistencia |[NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun *No recoleccion
Ampicilina Resistencia de E. Coli resistente |de datos
a Ampicilina
Resistencia [NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun *No recoleccion
Cotrimoxazol |Resistencia de E. Coli resistente |de datos
a Cotrimoxazol
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Variable Dimensién Indicador Valores Instrumento
finales recoleccion
de datos

Resistencia |NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccion
Acido Resistencia de E. Coli resistente | de datos
nalidixico a Acido nalidixico
Resistencia |[NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccién
Cefalotina Resistencia de E. Coli resistente | de datos

a Cefalotina
Resistencia |[NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segln * No recoleccion
Ceftazidima |Resistencia de E. Coli resistente | de datos

a Ceftazidima
Resistencia |NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segln * No recoleccién
Ciprofloxacin |Resistencia de E. Coli resistente | de datos
a a Ciprofloxacina
Resistencia |[NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccién
Cefotaxima |Resistencia de E. Coli resistente | de datos

a Cefotaxima
Resistencia |[NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccién
Aztreonam Resistencia de E. Coli resistente | de datos

a Aztreonam
Resistencia |NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccion
Amoxicilina + |Resistencia de E. Coli resistente |de datos
AC a Amoxicilina + AC
Resistencia |NUmero y proporcion |« Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes seguln * No recoleccién
Gentamicina |Resistencia de E. Coli resistente |de datos

a Gentamicina
Resistencia |NUmero y proporcion |+ Resistente |Ficha de
de E. Colia |de pacientes segun * No recoleccién
Amikacina Resistencia de E. Coli resistente |de datos

a Amikacina
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Variable

Dimensién

Indicador

Valores
finales

Instrumento
recoleccion
de datos

Mecanismos
de resistencia
de E. Coli
Por edad y
sexo

Edad

edad

NUmero y proporcién
de pacientes segun
Resistencia de E. Coliy

2 40 anos

* Con
resistencia

* Sin
resistencia

< 40 afos

* Con
resistencia

* Sin
resistencia

Ficha de
recoleccién
de datos

Sexo

Sexo

NuUmero y proporcién
de pacientes segun
Resistencia de E. Coliy

Femenino

* Con
resistencia

* Sin
resistencia

Masculino

* Con
resistencia

Sin

resistencia

Ficha de
recoleccién
de datos

3.7.3. Operacionalizacion de variables del objetivo 3

Conocer la frecuencia de resistencia a colistina mediada por el gen MCR-1 en
cepas de Escherichia coli y las caracteristicas epidemiologicas de los
pacientes infectados

Variable Dimensién Indicador Valores Instrumento
finales recoleccion
de datos
Resistencia a |Frecuencia de |Numeroy * Con Ficha de
colistina resistencia a proporcion de resistencia |recoleccion
mediada por |colistina pacientes segin |« Sin de datos
el gen MCR-1 Fre_cuenc_la de resistencia
en Cepas de I’eS.IS'[.enCIa a
Escherichia colistina
coli Otros Numero y * BLEE Ficha de
mecanismos de | proporcién de * BLEA recoleccién
resistencia que | pacientes segin |« SDFQ de datos
acompafan ala |Otros mecanismos
resistencia a de resistencia que
colistina acompafian a la
resistencia a
colistina
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Variable Dimensién Indicador Valores Instrumento
finales recoleccion
de datos
caracteristicas |Numeroy * Sexo Ficha de
epidemioldgica proporciéon de * Edad recolecciéon
S de los | pacientes segun |« Afig de datos
pacientes caracteristicas « Tipo de
infectados epldemlolqglcas muestra
de los pacientes
infectados

3.8. Recoleccion de datos, fuentes, técnicas e instrumentos

Para la recoleccion de datos se utlizaron las siguientes fuentes de

informacion, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Fuente de informacién | Técnica Instrumento
Secundaria Documental Ficha de recoleccién de datos
(Anexo 1)

3.9. Plan de anédlisis estadistico

Se solicitdé permiso escrito para realizar la investigacion y para tener acceso a
la informacion requerida, obteniendo la autorizacion verbal y escrita se
procedi6 a la obtencién de datos de las fuentes mencionadas.

Se procedio posteriormente a la aplicaciéon de los instrumentos de recoleccion
de datos los cuales fueron tabulados en Excel y que posteriormente se
importaron al paquete estadistico SPSS (version 22) donde fueron
procesados.

Se utilizo la estadistica descriptiva, para la obtencion de medidas de tendencia
central que conllevan informacion respecto a valores en torno a los que tienden
a agruparse las variables estudiadas y medidas de dispersion que hacen

referencia a la variedad o dispersién que muestran los datos.
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Igualmente, en el analisis se emplearon valores de probabilidad matematica,
expresados como porcentaje que resulta de la multiplicacion de las fracciones
por cien. De esta forma se midio la probabilidad de ocurrencia de los hechos
investigados mediante un nimero entre cero y uno multiplicado por 100. (Un
hecho que no puede ocurrir tiene una probabilidad de cero, y un evento cuya
ocurrencia es segura tiene probabilidad de cien)

También se utilizaron estimaciones puntuales que consisten en un solo valor
numeérico utilizado para estimar el pardmetro correspondiente de la poblacion
como la tasa de prevalencia y estimaciones por intervalos que con un grado
especifico de confianza, se considera que incluyen al parametro por estimar.
Para las proporciones se utilizo la siguiente formula:

L , NuUmero de pacientes con resistencia
Proporcion de pacientes . i
antimicrobiana

con resistencia = NuUmero total de pacientes valorados X 100
antimicrobiana P

Una vez que se revisaron las principales medidas de frecuencia y distribuciéon
de los fendmenos, el siguiente paso fue la comparacion de dichas medidas
mediante el estadistico Chi? y el “p” valor. Esta comparacién es la estrategia
basica del andlisis y el paso fundamental para transformar los datos en
informacion relevante. El p valor obtenido generalmente correspondié a la
distribucion ji cuadrada que es la técnica estadistica utilizada con mayor
frecuencia para la comparacion y el analisis de conteo de datos de frecuencias
entre grupos, La situacion mas comun en los servicios de salud es la

comparacion de dos proporciones (35). Mediante e estadistico de Chi?

K
X2 Z (0; — Ey)?
. E;
i=1

Donde:

X2 = Chi cuadrado
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Oi = Es la frecuencia de los eventos observados en los datos muestrales

Ei = Es la frecuencia de los eventos esperados si no hubiera diferencia entre
las proporciones que se comparan

K = Es el nimero de categorias o clase

Las medidas de asociacién estadistica se basan en las llamadas pruebas de
significancia y el propésito de estas pruebas es determinar si la presencia de
un factor de riesgo evaluado esta efectivamente relacionada con la frecuencia
de la enfermedad. En dichas condiciones se espera que la prevalencia de
exposicién a dicho factor sea razonablemente més alta entre los que han
enfermado o sufrido un dafio a la salud que en aquellos aparentemente sanos.
Esta asociacion se la mide generalmente con el valor de chi cuadrado cuyo
valor calculado se compara con un valor tabulado (esperado) tomado de la
distribucion de probabilidades tedricas. Este valor tedrico corresponde al que
se esperaria encontrar si los resultados observados ocurrieran puramente por
azar. A este valor teorico se le llama valor critico: si el valor observado es
mayor que el valor critico se concluye que la diferencia observada no es debida
al azar y se dice que es estadisticamente significativa. El valor critico indica el
nivel de significancia de la prueba, que expresa la probabilidad de que la
diferencia observada haya ocurrido por azar (dado que, en realidad, no existan
diferencias). Usualmente esta probabilidad se fija en 5% y se denota como
p<0,05. El complemento de esta probabilidad se llama nivel de confianza, en
general, 95%. Para un nivel de confianza de 95%, el valor critico del Chi
Cuadrado (de acuerdo a una tabla de distribucion teorica) es 3.84, que
corresponde al llamado chi cuadrado con un grado de libertad, especifico para
tablas 2x2 (36).

Entonces el valor esperado depende del nivel de confianza y de los grados de
libertad. Los grados de libertad para una tabla de contingencia dependeran del
namero de columnas y del niamero de filas ya que el célculo se realiza
mediante el siguiente algoritmo:

Grados de libertad = (r-1) (k-1)
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Donde:
r = N° de Filas
k = N° de columnas
Por ejemplo, para una tabla de 2 columnas y de 2 filas los grados de libertad
serian:
Grados de libertad = (2-1) (2-1) =1
A continuacion, conociéndose estos dos datos el nivel de confianza y los
grados de libertad se identifica el valor teérico del Chi? en una tabla de
probabilidad

Distribucion de Chi-cuadrado

Grados de Probabilidad de un valor superior

libertad 0,1 0,05 0,025 0,01 0,005
1 2,71 3,84 5,02 6,63 7,88
2 4,61 5,99 7,38 9,21 10,60
3 6,25 7,81 9,35 11,34 12,84
4 7,78 9,49 11,14 13,28 14,86
5 9,24 11,07 12,83 15,09 16,75

Como los grados de libertad corresponden a 1 y se decide trabajar a un 95 %
de confiabilidad entonces el punto critico o valor tedrico (esperado) del Chi2
es de 3,84

El “p” valor indica el nivel de significancia de la prueba, que expresa la
probabilidad de que la diferencia observada haya ocurrido por azar.
Usualmente esta probabilidad se fija en 5% y se denota como p<0,05. El
complemento de esta probabilidad se llama nivel de confianza, en general,
95%.

Tabla2x 2

En los estudios caso-control se parte de dos grupos de sujetos, uno con la
enfermedad y otro sin ella, y se investiga si habian estado previamente
expuestos al factor de riesgo. Asi, en los estudios caso - control la tabla 2x2,

tiene los siguientes componentes:
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Con Sin
resistencia resistencia
Femenino a b a+b
Masculino c d c+d
a+c b +d a+tb+c+d |

a = enfermos (casos) que estuvieron expuestos al factor de riesgo

b = no enfermos (controles) que estuvieron expuestos al factor de riesgo

¢ = enfermos (casos) que no estuvieron expuestos al factor de riesgo

d = no enfermos (controles) que no estuvieron expuestos al factor de riesgo
a + c = total de sujetos enfermos (casos)

b + d = total de sujetos no enfermos (controles)

a + b = total de sujetos que estuvieron expuestos al factor de riesgo

¢ + d = total de sujetos que no estuvieron expuestos al factor de riesgo

Razon de Posibilidades (Odds Ratio)

El término ‘frecuencia relativa’ implica que el valor numérico de cualquier

probabilidad se sitia entre O y 1.

Se trata del odds. El odds (o ‘ventaja’) se define como la probabilidad de que
ocurra un evento dividida entre la probabilidad de que no ocurra, es decir, el

odds viene a ser una razon de probabilidades complementarias. Esto es:

Larazén de posibilidades de los estudios caso-control proporciona una medida
gue es conceptual y matematicamente analoga al riesgo relativo de los
estudios de cohortes. Desde un punto de vista mas practico, el OR,
corresponde a la razon de productos cruzados en una tabla 2x2, como la

presentada en esta Unidad y se calcula mediante la siguiente formula:

Caso Control
Expuesto a b a+b
No expuesto C d c+d
a+c b +d atb+c+d |
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axc
bxd

OR =

Esta medida de fuerza de asociacion tiene la misma interpretacion que el

riesgo relativo y en determinadas circunstancias (de baja frecuencia de la

enfermedad) constituye una buena aproximacion de éste. Asi, un OR igual a 1

(OR=1) indica ausencia de asociacion exposicion-enfermedad; un OR mayor

de 1 (OR>1) indica exposicién de riesgo y un OR menor de 1 (OR<1) efecto

protector. (36)

3.10. Aspectos éticos de la investigaciéon

Los requisitos éticos de una investigacion en salud se resumen en la

Declaracion de Helsinki(37) algunos de los cuales se incluyen en esta

investigacion:

Mérito cientifico. El parrafo 21 de la DdH estipula que la investigacion
médica en seres humanos debe estar justificada por bases cientificas,
los pasos para la realizacion de esta tesis se basan en el método
cientifico que se reflejan en la secuencia de sus capitulos.

Valor social. Uno de los requisitos mas polémicos de un proyecto de
investigacion médica es que contribuya al bienestar de la sociedad. Los
resultados de la investigacion contribuirdn al conocimiento de las
variables del problema y por lo tanto se contaran con mayores
posibilidades de un abordaje mas efectivo desde el sistema de salud
particularmente en enfermedades infecciosas emergentes. Al finalizar la
investigacion, ésta se pondré a disposicion de la comunidad cientifica en
particular.

Riesgos y beneficios. El riesgo es el potencial de un resultado adverso
(dafo) por el nivel de estudio y por el tipo de disefio NO experimental no
existen riesgos para los sujetos de estudio. La tesis es de nivel

descriptivo correlacional, no se manipularon intencionalmente variables
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de las unidades de investigacion sino mas bien el estudio se bas6 en
datos registrados durante un periodo anterior. Ademas, debido a que se
trata de un disefio retrospectivo, no existiran riesgos fisicos y/o
psicolégicos, tampoco potencial invasion de la privacidad, riesgo de
muerte y/o alteracion de la calidad de vida ni dafios a terceros.

Consentimiento informado. Al ser el presente estudio retrospectivo, no
se incluird la participacion directa de las pacientes, por tanto no requerira
la firma de un consentimiento informado, ademas para salvaguardar la
confidencialidad no figurara en la ficha de recoleccion de datos los

nombres de las pacientes, lo que permitira la no identificacién del mismo.

CAPITULO: RESULTADOS ANALISIS Y DISCUSION

Poblacién estudiada para resistencia a los antimicrobianos segun
edad, sexo, afio de registro y tipo de muestra.
Tabla 1. Poblacién estudiada para resistencia a

antimicrobianos segun edad hospital San Martin de
Porres Tropico de Cochabamba 2014 - 2017

Edad en Frecuencia Porcentaje Porcentaje
anos acumulado
<10 97 50,5 50,5
10a19 11 57 56,3
20 a 29 23 12,0 68,2
30 a39 18 9,4 77,6
40 a 49 11 57 83,3
50 a 59 10 5,2 88,5
60 a 69 12 6,3 94,8
270 10 5,2 100,0
Total 192 100,0

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico 1. Poblacion estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun, edad hospital San Martin de
Porres Tropico de Cochabamba 2014 — 2017 (N=192)
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Fuente: Elaboracion propia

En promedio la poblacion de estudio tiene 21,9 afios de edad con una
desviacién estandar de 23,7 y un coeficiente de variabilidad de 108 % lo que
representa que en esta poblacién existen casos con valores extremos tanto
inferiores como superiores., ya que la edad minima fue de 0,17 y la maxima
de 87 afios.

Se puede observar que de los 192 pacientes valorados para resistencia de
Escherichia Coli a colistina un poco mas de la mitad fueron menores de 10
afios de edad con el 51 %, lo cual se debe a que las enfermedades infecciosas
que tienen como etiologia a este agente, afectan mayormente a la poblacién
infantil, por ejemplo, en gastroenteritis infecciosas o bien infecciones urinarias.
Sin embargo, es importante también mencionar que toda la poblacion es en

mayor o0 menor grado susceptible a infecciones por E. Coli.
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Tabla 2. Poblacion estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun sexo hospital San Martin de
Porres Tropico de Cochabamba 2014 - 2017

Sexo Frecuencia Porcentaje
Masculino 56 29,2
Femenino 136 70,8
Total 192 100,0

Fuente: Elaboracion propia

Gréafico 2. Poblaciéon estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun sexo hospital San Martin de
Porres Tropico de Cochabamba 2014 - 2017

Masculino
Femenino 29%

71%

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados por sexo ponen en evidencia que mas de las dos tercereas
partes de la poblacion estudiada se encuentran ocupadas por el sexo femenino
con el 71 % de los 192 casos estudiados. Probablemente se debe a que la
frecuencia de infecciones urinarias es considerablemente mayor en el sexo
femenino como se encuentra también en otros estudios como por ejemplo un
estudio en Uruguay sobre la etiologia de la infeccién urinaria de adquisicién
comunitaria y perfil de susceptibilidad de Escherichia coli a los principales
agentes antimicrobianos donde el 19,5 % fueron del sexo masculino y el 80,5

% del sexo femenino, (38)
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Tabla 3. Poblacion estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun afio de registro hospital San
Martin de Porres Tropico de Cochabamba 2014 - 2017

Ao Frecuencia Porcentaje
2014 3 1,6
2015 9 4,7
2016 14 7,3
2017 166 86,5
Total 192 100,0

Fuente: Elaboracion propia

Gréfico 3. Poblacion estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun afio de registro hospital San
Martin de Porres Tropico de Cochabamba 2014 -
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Fuente: Elaboracion propia

De los 192 casos 166 se procesaron en el afio 2017, lo cual corresponde a un
86,5 %, en los otros afios se realizaron un nimero de casos menor, debido a
que el afio 2017 se aislaron un nimero mayor de E. coli en muestras de heces

fecales, que los afios anteriores, lo que incremento el nimero de aislamientos.
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Tabla 4. Poblacion estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun tipo de muestra hospital San
Martin de Porres Tropico de Cochabamba 2014 - 2017

Tipo de muestra N° %

Orina 94 49,0
Heces fecales 85 44,3
Herida de piel 4 2,1
Liquido cavidad abdominal 1 0,5
Liquido peritoneal 1 0,5
Secrecion apendicitis 1 0,5
Secrecion de pared 1 0,5
Secrecién de glateo 1 0,5
Secrecion pie diabético 1 0,5
Tejido necrotico perianal 1 0,5
Trasudado pos operatorio muslo 1 0,5
Sepsis 1 0,5
Total 192 100,0

Fuente: Elaboracion propia

Grafico 4. Poblacién estudiada para resistencia a
antimicrobianos segun tipo de muestra hospital San
Martin de Porres Tropico de Cochabamba 2014 —-2017
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Fuente: Elaboracion propia

La mayor proporcién de muestras provienen de orina con el 49 %, y de heces
fecales con un 44,3 % debido a que todo aislamiento de E.coli con algun
mecanismo de resistencia se guarda en la bacterioteca del laboratorio, en

conjunto estos dos tipos de muestran ocupan el 93,3 %, sin embargo es
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importante mencionar que se cuenta con muestras de diversos sitios, ya que

es un agente que puede producir infecciones sistémicas.

4.2. Mecanismos de resistencia de E. Coli segun antibioticos mas
frecuentes y su relacién con la edad y sexo de los pacientes
Tabla 5. Resistencia de E. Coli segin mecanismo de

resistencia hospital San Martin de Porres Trépico de
Cochabamba 2014 - 2017

Mecanismo de Frecuencia Porcentaje
resistencia

BLEE 65 33,9
BLEA 31 16,1
SDFQ 3 1,6
Sln_meca_nlsmo de 93 48.4
resistencia

Total 192 100,0

BLEE. Beta Lactamasa de espectro extendido
BLEA. Beta Lactamasa de espectro ampliado
SDFQ. Sensibilidad Disminuida a Fluoroquinolonas
Fuente: Elaboracion propia

Gréfico 5. Resistencia de E. Coli segun mecanismo
de resistencia hospital San Martin de Porres Tropico
de Cochabamba 2014 - 2017 (N=192)
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Fuente: Elaboracion propia

Del total de casos estudiados se puede observar que un 34 % son de E. Coli

resistentes mediante beta lactamasas de espectro extendido, un 16 % para
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espectro ampliado, solo un 2 % mostraron resistencia mediante sensibilidad
disminuida a fluoroquinolonas. Y Existe por lo tanto un 48 % de casos en los
gue no existe ninguno de estos mecanismos de resistencia. Se puede deducir
también que la proporcidon de casos con alguno de estos mecanismos de
resistencia es del 52 %
En Lima Pera el afio 2016 se publica un estudio sobre la caracterizacion
fenotipica y molecular de Escherichia coli productoras de B-Lactamasas de
espectro extendido en pacientes ambulatorios. la frecuencia de E. coli
productores de BLEE fue de 16,3%; siendo el gen tipo blaCTX-M el mas
frecuente, informacién valiosa para orientar la terapia antimicrobiana empirica,
(26) esta frecuencia es mucho menor que la encontrada en la tesis.

Tabla 6. Resistencia de E. Coli segun antibiotico

hospital San Martin de Porres Tropico de
Cochabamba 2014 - 2017 (N=)

Antibidtico Con algun Sin

mecanismo de mecanismo
resistencia de resistencia

Ampicilina 52,6 47,4
Cotrimoxazol 42,7 57,3
Acido nalidixico 40,6 59,4
Cefalotina 34,4 65,6
Ceftazidima 34,4 65,6
Ciprofloxacin 34,4 65,6
Cefotaxima 33,9 66,1
Aztreonam 33,9 66,1
Amoxicilina + AC 30,7 69,3
Gentamicina 22,9 77,1
Amikacina 1,0 99,0

Fuente: Elaboracién propia

En la distribucion de casos segun resistencia a los diferentes antibiéticos
estudiados se observa que los antibidticos a los que E. Coli tiene mayor
resistencia son la ampicilina, el Cotrimoxazol y el acido nalidixico con 52,6 %,
42,7 % y 40,6 %. En el estudio de Peru sobre Escherichia coli productoras de

B-Lactamasas de espectro extendido en pacientes ambulatorios. Igualmente
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se reporta que la ampicilina es el antibiético con mayor resistencia aunque en
este estudio es del 100 %, (26)
Gréfico 6. Resistencia de E. Coli segun antibidtico

hospital San Martin de Porres Tropico de
Cochabamba 2014 — 2017 (N=192)
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Fuente: Elaboracion propia

Se observa que el antibiético al que se tiene una mayor proporcion de casos

con resistencia es la ampicilina con 53 % le sigue en orden de frecuencia el

Cotrimoxazol y al acido nalidixico con el 41 % y el 41 % respectivamente.
Tabla 7. E. Coli segun resistencia por B Lactamasas

y sexo hospital San Martin de Porres Trépico de
Cochabamba 2014 - 2017

Sexo B Lactamasa Total % de

(+) ) Resistencia
Femenino 80 56 136 59
Masculino 16 40 56 29
Total 96 96 192 50

Chi? = 14,5 (p = 0,0001) OR = 3,57 (IC: 1,82 — 7,00)

Fuente: Elaboracion propia
En cuanto a la resistencia por beta lactamasas (de espectro extendido y
ampliado) en relacion al sexo biologico se observa que este tipo de resistencia

es mayor, casi el doble, en mujeres que en varones, ya que de 136 mujeres
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valoradas 80 presentaron resistencia por Betalactamasas lo que representa
un 59 %, en tanto que de 56 hombres valorados solo 16 presentaron este tipo
de resistencia haciendo solo un 29 9%, estas diferencias han sido
estadisticamente significativas y se puede evidenciar que las mujeres tienen 4
veces mas de riesgo de desarrollar resistencia de E. Coli por Betalactamasas
gue los hombres (p<0,05), lo que también incrementa el riesgo de que el sexo
femenino tiene 4 veces mas de adquirir la bacteria portadora del gen MCR-1
Tabla 8. E. Coli segun resistencia por B Lactamasas

y edad hospital San Martin de Porres Tropico de
Cochabamba 2014 - 2017

Edad B Lactamasa Total % de

(+) ) Resistencia
2 40 afios 30 13 43 70
< 40 afos 66 83 149 44
Total 96 96 192 50

Chi? = 8,66 (p = 0,003) OR = 2,90 (IC: 1,40 — 6,00)

Fuente: Elaboracion propia
Respecto a la resistencia en cuanto a la edad se puede evidenciar que este
tipo de resistencia es mayor, también casi el doble, en pacientes mayores de
40 afios, con un 70 %, en tanto que la resistencia por Betalactamasas en
menores de 40 afos es solo de un 44 %, estas diferencias también han sido
estadisticamente significativas y el andlisis de riesgo los pacientes mayores
de 40 afios tienen 3 veces mas de riesgo de desarrollar resistencia de E. Coli
por Betalactamasas que los menores de esta edad. (p<0,05).
En un estudio publicado en Lima Peru el afio 2017, se informa que los factores
asociados a la presentacion de infecciones urinarias por E. coli BLEE
encontrados en el estudio fueron sexo masculino (OR 5,13 - IC 95% 2,37 —
11,07), edad mayor a 45 afos (OR 2,65 - IC 95% 1,61 — 4,38) (27) es diferente
en cuanto al sexo y similar en cuanto a la edad. Es decir, en nuestro estudio
se ha encontrado una mayor frecuencia de resistencia en el sexo femenino
gue en el masculino con un OR de 3,57 lo cual implica que las mujeres tienen

3,57 veces mas de riesgo que los varones de presentar infecciones por E. Coli
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resistente. En cuanto a la edad se observa que nuestros resultados son
similares ya que en nuestros resultados también los mayores de 40 afios

presentan un mayor riesgo.

4.3. Frecuencia del gen MCR-1 en cepas de Escherichia coli y las

caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes infectados

Tabla 9. E. Frecuencia de resistencia a Colistina por
Gen mcr-1 hospital San Martin de Porres Trépico de
Cochabamba 2014 - 2017

Mecanismo de Frecuencia Porcentaje
resistencia a colistina

MCR-1

Con resistencia 3 1,6
Sin resistencia 189 98,4
Total 192 100,0

Fuente: Elaboracion propia

Gréafico 7. Frecuencia de resistencia de E. Coli a
Colistina por Gen mcr-1 hospital San Martin de
Porres Tropico de Cochabamba 2014 — 2017 (N=192)
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Fuente: Elaboracion propia

De 192 muestras procesadas en 3 de ellas se identificd6 a Escherichia Coli

resistente por presencia del Gen mcr-1, lo que representa el 1,6 %
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Un estudio sobre la resistencia plasmidica a colistin por el gen mcr-1 en
Enterobacteriaceae en Paraguay informa que de 150 cepas con resistencia a
colistina, en 7 de ellas se confirmé la portacion del gen mcr-1 (4,7 %). De las
7 cepas confirmadas para el gen mcr-1, 3 correspondieron a Klebsiella
pneumoniae (kpn),3 a Escherichiacoli (eco) y 1 a Salmonella Schwarzengrund
(17) tomando en cuenta solo a la E. Coli los resultados en nuestro medio son

menores a los de Paraguay

Tabla 10. Mecanismos de resistencia que acompafan
alaresistenciade la E Coli ala colistina hospital San
Martin de Porres Tropico de Cochabamba 2014 -
2017 (N=192)

Caso Edad Mecanismo de resistencia
BLEE BLEA SDFQ

1 3,0 + + -

2 68,0 + + -

3 0,7 - - -

BLEE. Beta Lactamasa de espectro extendido
BLEA. Beta Lactamasa de espectro ampliado
SDFQ. Sensibilidad Disminuida a Fluoroquinolonas

Fuente: Elaboracion propia

De los tres casos positivos a E. Coli resistente a colistina en dos se presenta
ademas resistencia por Betalactamasas de espectro extendido, y son los dos
pacientes de mayor edad uno de 3 aflos y el otro de 68 afos, en tanto que el
paciente menor de 1 afios no presenta ningun tipo de resistencia. Ninguno a
presentado ademas de la resistencia a la colistina, sensibilidad disminuida a
fluoroquinolonas.

El analisis posterior realizando en el laboratorio de Resistencia Bacteriana y
alternativas terapéuticas de la Universidad de Sao paulo-Brasil, las muestras
que presentaron el nuevo mecanismo de resistencia a la colistina MCR-1,
fueron sometidos a la determinacion de concentracion inhibitoria minima por

el método de Micro dilucién en caldo por duplicado los mismos que nos dieron
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resultados de 4 pg/ml demostrando que estas tres cepas portaban la
resistencia a colistin asi mismo la PCR y secuenciamiento del genoma
completo, demostraron la presencia del gen MCR-1.Afiexo 4

Tabla 11. Frecuencia de resistencia a Colistina por el Gen

mcr-1 Hospital San Martin de Porres Tropico de
Cochabamba 2014 — 2017 (N=192)

N° de Sexo Edad Ao Tipo de muestra
caso

1 Masculino 3,0 2016

Trasudado pos
operatorio de muslo

2 Masculino 68,0 2017  Secrecion de pared

3 Masculino 0,7 2017 heces fecales
Fuente: Elaboracion propia

Los tres casos positivos de E. Coli resistente plasmidica a la colistina son del
sexo masculino. En cuanto a la variable tiempo, el primer caso de tres afios de
edad se presentd en el afio 2016, y en el siguiente afio se presentaron los
siguientes dos casos de 68 aflos y uno menor de 1 afo. Finalmente se
evidencio que el tipo de muestra para los casos de mayor edad no fueron
provenientes ni de orina ni de heces fecales ya que para el paciente de 68
afos fue de trasudado pos operatoria secrecion de pared, y para el de 3 afios
trasudado pos operatorio de muslo. En tanto que para el menor de 1 afio se
aisl6 de una muestra de heces fecales sin portar ningun mecanismo de
resistencia a betalactamicos. En cambio, los pacientes de 68 y 3 afos
respondieron a carbapenemicos ya que portaban ademas la betalactamasa de
espectro extendido, teniendo una evolucién favorable en el tratamiento.

En Italia un estudio describe tres casos de infecciones del torrente sanguineo
por Escherichia coli resistentes a colistina con positivas al gen mcr -1, de
agosto de 2016 a enero de 2017. En este estudio se afirma que los tres casos
no presentan vinculos epidemioldgicos claros por lo que se puede asumir que

existe la probabilidad de varias cepas de E Coli resistente a colistin que no se
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registran (20) porque no se esta buscando este mecanismo de resistencia en

los laboratorios clinicos.
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5. CAPITULO: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Todos los grupos etarios son susceptibles a infecciones por E. Coli Sin
embargo el riesgo es mayor en los menores del0 afios de edad y en
las mujeres.

e La resistencia a los antibiéticos de uso frecuente es alta y la mayor
proporcién segun mecanismo de resistencia estd ocupada por las
Betalactamasas de espectro extendido.

e Existe relacion estadisticamente significativa entre la resistencia de E.
Coli por Betalactamasas con la edad y el sexo, siendo mas frecuente
en mujeres y en mayores de 40 afios.

e Las mujeres tienen 4 veces mas de riesgo de resistencia de E. Coli por
Betalactamasa que los hombres (p<0,05) y los pacientes de 40 y mas
afos tienen 3 veces mas de riesgo de desarrollarla que los menores de
40 afios (p<0,05)

e Se ha demostrado la presencia del gen mcr — 1 en E. Coli y por lo tanto
su circulacion en nuestro pais.

e Algunos nexos epidemiolégicos no estan claros para los tres casos de
infeccidn por E. Coli con resistencia a la Colistina, por lo que se puede
asumir que es probable un subregistro importante en la poblacién por
la probabilidad de la presencia de diferentes cepas resistentes a la
colistina.

e Destaca la importancia de la diseminacion horizontal de la resistencia a
la colistina por E. Coli mediante plasmidos con gen mcr-1 que no llevan
implicita resistencia a otros antibiéticos, como los B-lactamicos,

aminoglucésidos y quinolonas.
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5.2. Recomendaciones

e Es necesario conocer la prevalencia de este mecanismo
plasmidial de resistencia en nuestro medio, para lo cual se
recomienda estudiar este gen y las variantes de mcr en todos los
aislados clinicos de bacilos gran negativos resistentes a colistin

e Proponer sistemas de vigilancia epidemioldgica
multidisciplinaria, asumiendo que la resistencia a los
antimicrobianos en humanos esta probablemente conectada a la
de los animales y al medio ambiente con lo cual se puede
incrementar la capacidad de respuesta epidemiolégica

e Promover el continuo lavado de manos y uso adecuado de los
EPP (elementos de protecion personal)

¢ Promover latoma de hisopado anal en pacientes que se internan
en los servicios de segundo y tercer nivel para proveer la
diseminacién en los servicios del gen MCR-1

e Promover la organizacion de servicios en salud para el
cumplimiento de normas con el fin de disminuir la prescripcion
inadecuada de antimicrobianos

e Proponer tomando en cuenta la alta reproductibilidad de los
resultados obtenidos con las dos metodologias en los ensayos
aplicar las dos metodologias fenotipicas con la finalidad de
identificar el nuevo mecanismo de resistencia a la colistina MCR-
1, para que su uso sea posible en los laboratorios de
microbiologia como practica diaria en busca del gen MCR-1.

¢ Realizar un seguimiento y vigilancia a los casos positivos para el
gen MCR-1 con el fin de contar con informacion epidemioldgica

mas completa
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Anexo 1.

Ficha de recoleccion de datos y cédigos para tabulacion
Ficha de recolecciéon de datos

ITEMS INSTRUCCIONES / CODIGOS
Ne NUmero correlativo de registros
ID Caodigo asignado para cada paciente
SEXO 1. Masculino
2. Femenino
EDAD Anotar la edad en afios cumplidos
ANO Anotar el afio de registro en laboratorio

TIPO DE MUESTRA

. Heces fecales

. Orina

. Herida de piel

. Liquido cavidad abdominal
. Liquido peritoneal

. Secrecion apendicitis

. Secrecion de pared

. Secrecion de glateo

. Secrecion pie diabético
10. Tejido necrotico perianal
11. Trasudado pos operatorio muslo
12. Sepsis

OCoOoO~NOOUIhA~WNPE

PASTILLA DE COLISTIN

Anotar en mm el halo de inhibicion

COL mm

Anotar en mm el halo de inhibicion de Colistina

COL+EDTA mm

Anotar en mm el halo de inhibiciéon de colistina

mas EDTA

DIFERENCIA mm

Anotar en mm la diferencia entre el halo de
inhibicion de colistina mas EDTA y el halo de
inhibicion de colistina sola

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas

Mecanismo de resistenciaa | 1. Presencia resistencia MCR-1
Colistina 2. Ausente
Acido nalidixico 1. BLEA
2. BLEE
3. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
4. Sin mecanismo de resistencia
ciprofloacino 1. BLEA
2. BLEE
3
4

. Sin mecanismo de resistencia




ITEMS

INSTRUCCIONES / CODIGOS

gentamicina

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

cotrimoxazol

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

ampicilina

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

amoxicilina mas acido
clavulanico

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

cafalotina

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

cefotaxima

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

ceftazidima

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

aztreonam

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia

amikacina

AP OWONRFRP DODNRFRP APWONRFR APODNP DONRFP RAPODNRERP DODNPRP DDODNEPE APWONPRE

. BLEA

. BLEE

. Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas
. Sin mecanismo de resistencia
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Anexo 3.

Datos desagregados

Acido nalidixico

Frecuencia | Porcentaje
BLEA 15 7.8
BLEE 60 31,3
Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas 3 1,6
Sin mecanismo de resistencia 114 59,4
Total 192 100,0
Ciprofloxcina Frecuencia | Porcentaje
BLEA 7 3,6
BLEE 56 29,2
Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas 3 1,6
Sin mecanismo de resistencia 126 65,6
Total 192 100,0
Gentamicina Frecuencia | Porcentaje
BLEA 4 2,1
BLEE 40 20,8
Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 148 77.1
Total 192 100,0
Cotrimoxazol Frecuencia | Porcentaje
BLEA 30 15,6
BLEE 52 27,1
Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 110 57,3
Total 192 100,0
Ampicilina Frecuencia | Porcentaje
BLEA 36 18,8
BLEE 65 33,9
Sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 91 47,4
Total 192 100,0




Amoxicilina méas acido clavulanico

Frecuencia | Porcentaje
BLEA 7 3,6
BLEE 52 27,1
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 133 69,3
Total 192 100,0
Cefalotina Frecuencia | Porcentaje
BLEA 1 5
BLEE 65 33,9
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 126 65,6
Total 192 100,0
Cefotaxima Frecuencia | Porcentaje
BLEA 0 ,0
BLEE 65 33,9
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 127 66,1
Total 192 100,0
Ceftazidima Frecuencia | Porcentaje
BLEA 1 5
BLEE 65 33,9
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 126 65,6
Total 192 100,0
Aztreonam Frecuencia | Porcentaje
BLEA 0 ,0
BLEE 65 33,9
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0
Sin mecanismo de resistencia 127 66,1
Total 192 100,0
Amikacina Frecuencia | Porcentaje
BLEA 0 ,0
BLEE 2 1,0
Sensibilidad dsminuida a fluoroquinolonas 0 0,0




Sin mecanismo de resistencia

190

99,0

Total

192

100,0




Anexo 4.

RESULTADOS DE CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA

ID Espécie Tipo de Resistencia Resistencia Sanger*
muestra fenotipica Genotipica*PCR
MLT Escherichia coli Secreciéon ESBL blacTx-m +
de
blacTx-m-1 +
pared
mcr-1 +
IB36 Escherichia coli Trasudado ESBL blacTx-m +
Post blactx-m-1 +
operatoério
blactx-m-s +
mcr-1 -
R-3 Escherichia coli Heces - mcr-1 -
fecales

LAS TRES CEPAS MCR-1

*Colistina (COL)

RESULTADOS DE CIM (pug/ml) POR MICRODILUCION EN CALDO,
REALIZADO POR DUPLICADO.

Cepa Espécie COL 1™ COL 2%

MLT Escherichia coli 4 4

IB36 Escherichia coli 2 4

R-3 Escherichia coli 4 4

OPS 299 Escherichia coli 8 8 control positivo

ATCC 25922 Escherichia coli 0,25 0,5 control negativo




RESULTADOS GENOTIPICOS

CTX-M CTX-M1

PM C+ IB36 MLT C- PM C+ IB36 MLT
C-

CTX-M-8 MCR-1
C+ IB36 C- PM C+ IB36 MLT R-3 C-




Anexo 5.
REGISTRO GRAFICO DE LABORATORIO

METODO DE PREDIFUSION

LECTURA
PREDIFUSION NEGATIVO PREDIFUSION POSITIVO




METODO DEL DOBLE DISCO
MCR-1 POSITIVO

Colistin-S Colistin-R
E. coli MCR-1
ATCC 25922 E. coli

Colistin sin EDTA

Colistin con EDTA

Disco blanco con
EDTA




Anexo 6.

FORMULA PARA PREPARAR LA SOLUCION DE EDTA AL 0.1 M

En principio se debera de contar con el reactivo sal de Etilendiamino

tetraacetico Disodium Salt (dihydrate).
De acuerdo a la formula de Molaridad que es:

Molaridad: peso en gramos
Peso molecular x volumen

Se realiza los calculos y se pesa 0.37224 g de EDTA en polvo, diluir con 10 ml

de agua destilada, homogenizar y se tiene una solucién de EDTA al 0.1M.
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