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Resumen

Objetivo: Determinar la asociacion entre la formacion del biofilm y produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en Escherichia coli aislados de

urocultivos en el Hospital Nacional Hipolito Unanue durante enero - junio 2018.

Materiales y métodos: Estudio cuantitativo, observacional y de corte transversal,
Para demostrar la producciéon de BLEE se utiliz6 el método de Jarlier y para
demostrar la capacidad de formacion de biofilm el método en Placa de cultivo de
tejido (PCT), las variables fueron descritas utilizando frecuencias absolutas y
porcentuales, la asociacién entre las variables fue determinada mediante el

estadistico Chi cuadrado de independencia.

Resultados: A partir de 190 cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos,
48,9% (93 cepas) presentaron BLEE y 73,2% (139) eran formadores de biofilm;
siendo 58,3% débil, 30,2% moderado y 11,5% fuerte. Se determind la asociacion
entre las variables produccién de BLEE y formacion de biofilm encontrandose una

asociacion estadisticamente significativa (p< 0,05).

Conclusiéon: Se determinG6 que existe una asociacion significativa entre la
formacién de biofilm y la produccién de betalactamasas de espectro extendido en
Escherichia coli aislado de urocultivos La prevalencia de Escherichia coli
productor de betalactamasas de espectro extendido en urocultivos fue de 43% en

el Hospital Nacional Hipdélito Unanue durante enero — junio del 2018

Palabras claves: Biofilm, Betalactamasas de espectro extendido, Escherichia

coli, urocultivos.
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Summary

Objective: To determine the association between the formation of biofilm and
production of beta-lactamase (ESBL) spread spectrum in Escherichia coli isolated
from urine cultures at the National Hospital Hipolito Unanue during January - June
2018.

Materials and methods: quantitative, observational and cross-sectional, study to
demonstrate ESLB production Jarlier method is used and to demonstrate the
ability of biofilm formation method in (PCT) tissue culture dish, the variables were
described using frequencies absolute and percentage, the association between

variables was determined by the statistical Chi square of independence.

Results: From 190 strains of Escherichia coli isolated from urine cultures, 48.9%
(93 strains) ESBL and 73.2% presented (139) were trainers of biofilm; still weak
58.3%, 30.2% moderate and 11.5% strong. It was determined the association
between variables BLEE and formation of biofilm production found a statistically

significant Association (p < 0,05).

Conclusion: It was determined that there is a significant association between
biofilm formation and the production of beta-lactamase spectrum extended in
Escherichia coli isolated from urine cultures the prevalence of Escherichia coli
beta-lactamase-producing of spectrum spread in urine cultures was 43% in the

National Hospital Hipdlito Unanue during January - June 2018.

Keywords: Biofilm, Extended Spectrum Betalactamase, Escherichia coli,

Urocultures.
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l. EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema.
La infeccién del tracto urinario (ITU) constituye una de las causas mas
frecuentes de enfermedad infecciosa®™, se caracteriza por la presencia de
microorganismos a cualquier nivel desde el extremo distal de la uretra hasta la
corteza renal (uretra, vejiga, prostata, uréteres, pelvis renal o rifiones)®.
Siendo el agente etiolégico Escherichia coli una de las enterobacterias mas
frecuentes de procesos infecciosos nosocomiales y adquiridos en la
comunidad ®. Se determina la infeccién microbiana mediante el urocultivo.
Més del 95% de las ITU estan causadas por Escherichia coli se estima que

entre el 75 - 95% son causas de episodios de cistitis aguda no complicada ®.

Latinoamérica ocupa el primer lugar en ITU causadas por Escherichia coli con
un 45% de incremento en los aislamientos de bacilos gram negativos
productores de BLEE®. Un estudio realizado en PerG en pacientes
ambulatorios con ITU se encontr6 que la Escherichia coli era el principal

agente causal y un 41% de aislamientos eran productoras de BLEE®.,

El aumento de la resistencia bacteriana es un hecho evidente a la vez que es
un problema antiguo, tanto en la comunidad como en el hospital se han
convertido en un problema creciente®”, dicha resistencia se transmite por
elementos genéticos moviles®®, la matriz extracelular también alberga
enzimas, tales como belactamasas las cuales actian destruyendo la

integridad estructural de los antibiéticos®.
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Las BLEE, se definen como enzimas capaces de hidrolizar las penicilinas,
pero no las carbapenemas®, sin embargo, ciertos antibiéticos como los
betalactamicos estimulan la formacién de biofilm en bacilos gram negativos®.
Segun Herrera los antibidticos bacteriostaticos que inhiben el crecimiento
contribuyen a la persistencia y a la preservacion del biofilm; la persistencia
depende de la dosis del antibidtico y del tiempo de duracion. Segun estas
consideraciones se podria afirmar que el uso de un antibiético en su
concentracion bactericida minima en el tratamiento de una infeccion causada
por biofilm, resultaria en el decrecimiento del 99.9% del numero de células
vivas, lo que clinicamente resultaria satisfactorio ya que generalmente el
sistema inmune colabora®. Correlacionaron de forma inversamente
proporcional los efectos de los belactamicos en los biofiim de Pseudomonas
aeruginosa con la actividad metabdlica de éstas. La comunicacion “quorum-
sensing” es uno de los mecanismos propuestos en el desarrollo y
organizacion del biofilm, como es el caso del sistema quorum sensing
LasR/Lasl y RhIR/ Rhll que facilita la formacién de biopelicula favoreciendo

asi la evasion de la accion de los antimicrobianos ®V.

La formacion del biofilm impide notablemente el tratamiento de las ITU debido
a que estas protegen a las bacterias encapsulandolas tanto de la respuesta
inmune del huésped como de la terapia antimicrobiana®®. Algunos estudios
han informado sobre la asociacion de algunas expresiones del factor de

unién, como la formacién de biofilm por E. coli, con su produccién®,
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1.2 Formulacion del problema.
¢, Cual es la asociacion que existe entre la formacion de biofilm y la produccion
de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia coli aislados de

urocultivo, Hospital Nacional Hipolito Unanue, enero a junio 2018?

1.3 Justificacion.
En la actualidad las infecciones por Escherichia coli muestran incrementos en
su resistencia a los antimicrobianos a través de diversos mecanismos, siendo
el mas frecuente la produccién de BLEE®?. El uso inapropiado de antibiéticos
frente a los uropatdgenos genera fracaso de la terapia antimicrobiana con el
aumento de la morbimortalidad. La resistencia de agentes bacterianos que
producen este tipo de infecciénes constituye un problema social y econémico

para el paciente y el sistema de salud*®.

Existen pocos estudios en nuestro pais sobre factores de virulencia como el
biofilm en Escherichia coli y la asociacion frente a mecanismos de resistencia
importantes como la produccién de BLEE, por lo que la presente investigacion
contribuira aportando conocimiento sobre este problema. Teniendo en cuenta
la importancia en las implicancias sobre el bienestar y pronéstico de vida del
paciente, asi es propicio abordarlo como tema de investigacion que permitira
contribuir como fuente de informacién a las autoridades y profesionales del
sector salud a fin de establecer estrategias dirigidas a mejorar las acciones y

el adecuado uso de antimicrobianos.

Algunos estudios demuestran que la formacion del biofilm, dificulta
enormemente el tratamiento de las ITU, siendo el biofilm un factor de

virulencia importante que permite encapsular a las comunidades bacterianas
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limitando la accion de los antimicrobianos."”? Por lo que consideramos que
nuestra investigacion sobre la asociacion del biofilm con la produccion de
BLEE en Escherichia coli aislado de infecciones del tracto urinario, permitira
aportar en la busqueda de nuevas estrategias para disminuir la morbilidad

asociada.

1.4 Objetivos.
1.4.1. Objetivos Generales.
e Determinar la asociacién entre la formacién del biofilm y produccion
de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia coli
aislados de urocultivo en el Hospital Nacional Hipodlito Unanue

durante enero - junio 2018.

1.4.2. Objetivos Especificos.

e Determinar la frecuencia de betalactamasas de espectro extendido
en cepas de Escherichia coli aislados de urocultivo en el Hospital

Nacional Hipdlito Unanue, durante enero - junio 2018.

e Evaluar la formacion de biofilm en cepas de Escherichia coli aislados
de urocultivo en el Hospital Nacional Hipélito Unanue, durante enero

- junio 2018.

e Describir los factores demograficos de pacientes con aislamiento de
Escherichia coli en urocultivo en el Hospital Nacional Hipdlito

Unanue, durante enero - junio 2018.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

El 2015, en Turquia Nermin A, et al®®, realizaron un estudio de tipo descriptivo,
prospectivo, de corte transversal. Escherichia coli fue la cepa aislada de
diferentes muestras (orina, aspirado traqueal y herida) del nosocomio las cuales
fueron agrupadas en cuatro categorias: 31% fuertes formadores de biofilm, 27%
moderado formador de biofilm, 25% débil formador de biofilm y 17% no presento
dicha capacidad. Escherichia coli fueron en su mayoria aislado de infecciones del
tracto urinario y de mujeres que estdn en el periodo posmenopausico. Se
investigaron los patrones de susceptibilidad a antibidticos. La mayor
susceptibilidad frente a amikacina y una menor susceptibilidad frente a
trimetoprim/sulfametoxazol. En consecuencia, las cepas no formadoras de biofilm
de Escherichia coli fueron mas susceptibles a ocho antibiéticos que las cepas

formadoras de biofilm.

El 2013 en Irag Al-Kareem S, et al.*” con el objetivo de analizar biofilm
microbianos en dispositivos intrauterinos su infeccion asociada en la vagina y
cuello uterino en usuarios de dispositivos intrauterinos. Compuesto por 50
participantes. Gran numero de mujeres prefieren el dispositivo intrauterino (DIU)
como método de anticoncepcion. Hay una alta frecuencia de formacién de biofilm
microbianos en los DIU y también un alto porcentaje de infecciones cervico
vaginales asociadas en los DIU usuarios el estudio mostro 84% de los dispositivos
intrauterinos extraidos se infectaron con una biopelicula que contenia diferentes

tipos de microorganismos y el 92.8% de estos DIU infectados se asociaron con
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altos niveles de infeccion cervical. Se encontr6 que Escheriacha coli era el
microorganismo mas comun 61.5% de las infecciones, Staphylococcus aureus
43.6%, Pseudomonas spp. 15.3%, Candida albicans 10.3%, Neisseria

gonorrhoeae 5.1%.

El 2012 en La India Niveditha S, et al.®®. Con el objetivo de determinar la
formacion de biofilm y uropatdgenos en pacientes con infecciones del tracto
urinario asociadas al catéter, realizaron un estudio analitico, prospectivo
recolectaron 50 muestras de orina, de pacientes con catéteres urinarios, el
método utilizado fue el de adherencia del tubo y el método agar rojo congo.
Observando a Escherichia coli como el patdbgeno con mayor frecuencia (70%),
seguido de Klebsiella pneumoniae (16%), Pseudomonas aeruginosa (4%),
Acinetobacter spp (2%), Estafilococos coagulasa negativos (6 %) y Enterococcos
spp (2%). Encontrando que hubo bacteriuria significativa en todos los pacientes
sintomaticos cateterizados y Escherichia coli fue el mas frecuente en las

infecciones del tracto urinario en los pacientes con cateterismo.

El 2017 en Cuba Hernandez R, et al."*” Con el objetivo de determinar los patrones
de resistencia y la capacidad para la formacién de biofilm en aislados de
Escherichia coli procedentes de gallinas ponedoras en granjas de la provincia
Mayabeque, Cuba. Se colectaron 183 exudados cloacales en gallinas ponedoras
con diarrea en cuatro unidades productivas. En el resultado del estudio se
determind la susceptibilidad in vitro a diez antibioticos por el método de Difusion
en Agar y la capacidad de formar biofilm por el método de adherencia en placa.
Se determind la concentracion Minima Inhibitoria para el crecimiento planctonico
(MICP) y para la inhibicion de la formacion de biofilm (MCIB). Concluyeron que el
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14 % de E. coli formaron biofilm in vitro. La MCIB fue mayor que la MCIP, lo cual
evidencia que la formacién de biofilm contribuye con la tolerancia a los
antibioéticos.

El 2010, en Madrid Plinio L.®®, su estudio titulado “Formacion de biopeliculas por
Escherichia coli y su correlacion con factores de virulencia: prevencion y actividad
antimicrobianos frente a organismos planctonicos y asociados a biopeliculas”. El
estudio de tipo cuantitativo prospectivo, descriptivo y relacional. Para comparar la
actividad de antimicrobianos, sobre cepas patdgenas de Escherichia coli
planctonicas y asociadas a biopelicula. Empled la técnica de microdilucién en
caldo y azul de alamar de las 15 cepas estudiadas. Para la sensibilidad de los
antimicrobianos, utilizé la férmula del fabricante con filtro para las lecturas de
absorbancia Ry = AOs3;nm / AOgonm. Las cepas formadoras débiles de biopelicula
fueron mas resistentes, mientras que las cepas de E. coli formadoras fuertes de
biopeliculas fueron sensibles a cefotaxima, gentamicina y ciprofloxacina. Los
organismos asociados a biopeliculas fueron mucho menos sensibles a la accion

de los antibiéticos que sus correspondientes células plancténicas.

El 2016 en Nepal Neupane S. et al. ®” Con el objetivo determinar la correlacion
entre la formacion del biofilm y resistencia a los medicamentos con antibioticos de
uso comun con la produccion de BLEE en Escherichia coli. El estudio fue de tipo
transversal. Utilizaron 1480 muestras de orina de flujo medio, se uso6 el método de
Kirby Bauer para la determinacion de BLEE y el método rojo congo para la
determinar la intensidad del biofiim. De 69 BLEE que producen cepas
uropatdégenas de E. coli, 20 (29%) eran productores fuertes de biofilm, 22 (31.9%)

eran productores moderados de biofilm, 11 (15.9%) fueron débiles los productores
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de biofilm y 16 (23.2%) fueron no productores de biofilm. Se encontr6 que la
capacidad de formacion de biofilm es significativamente mayor en cepas
productoras de BLEE de E. coli que en las cepas no productoras de BLEE
(p<0.05).

El 2016 en Buenos Aires Velez M, et al.?® realizaron un estudio de la Influencia
del hipoclorito de sodio en los biofilm formados por Escherichia coli. Para
determinar la capacidad de formar biofilm de cepas Escherichia coli toxina shiga
(STEC) sobre distintas superficies inertes. Seleccionaron al azar 7 cepas STEC
aisladas de hamburguesas de carne bovina, hamburguesas de pollo y carne
bovina picada, emplearon la técnica descrita por Polifroni, R. Obteniendo como
resultado un notable efecto del hipoclorito de sodio, siendo proporcional este
efecto a la mayor exposicion y mayor concentracion. En los ensayos de desarrollo
de biofilm en las placas de acero inoxidable no presento formacién debido a que
todas las cepas se agruparon como no formadoras de biofilm. Concluyendo que el
desarrollo de biofilm sobre poliestireno es mucho mayor al desarrollo sobre acero

inoxidable.

El 2017 en Uruguay Gonzalez M. et al.*® Con objetivo de evaluar el efecto de
diferentes antibidticos en biofilm por Escherichia coli aisladas de nifios con ITU y
para correlacionar factores de virulencia en comunidades bacterianas
intracelulares (IBC). En 116 cepas de Escherichia coli se analizaron la formacion
de biofilm utilizando la técnica en microplaca. EI 58.6% de las cepas no
produjeron biofilm, mientras que el 16.4% formaron biobilm débiles, 18.1%
formaron biofilm moderado y 6.8% formaron biofilm fuertes. No se encontrd

correlacion entre la capacidad de formar biofilm y la presencia de comunidades
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bacterianas intracelulares (IBC). En el caso de infecciones urinarias recurrentes
potencialmente asociadas con la presencia de biofilm, recomiendan el uso de
cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucésidos de tercera generacion. Estos
antibioticos demostraron reducir la biomasa de biofilm producida incluso por

cepas resistentes.

El 2014 en Perl Coveiias C, et al.*® En un trabajo titulado Efecto de lactoferrina
bovina en la formacion de biofim en cepas clinicas de Escherichia coli
enteroagregativa. Estudio tipo experimental para determinar el efecto de
lactoferrina bovina (BLF) en la formacion de biofilm en cepas clinicas de
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC). Con 122 cepas clinicas de EAEC
aisladas e identificadas por PCR multiple a tiempo real buscando la presencia del
gen aggR, se evaluaron 31 cepas con y sin hierro. En las cepas sin hierro se
observé la formacién de biofilm el cual fue de 77% (24/31) en el grupo control
versus 58% (14/31) con BLF de 0,01 mg/mL y 4% (1/31) con 1 mg/mL. Con hierro
la formacién de biofilm fue 90% (28/31) en el grupo control versus 55% (17/31)
con BLF de 0,01 mg/mL y 4% (1/31) a 1 mg/mL. (b) Método cuantitativo: sin hierro
la absorbancia medida a OD 560 nm del grupo control fue 0,7 + 0,5 versus 0,4 £
0,3 con BLF 0,0lmg/mL y 0,3 + 0,2 con bLf de 1 mg/mL (p<0,0001). Esta
disminucién en presencia de BLF incluso se dio con hierro. La BLF tiende a
disminuir la formacion de biofilm, mostrando un efecto inhibitorio en las cepas

clinicas de EAEC, este efecto no es hierro-dependiente.
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2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO

Las infecciones del tracto urinario son una de las infecciones mas frecuentemente
encontradas en la comunidad. Estas infecciones representan una carga para la
salud publica y la sociedad, cerca de 40% de las mujeres y el 12% de los
hombres tendran al menos un caso de ITU durante su vida adulta; la infeccion se
asocia con altas tasas de recurrencia y si no se instaura un manejo antibiotico
adecuado, puede progresar rapidamente a sepsis severa y muerte®. Los
patdgenos mas frecuentemente implicados son las enterobacterias en especial
Escherichia coli, que es causante del 80% de estas infecciones de origen
comunitario. En los ultimos afios se ha observado en la practica clinica un
aumento de resistencia de esta bacteria frente a los antibiéticos de primera linea
para este tipo de infecciones, tanto en las bacterias de origen nosocomial y de la

comunidad®.

La bacteriuria es la presencia de bacterias en orina, se clasifica en significativa o
no, segun si el nimero de unidades formadoras de colonia por mililitro de orina
sembrada (UFC/ml) es mayor a 100 000, pero esta definicion no debe realizarse
de manera taxativa y debe admitirse una cierta laxitud, depende también de la
edad, sexo y sindrome clinico del paciente. Asimismo, cuando la bacteriuria no se

acompaia de sintomas clinicos se denomina bacteriuria asintomatica®”.

2.2.2. ENTEROBACTERIACEAE
La familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram negativos, anaerobios
facultativos de gran importancia en la patologia infecciosa, que se encuentran
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implicados en diferentes sindromes clinicos®”. Las enterobacterias son el grupo
mas extenso y heterogéneo, son organismos ubicuos que yacen en el suelo, el
agua y la vegetacion; y es el componente mayor de la flora normal intestinal,

aungue son poco frecuentes en otros sitios del organismo.

2.2.2.1. Escherichia coli

Escherichia coli se describio por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”
pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor a su descubridor®®.
E. coli, bacilos gram negativos, anaerdbicos facultativos, fermentadores son
bacilos tanto moviles como no modviles por flagelos peritricosos (flagelos
distribuidos uniformemente en la superficie bacteriana)®, es una bacteria
mesofila, que se desarrollan a temperatura de 20 a 45 °C, con una temperatura

6ptima del 37°C y se desarrollan a un pH de 6 - 8%,

2.2.2.2. Habitat

Escherichia coli tiene como habitat natural el tubo digestivo y colon humano,
coloniza vagina y uretra; desde la uretra asciende y causa infeccion del tracto
urinario (ITU). E. coli es la causa principal de ITU adquirida comunitariamente y
hospitalaria, septicemia, meningitis neonatal y gastroenteritis. En la infeccion
urinaria los factores que predisponen a ITU en mujeres son la proximidad del ano
a la vagina y uretra, asi como una pequefa uretra; esto lleva a colonizacion de
uretra y vagina por flora fecal; anormalidades anatémicas también predisponen; el
uso de sonda urinaria predispone debido a que las cepas muestran propiedades

de adherencia ®”.
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2.2.2.3. Patogénesis

La patogénesis producida por Escherichia coli consiste en la colonizacion del
intestino y produccion de dafio al hospedador debido a la produccion de toxina.
Sin embargo, este es un mecanismo que involucra multiples procesos y una
compleja interaccion entre factores bacterianos y del hospedador ®?. El género
Escherichia puede infectar sistema nervioso central, tracto respiratorio bajo,

torrente sanguineo, tracto gastrointestinal y tracto urinario ®®.

2.2.2.4. Factores de virulencia

Las cepas patdgenas de Escherichia coli poseen una serie de factores de
virulencia implicados en la produccién de los diferentes sindromes clinicos,
incluyendo adhesinas, toxinas, sideréforos y sistemas de secrecion, entre otros®®.
Ademas poseen pladsmidos que son unidades de ADN extracromosomicos,
intracitoplasmaticos, con capacidad de autorreplicacion y que juegan un papel
fundamental en la codificacion de informacién para su accién patégena asi como

para la resistencia a los antibiéticos ©V.

Factor de virulencia Funcion
Superficie
Fimbria tipo 1 Adhesion al epitelio de la mucosa y a la matriz tisular, invasion,

formacion de biopelicula.

Fimbria P Adhesion al epitelio de la mucosa y a la matriz tisular, inducciéon de
citocinas.

Fimbria S Adhesion a la célula de la mucosa, células endoteliales y a la matriz
tisular.

Fimbria F1C Adhesion a la célula de la mucosa y endoteliales.

Curli Adhesion a las células de la mucosa y a la matriz tisular, formacion

de biopelicula.

Flagelo Movilidad.

Capsula Efectos antifagocitarios y anticomplemento, resistencia sérica y

evasion del reconocimiento inmune.
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Lipopolisacérido Efectos endotéxicos, antigeno O, induccion de citosinas, resistencia

sérica, inmunoadyuvante.

Proteinas de membrana Receptor y transporte.

externa

Exportado

a — Hemolisina Citotoxicidad, hemolisis.

Factor citotoxico Interferencia entre la fagocitosis y apoptosis.

necrotizante 1

Toxina secretada Citotoxicidad.

autotransportadora

Toxina dilatadora citoletal Citotoxicidad.

Citolisina A Citotoxicidad.

Enterobactina Captacion de hierro.
Aerobactina Captacion de hierro.
Yersiniabactina Captacion de hierro.

Figura 1. Factores de virulencia de las cepas de Escherichia coli involucradas

en infecciones urinarias “*°.

Es el cultivo de orina para diagnosticar infeccion sintomética del tracto urinario o
infeccion asintomética (bacteriuria asintomatica) en pacientes con riesgo de
infeccion. Esta basada en la presencia de un numero significativo de bacterias
generalmente >100.000 UFC/ml. La piuria junto con la bacteriuria, es un dato muy
importante para el diagnéstico de infeccién del tracto urinario, debido a que
practicamente esta presente en todas las infecciones urinarias. Una excepcion es

la bacteriuria asintomatica en la que la piuria puede estar ausente®.

2.2.3. BETALACTAMASAS

Las betalactamasas son enzimas fijadoras de penicilina que catalizan la hidrélisis
del anillo betalactamico separando el enlace amida impidiendo al antibiético inhibir
la sintesis de la pared celular. Pueden localizarse a nivel endocelular o a nivel
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extracelular®. En las bacterias gram negativas los betalactamicos entran a la

célula a través de las porinas®”.

Un anillo betalactamico es un heterociclo de cuatro atomos, que tiene un oxigeno
en posicion B con relacion al nitrogeno de la lactama, siendo esencial para la
accion de los antimicrobianos betalactamicos; sin embargo, aislado carece de
actividad antimicrobiana, por lo que necesita ser activado por otros radicales para
unirse a las dianas donde ejerce su accion. La naturaleza de los radicales
esenciales que se unen al anillo betalactamico, definen los diferentes grupos o

clases de antibidticos betalactamicos®®.

2.2.3.1. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

El mecanismo frecuente por el cual se desarrolla de resistencia a Escherichia coli,
es la produccién de betalactamasas, debido a que estas son enzimas que
modifican quimicamente el anillo betalactamico. Se ha descrito que las principales
bacterias productoras de betalactamasas son los gérmenes urinarios. En nuestro
ambito, las BLEE mas frecuentes son Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae®).

Se han aislado y caracterizado numerosos tipos de betalactamasas y se han
clasificado desde un punto estructural (Ambler) y funcional (Bush, Jacoby y
Madeiros). Las betalactamasas se unen al grupo carboxilo y rompen el enlace
amidico del anillo betalactdmico lo cual hace que se pierda la capacidad de unién

a las PBP. (Figura 2) ®*3),

Se han descrito mas de 200 B-lactamasas diferentes, algunas son especificas

para penicilinas o cefalosporinas, mientras que otras son capaces de inactivar la
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mayoria de antibidticos B- lactamicos®®. Este Ultimo grupo de B-lactamasas estan

codificadas en plasmidos y pueden transferirse de un organismo a otro®”.

Grupo
funcignal Clase molecular Microorganismos Inhibicion Configuracién
No se inactivan Cromosémica
Grupo 1 con acido
de Bush Clase C de Ambler Gram negativos clavulanico
Acido
clavulanico
Clase A de Ambler
Grupo 2 Plasmidica
de Bush Gram negativos Acido
clavulanico (en
Clase D de Ambler grado variable)
Grupo 3 Clase B de Ambler Gram positivos Quelantes Cromosémicas
de Bush metalobetalactamasas Gram negativos (EDTA) y Plasmidicas

Figura 2. Clasificacion de betalactamasas de Bush, Jacoby y Medeiros

(modificado)®?.

A los microorganismos se incorporan piezas genéticas (plasmidos o transposones
conjugativos) portadores de genes de betalactamasas que modifican el perfil de
sensibilidad natural de las cepas salvajes de enterobacterias a los antibiéticos [3-
lactamicos. Las betalactamasas plasmidicas son generalmente, constitutivas (no
inducibles). Por lo tanto, todas estas enzimas pueden ser producidas a bajo nivel
o hiperproducidas®.

Las BLEE generalmente se refiere a enzimas codificadas por plasmidos; éstos
representan un mayor problema epidemiolégico por su capacidad elevada de
diseminacién entre cepas de la misma especie o entre cepas distintas “”. La
mayoria de las betalactamasas inactivan ya sea penicilinas o cefalosporinas de
amplio espectro, y de alli su denominacion como BLEE, confieren resistencia a las
penicilinas, a todas las cefalosporinas y al aztreonam pero no a los carbapenems

ni a las cefamicinas y la mayorfa son inhibidas por el &cido clavulanico®?.
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Las enterobacterias productoras de BLEE son generalmente patdégenos
nosocomiales y a menudo responsables de los brotes especialmente en las
unidades de cuidados intensivos. La mayoria de los pacientes hospitalizados
siguen llevando enterobacterias productoras de BLEE por periodos prolongados
contribuyendo a su propagacion extrahospitalaria. Ademas, cepas adquiridas en
la comunidad que poseen plasmidos productores de BLEE pueden ser inducidas

cuando se exponen a antimicrobianos de amplio espectro®©®.

2.2.3.2. Betalactamasas cromosomicas

La mayoria de las bacterias gram negativas poseen betalactamasas
cromosomicas que podrian derivar de las penicillin binding proteins (PBP) con las
que comparte alguna homologia. Todas las enterobacterias excepto Salmonella
spp®®, como diversas bacterias de otros grupos, puede poseer en su cromosoma
un gen que codifica la producciéon de B- lactamasas; la B-lactamasa cromosomica
es de clase A (sensible al 4cido clavulanico) se expresa a niveles bajos, por lo
gue resultan escasamente operativas, debido a que la cantidad producida no es
suficiente para inactivar a los betalactdmicos o solo afecta a los mas labiles como

la ampicilina®.

2.2.4. Tipos de betalactamasas de espectro extendido

2.2.4.1. BLEE tipo TEM

B- lactamasas TEM-1 La primera enzima mediada por un plasmido y encontrada
en una enterobacteria, el nombre de TEM es una contraccion de Temoniera, el
nombre de la paciente de la cual se realizé el aislado®”. El tipo TEM-1 es el mas
frecuente y se encuentra en bacterias gram negativas. Mas del 90% de las

resistencias a ampicilina en Escherichia coli son debidas a la produccion de TEM-
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1. A pesar de que las betalactamasas de tipo TEM se encuentran principalmente
en Escherichia coli y Kleibsiella pneumoniae. La sustitucion aminoacidica
responsable del fenotipo BLEE permite el acceso a nuevos sustratos, pero la
apertura del sitio activo para la entrada del betalactdmico incrementa la

susceptibilidad a inhibidores de la betalactamasa®®.

2.2.4.2. Betalactamasas tipo SHV

El tipo SHV-1 fue inicialmente descrito en el género Klebsiella como B-lactamasa
cromosémica®. El tipo SHV-1 es responsable de mas del 20% de las
resistencias a ampicilina mediadas por plasmidos en esta especie. Se conocen
mas de 60 variedades de SHV, siendo el tipo predominante de BLEE en Europay
en los Estados Unidos #?.

SHV-7 fue la primera enzima de esta clase aislada en Escherichia coli en 1995 en
una residencia geriatrica en Estados Unidos. Confiere resistencia a cefotaxima,
ceftazidima y aztreonam. Las betalactamasas SHV-2, SHV-3, SHV-4, SHV-5 y
SHV-7 poseen en la posicion 238 una serina en vez de glicina, lo cual es
responsable de la accién sobre cefotaxima. La sustitucidon de lisina por glutamico
en la posicién 240 en SHV-4, SHV-5 y SHV-7 contribuye a ampliar el espectro de

accion a ceftazidima y aztreonam. (Bradford, Urban et al. 1995)¢®.

2.2.4.3. Betalactamasas tipo CTX - M

Las betalactamasas CTX - M constituyen un grupo de BLEE que hidrolizan mas
eficazmente cefotaxima que ceftaxidima, a diferencia de las otras BLEE. Se
describieron en 1989, cuando Bauernfeind y cols informaron de una cepa de

Escherichia coli que producia una BLEE que no era TEM ni SHV y que hidrolizaba
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cefotaxima, a la que llamaron CTX-M-18%. Las betalactamasas CTX-M se han
diseminado muy rapidamente por todo el mundo entre una gran variedad de
enterobacterias. CTX-M-9 fue identificado por Sabaté y cols. En la actualidad las
enzimas CTX-M estan reemplazando a la TEM y SHV y estd aumentando el
porcentaje de aislamiento en E. coli y en pacientes comunitarios ®®. Actualmente

CTX-M 15 es la enzima BLEE mas identificada en el mundo®®.

2.2.4.4. Betalactamasas tipo OXA

Las betalactamasas tipo OXA son conocidas como las menos comunes, pero
también como la Unica variedad que puede hidrolizar la oxacilina y otras
penicilinas relacionadas con estafilococos. Se caracterizan por su gran actividad
hidrolégica contra la oxacilina y cloxacilina y el hecho de que son pobremente
inhibidas por el “acido clavulanico”. Mientras que la mayoria de BLEE se han
encontrado en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae y otras enterobacterias, la
BLEE tipo OXA ha sido encontrada principalmente en Pseudomona aeruginosa.
Los distintos tipos de OXA son resistentes principalmente a ceftazidima, pero
OXA-17 otorga gran resistencia a cefotaxima y cefepime, mucho mayor que a

ceftazidima®Y.

2.2.5. TECNICAS PARA DETECCION DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO

Existen multiples técnicas para detectar BLEE en gram negativos, los cuales se

basan en la capacidad del acido clavulanico para incrementar la actividad de una

cefalosporina de tercera generacion ©.
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El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) estableciéo recomendaciones
para el tamizaje y confirmacion de BLEE en Escherichia coli y Klebsiella sp y
Proteus mirabilis®” Mediante el método de difusién y su aplicacién al estudio de
sinergia entre cefalosporina de tercera generacion y acido clavulanico descrito por

Jarlier et al®®,

2.2.5.1. Método de disco difusion

También conocido como Test de Jarlier, se inocula una placa de agar muller
hinton con la cepa sospechosa, con una turbidez similar a la suspensiéon 0,5 de
Mc Farland, se coloca un disco Amoxicilina/Acido clavulanico (20/10 mg),
ceftazidima (30 mg) y/o cefotaxima (30 mg) y/o aztreonam (30 mg) y/o
ceftriaxona, con los que se realiza un test de disco difusion sin ninguna variante.
Los discos de ceftazidima, aztreonam, cefotaxima y ceftriaxona se disponen a 25 -
30 mm del disco de amoxicilina/acido clavulanico (distancia de centro a centro de
los discos).se incuba a 37 °C por 18 — 24 h; posteriormente se realiza la
lectura®®. La presencia de BLEE se manifiesta por el efecto sinérgico del inhibidor
y los discos de cefalosporinas. Esta sinergia, es llamada "efecto huevo" o cola de

pez (test de Jarlier)®? 57,

Método CLSI

Las placas de agar Mueller Hinton son inoculadas con las cepas sospechosas,
para ello segun las recomendaciones del CLSI, colocandose discos de
susceptibilidad antimicrobiana de CAZ (30 pg), ceftazidima/acido clavulanico
(CAZ/CAZ-CLA) (30/10 pg), CTX (30 ug), cefotaxima/acido clavulanico (CTX/CXT-

CLA) (30/10 ug) ®®. Una diferencia mayor o igual a 5 mm de los didmetros de los
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halos de inhibicion entre los discos de ceftazidima/acido clavulanico (30/10 pg) y
ceftazidima solo o cefotaxima-acido clavulanico (30/10 pg) y cefotaxima es

interpretada como resultado positivo®?.

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MALDI-TOF) permite obtener en unos minutos la
identificacion de  microorganismos tales como bacterias (incluyendo
micobacterias), levaduras y hongos filamentosos®®, es una metodologia
confiable, econdmica y rapida, que muestra resultados promisorios al compararlo
con métodos convencionales. Se han publicado reportes que indican que puede
ser utilizado con buenos resultados en la identificacién a partir de muestra directa,
con protocolos publicados para urocultivo y hemocultivo, destacando el aporte
que esto significa en el manejo clinico. Sin embargo, la aplicacién de los
protocolos publicados para hemocultivo, resulta laboriosa e interrumpe el flujo

normal de trabajo de un laboratorio ©?.

Métodos genotipicos

Permiten identificar las BLEE Genotipicamente y llevar a cabo la investigacion
epidemioldgica, saber que los brotes son epidemiol6gicamente complejos,
pudiéndose tratar de la proliferacion clonal de una cepa productora de una Unica
BLEE, pero también diseminarse diversas BLEE en el mismo brote, por la
proliferacion clonal de varias cepas con distintas BLEE o por la existencia de
diferentes plasmidos entre los miembros de una misma cepa. Adicionalmente,
microorganismos no relacionados genotipicamente pueden producir la misma
BLEE mediante transferencia plasmidica y la misma BLEE puede ser mediada por

plasmidos distintos. La capacidad de propagacion de las BLEE es extraordinaria

36



y, de hecho, se ha comprobado la transmision interhospitalaria, interurbana e
incluso entre paises. Los métodos mas utilizados son el perfiles plasmidicos,
electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), ribotipificacién y otros métodos

basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)®Y.

2.2.6. BIOFILM

En 2002 Donlan efectu6 una descripcion ampliamente aceptada de un biofilm,
estableciendo que es una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células
que estan adheridas irreversiblemente a un substrato o interfase encerradas en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y
exhiben un fenotipo modificando en relacibn con la tasa decrecimiento y

trascripcion génica®®,

Las bacterias han desarrollado mecanismos que les permiten sobrevivir en un
ambiente de condiciones adversas y que les facilitan escapar de la accién de las
células de defensa y del sistema del complemento. Evitando asi la destruccién por
parte de los fagocitos, causan inmunosupresion e inducen la proteolisis de las
inmunoglobulinas. EI modo de crecimiento en biofilm es una estrategia de
supervivencia de los microorganismos frente a las condiciones ambientales
adversas ®9. La capacidad de formacion de biofilm no parece estar restringida a
ningun grupo especifico de microorganismos y hoy se considera que bajo
condiciones ambientales adecuadas todos los microorganismos son capaces de

formar biofilm“,
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COMPOSICION DE LOS BIOFILMS

Agua 97 %, células bacterianas 15 a 20 %, elementos de lisis bacteriana.

Exopolisacaridos (EPS): Componente fundamental producido por las propias bacterias.

En menos cantidad: Sustancias polimétricas extracelulares (SPE) compuestas por

proteinas acidos nucleicos y polisacaridos.

Material no bacteriano: cristales de sales minerales particulas de corrosién y/o

sedimento o componentes sanguineos segun el medio donde se desarrolla el biofilms.

Los EPS pueden tener carga neutra o carga polianiénica segun el exopolisacarido que le
permite interactuar con diferentes antimicrobianos sin capacidad de actuar sobre las
bacterias.

Figura 3. Composicion de los biofilms®“.

2.2.6.1. Composicion de los biofilm

Toda comunidad microbiana desarrollada en biofilm es Unica en su género,
aunqgue algunos atributos se consideran universales.

Los biofilm estan implicados en infecciones crénicas lentas, resistentes a los
tratamientos, se forman en superficies de tejidos naturales e implantes artificiales
infecciones de vélvulas cardiacas nativas o protésicas, protesis articulares,
catéteres diversos, ITU, etc. colonizados por Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida sp. y otros oportunistas“?:

2.2.6.2. Factores intervinientes en la formaciéon del Biofilm

La formacion de biofilm esta determinada por:

A. Condiciones de la superficie: Poseen varias caracteristicas las superficies
solidas que son fundamentales para el proceso de adhesion. La colonizacion

de gérmenes aumenta cuando la rugosidad de la superficie incrementa y el
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area de superficie es mayor las propiedades fisicoquimicas pueden
predominar en la adhesidn microbiana, es mas rapida en superficies
hidrofobas como teflon y otros plasticos que sobre materiales hidrofilicos como

el vidrio o metales “?.

B. Especies bacterianas: Los microorganismos son capaces de colonizar
variedades de superficies en ambientes bidticos o abiodticos habitados por
formas superiores de vida y espacios adversos. Ademas, la superficie
hidréfoba de la célula®®. Por otra parte, se sabe que las células inméviles no
recolonizan las areas de un sustrato como lo hacen las células moviles,

resultando mas lenta la formacién de un biofilm por las células inmdviles“?.

C. Factores medioambientales: Otras caracteristicas del medio acuoso como
son el pH, cantidad de nutrientes, cargas idnicas, temperatura y fluidez pueden
jugar un papel importante en la adhesion bacteriana al substrato“”. Los
organismos en una biopelicula son 1000-1500 veces mas resistentes a los
antibiéticos que en su estado planctonico. Los mecanismos de esta resistencia
aumentada difieren de una especie a otra, de antibiéticos a antibiéticos y de
biofilms que crecen en diferentes habitad. Otro mecanismo importante es el
crecimiento de especies bacterianas en una biopelicula, lo que las hace
menos susceptibles a los antibidticos bactericidas. La matriz de biofilm puede

resistir la difusion de antibi6ticos®”.
2.2.6.3 Formacion de los Biofilm

El biofilm se forma cuando la bacteria detecta ciertos parametros ambientales,
disminucién o aumento de la disponibilidad de nutrientes y de hierro, cambios en

la osmoralidad, el pH, la tensién de oxigeno y la temperatura®. Aunque también
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se pudieron observar algunas variaciones entre diferentes especies

bacterianas“?. Las etapas del desarrollo de un biofilm son las siguientes:

A. Adhesion a la superficie: los microorganismos tras localizar la superficie
donde se van a depositar desarrollan distintas estrategias. En el caso de las
bacterias gram negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis)“®, comprende la unién reversible de bacterias
plancténicas a las superficies”). las fimbrias y los flagelos juegan un papel
muy importante en esta etapa adhesidn a los sustratos. En el caso de
bacterias gram positivas no maviles, son las proteinas de superficie (Alt E;

Bap; Esp) las que intervienen en los procesos de adhesion“?.

B. Division celular y formacion de colonias: una vez que las bacterias han
conseguido adherirse al soporte, en el caso de poseer flagelos los pierden y
comienzan a dividirse hasta formar microcolonias“?. Para ello ocurre un
cambio importante en la expresion génica y las bacterias comienzan a producir
adhesinas como pili tipo 1, fibras curli y antigeno 43 que contribuyen a la unién

irreversible a las superficies “9.

C. Formacion de canales: una vez formado el biofim se produce Ila
diferenciacion celular de la zona basal y la apical del mismo. Las células
inferiores mueren por la falta de oxigeno y nutrientes, que permite la creacion
de canales donde se produce la recircularizacion del medio de cultivo
permitiendo la nutricién del biofilm en todas sus capas celulares“®. Comprende
la formacién y produccion de la matriz de polisacaridos extracelulares. En el

caso de E. coli, la matriz esta compuesta de celulosa, poliglucosamina y acido
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colonico. El biofilm comienza a crecer y adquiere su estructura tridimensional

conocida como macrocolonia®.

D. Maduracion y salida de células para formar nuevo biofilm: una vez que el
biofilm ha alcanzado un espesor determinado“, las bacterias cambian a un
estado plancténico y se separan del biofilm“?, si son flageladas comienzan a
moverse?’, esto podria conducir a una nueva formacién de biopelicula en otra
superficie y varios factores podrian desencadenar el desprendimiento de las

bacterias“?

Ademas, la demostracion en estudios experimentales de la capacidad que tiene
Escherichia coli de invadir las células epiteliales vesicales y formar “comunidades
bacterianas intracelulares” en el interior de biofilm, puede constituir un reservorio

para Escherichia coli productora de las ITU recurrentes“”.

2.2.6.4. Papel de los biofilm en infecciones crénicas

Las infecciones crénicas progresan de manera lenta comparada con las
infecciones agudas y sus sintomas por lo general en algunos casos
asintomaticos. Numerosos estudios in vitro e in vivo revelan que la causa de la
mayoria de las infecciones persistentes son agregado bacteriano o biofilm.
Infecciones bacterianas cronicas relacionadas con formacién de biofilm incluyen:
osteomielitis, heridas crénicas, rinosinusitis, otitis media crénica, infecciones de

tracto urinario®®.

2.2.6.5. Métodos de medicidn de formacién de biofilm
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1. Método de placa de cultivo de tejidos: Descrito por Christensen et al. Se
considera el estandar de oro para la deteccion de biofilm. Los organismos
aislados de placas de agar se inoculan en 10 ml de medio de caldo de soya
tripticasa con 1% de glucosa, se incuba a 37° C por 24 hrs. Posteriormente
el cultivo se diluye 1:100 con medio fresco. Los controles también se
incuban y se agregan a los pozos. Los pozos se incuban a 37°C por 24 hrs.
El biofilm formado por las bacterias se adhiere a los posos se fija con
acetato sodico al 2% vy tincion cristal violeta (0.1%). Post densitometria

optica se mide adherencia de biofilm con una longitud de onda 570 nm“®,

2. Método Agar Rojo Congo: Descrito por Freeman et al. Método cualitativo
para deteccion de produccion de biofilm usando medio Agar Rojo Congo, el
cual se prepara con infusién corazén cerebro 37g/l, sucrosa 50g/l agar No
1 109/l e indicador rojo congo 8 g/l. Se incuba el organismo a 37°C por 24
hrs de forma aerdbica.La produccion de colonias negras rugosas por cepas
productoras de baba se utilizd para diferenciarlas de cepas de S. aureus
que no producen baba (colonias rojas lisas). El locus de adhesion

intercelular (Ica) esta formado por los genes Ica ADBC“®,

3. Método de tubo: Descrito por Christensen et al. Método cualitativo en la
deteccién de biofilm. Se incuba el microorganismo estudiado en 10 ml de
medio de caldo de soya tripticasa con 1% de glucosa en tubos. Se incuba a
37°C por 24 hrs. Se tifien los tubos con cristal violeta (0.1%), se considera
formacion de biofilm positivo cuando se visualiza una pelicula en la pared
en el fondo del tubo. La cantidad de biofilm formada se mide como 1-

débil/ninguna, 2-moderada y 3- alta/fuerte®?.
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Otros meétodos para la medicion de biofilm: ensayo bioluminiscente, sensor
piezoeléctrico, examinacion fluorescente microscopica. Algunos estudios
reportaron una relacion entre la formacion de biofilm reportada por la prueba en
placas de microtitulacion o de 96 pozos y la realizada por microscopia
epiflourescente, sugiriendo que el primero puede ser usado como un método

simple en la evaluaciéon de formacién de 13 biofilm®“®,

Segun Plinio, las cepas de Escherichia coli son responsables de méas de 80% de
todas ITU, el crecimiento como bacterias asociadas a biofilm permite también una
mayor resistencia a la respuesta inmune vy dificulta la accién de antimicrobianos
contra el patdégeno. Actualmente se asocia la capacidad de formacion de
biopeliculas a la cronificacion de las infecciones bacterianas que son de dificil

erradicacion por terapia antimicrobiana convencional®.
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2.3. Hipotesis general

Ha: Existe asociacion significativa entre la produccion de betalactamasas de
espectro extendido y la formacion del biofilm en Escherichia coli aislados de

urocultivo, Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante enero - junio 2018.

Ho: No Existe asociacion significativa entre la produccién de betalactamasas de
espectro extendido y la formacion del biofilm en Escherichia coli aislados de

urocultivo, Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante enero - junio 2018.

2.4. Variables e indicadores

Operacionalizaciéon de variables (ANEXO 1)

Variable | : Formacion de biofilm.
Variable Il : Escherichia coli productor de betalactamasas de espectro
extendido.
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I1l. DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion.
Estudio cuantitativo, analitico estadistico, de asociacion, debido a que se

pretende medir la asociacion entre las dos variables del estudio.

3.1.1. Metodologia
El estudio es observacional, ya que el investigador no posee la facultad de
manipular las variables, mide, analiza, pero no interviene.
De caracter retrospectivo, porque se registra informacion sobre datos que
ocurrieron en el pasado.
De corte transversal debido a que las variables se midieron una sola vez y

en un solo momento.

3.2. Ambito de investigacién
El Hospital Nacional Hipdlito Unanue, Minsa es una institucion que presta
servicios de salud, nivel llI-1 y es centro de referencia en Lima Este (Santa
Anita, Ate, El Agustino, San Juan de Lurigancho, Chosica) y referentes de
distintas provincias, brindando una atencién integral basica en los servicios

de salud para la poblacion de zonas urbanas, marginal y rural.

3.3. Poblacion y muestra.

3.3.1. Poblacion
La poblacion estuvo constituida por las cepas de Escherichia coli aisladas de

urocultivos de pacientes hospitalizados, emergencia y de servicios de

46



consulta externa que acudieron al Hospital Nacional Hipdlito Unanue, durante

el periodo comprendido entre enero - junio 2018.

3.3.2. Muestreo
Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia, para obtener 190

cepas de Escherichia coli aislada de urocultivos.

3.3.3. Muestra
Se realizé el calculo de la muestra a partir de una poblacién de 1029 cepas de
Escherichia coli, aislada de urocultivos de pacientes atendidos en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue durante enero a junio 2018, con una prevalencia de
referencia de 83% “® un margen de error de 5% y un indice de confianza de
95%, utilizando la siguiente formula se calculd una muestra minima de 180
unidades muéstrales para el estudio.
N*Z a_ %
b - 1)ipz“g*p *g
=

N = Total de la poblacion.

Za= 1.96 (si el indice de confianza es 95%).

p = Porcentaje de la poblacion con el atributo esperado.

g = Porcentaje de la poblacién que no tiene el atributo esperado 1 — p.

d = precision, Limite aceptable de error muestral.

De esta manera la muestra fue constituida por 190 cepas de Escherichia coli,
aislada de urocultivos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante enero

a junio 2018.
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3.3.4. Unidad de anéalisis

Constituida por una cepa de Escherichia coli, aislada en urocultivo de
paciente atendido en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue de enero a junio

2018.

3.3.5. Criterios de seleccion

Criterios de inclusion
e Cepas identificadas como Escherichia coli aislada de Urocultivo en el periodo
de estudio.

e Primer aislamiento de Escherichia coli aislado de urocultivo.

e Cepa de Escherichia coli aislada en cultivo monomicrobiano.

Criterios de exclusion
e Cepas de Escherichia coli aisladas en muestras distintas a urocultivo.
e Cepas repetidas de Escherichia coli.

e Cultivos contaminados con dos 0 mas agentes bacterianos.

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

Se recolectaron cepas de Escherichia coli de urocultivos, identificadas segun el
reporte en la base de datos del servicio de Microbiologia del Hospital Nacional
Hipdlito Unanue. Para ello se utilizé una ficha de recoleccion de datos simple (ver
ANEXO N°3) y para la determinacion de betalactamasas de espectro extendido se
usé el Método de Jarlier, finalmente para la determinacion de biofilm se realizd

mediante el método en Placa de Cultivo de Tejido (PCT) (ver ANEXO N°4).
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3.5. Plan de procesamiento y analisis de datos

3.5.1. Plan de procesamiento

Seleccidn y conservacion de muestra

Se recolectaron las cepas de Escherichia coli, aislados de urocultivo en el
Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante enero a junio del 2018. Se
seleccionaron 93 cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido y
97 cepas no productoras betalactamasas de espectro extendido. Las cepas
aisladas se conservaron en crioviales con caldo Tripticasa de Soya con glicerol
1% en congelacidén a - 20°C para ser procesadas después de la recoleccién de

muestras (ver ANEXO N°4).

Deteccion de betalactamasas de espectro extendido

El procesamiento de las muestras para determinar BLEE se baso6 en el Método de
Jarlier, que consiste en realizar el plaqueo de la cepa estudiada segun la técnica
de disco difusién y colocar un disco de amoxicilina/Acido Clavulanico (20/10 mg),
Ceftazidima (30 mg) y/o Cefotaxima (30 mg) y/o Aztreonam (30 mg) y/o
Ceftriaxona. Los discos de Ceftazidima, Aztreonam, Cefotaxima y Ceftriaxona se
disponen a 25 - 30 mm del disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico (distancia de
centro a centro de los discos), se incuba 24 horas a 35°C. La presencia de BLEE
se manifestd por el efecto sinérgico del inhibidor y los discos de cefalosporinas.

Esta sinergia, es llamada "efecto huevo" o cola de pez®?.

Cuantificacion de la formacion de biofilm

Para la cuantificacion de la formacién de biofilm por el método Placa Cultivo de

Tejido, las cepas se cultivaron durante la noche en caldo tripticasa soya
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glucosado al 1%, 37°C en condiciones estaticas. Se inocularon alicuotas de 20 pl
de cultivos de una noche en 180 pul de caldo tripticasa soya glucosado al 1% en 96
pocillos de fondo plano, placas de microtitulacion de poliestireno, y se incubaron
durante 48 horas a 37°C sin agitacion. El biofilm formado por las bacterias se
adhiere a los posos se fija con acetato sodico al 2% y tincion cristal violeta 0.1%.
Se removio el exceso de colorante con agua desionizada y se dejo secar en la a
37°C 06 42°C. Previo a la lectura se solubilizo con alcohol 70° agregando 200 ul a
los 96 pocillos y se procedié a realizar la lectura en el lector de ELISA. Post
densitometria optica se mide adherencia de biofilm con una longitud de onda A =
450 - 630 nm. Las cepas se clasificaron de la siguiente manera: DO < DOc = no
formador de biopelicula; DOc <DO =< (2 x DOc) = formador débil de biopelicula; (2
x DOc) <DO < (4 x DOc) = formador de biopelicula moderado; y (4 x DOc) <DO =
fuerte formador de biopelicula. La interpretacion de formacion de biofilm se realizo

de acuerdo a los criterios de Stepanovic®Y.(Ver ANEXO N°5)
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3.5.2. Andlisis de datos

Con los registros de las muestras se realizd una base de datos en el programa
WHONET version 5.6, las cuales cuentan con una codificacion numeérica que se
usaron en el presente estudio. Los registros del procesamiento de las muestras y

el calculo de sus resultados, se llenaron en las fichas de las muestras.

Para el analisis descriptivo univariado se utilizaron medidas de tendencia central
(promedio) para valores numéricos y frecuencias absolutas (n) y relativas (%)
para los valores categoricos. Los resultados son presentados en tablas de
frecuencia y/o tablas de contingencia. Asimismo, se crearon gréaficos estadisticos

como el diagrama de barras o circular.

De todos los pacientes que se realizaron urocultivos durante los meses de enero
a junio (N = 6548) del 2018, se establecid la frecuencia de urocultivos positivos,
las betalactamasas de espectro extendido positivos y betalactamasas de espectro
extendido negativo. Se seleccion6 190 cepas mediante el muestreo no
probabilistico por conveniencia (97 fueron productor de BLEE y 93 no productor

de BLEE).

Para determinar la asociacion entre las variables betalactamasas de espectro
extendido y la formacion de biofilm se emple6 el test de Chi cuadrado de
independencia, asi mismo se determind la asociacion entre la resistencia
bacteriana y los diferentes grados de intensidad de formaciéon de biofilm (débil,
moderado, fuerte). Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico
SPSS version 23 considerando estadisticamente significativo los valores de

p<0,05.
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3.6. Aspectos éticos.

Los derechos de los participantes de la investigacidn estuvieron plenamente
garantizados, de quienes se les realizo cultivos de muestra como parte del
procedimiento clinico habitual, siendo los riesgos de su participacion nulos ya que
para la investigacion se utilizaron cepas aisladas de muestras clinicas, para ello

se utilizdé una codificacién que permitié el anonimato durante el procesamiento.

No existe conflicto de interés en la ejecucion de la presente investigacion de tesis.

El proyecto de investigacion fue revisado y aprobado por el comité institucional de

ética del Hospital Nacional Hipdlito Unanue.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Durante el periodo enero a junio 2018 se aislaron 1029 cepas de Escherichia coli
de urocultivos de pacientes con sospecha de infeccién urinaria, procedentes de
servicios de hospitalizacién, emergencia y consulta externa del Hospital Nacional
Hipdlito Unanue. A partir de las cuales se establece el objetivo de nuestra
investigacion, determinar la asociacion entre la formacion de biofim y la
produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), se seleccionaron
mediante muestreo no probabilistico por conveniencia 190 aislamientos
bacterianos de Escherichia coli aislados de urocultivos no repetidos (18,5% del

total). (Grafico 1).

n=1029

=

Muestra
190 18.5%

Relacion entre la poblacion y la muestra de cepas de
Escherichia coli aislada de urocultivos. Hospital

Grafico 1.

Nacional Hipélito Unanue, enero - junio 2018
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La muestra de 190 aislamientos bacterianos de Escherichia coli aislados
urocultivos, fueron distribuidas en dos grupos segun la produccion
betalactamasas de espectro extendido, 93 cepas eran productores
betalactamasas de espectro extendido y 97 cepas eran no productores

betalactamasas de espectro extendido. (Grafico 2)

n =190

No
productores
de BLEE
51.1%

Grafico 2.

Unanue, enero - junio 2018

Distribucion de la produccion de betalactamasas de
espectro extendido en la muestra de Escherichia coli

aislada de urocultivos. Hospital Nacional Hipdlito
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Para evaluar la formacion de biofilm y su cuantificacion en las cepas de
Escherichia coli seleccionadas se utilizé6 el método en placa de cultivo de tejido
(PCT) y se utilizaron los criterios de Stepanovic (Anexo 2), siendo el valor de corte
de la densidad o6ptica (DOc) definido como el valor de la media de la absorbancia
del blanco mas tres desviaciones estandar. El blanco consistio en el pocillo con
medio caldo tripticasa soya glucosado al 1% sin in6culo del microorganismo. El
valor de absorbancia media resultdé de 0,009 y la desviacién estandar de 0,003,
por lo tanto, se estableci6 como valor de corte de la densidad 6ptica (DOc) una
absorbancia de 0,018. En base al valor de corte las cepas se clasificaron en: no
formadoras de biofilm si la absorbancia del pocillo fue menor o igual a 0,018,
formadoras débiles de biofilm si la absorbancia del pocillo era mayor de 0,018 y
menor o igual a 2 veces el valor de corte (< 0,036), formadoras moderadas de
biofilm si la absorbancia del pocillo result6 mayor a 0,036 y menor o igual a 4
veces el valor de corte (= 0,072) y fuerte formadora de biofilm cuando la

absorbancia supero el valor de 0,072.

A partir de las muestras de 190 cepas de Escherichia coli de urocultivos, mediante
el método en placa de cultivo de tejido se observé 139 cepas (73,2%) de

Escherichia coli con la capacidad de formacién de biofilm (Grafico 3).
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(26,8%)

Grafico 3.

n =190

® Formadores de biofilm

No formadores de biofilm

Formaciéon de biofilm en Escherichia coli aislada de

urocultivos. Hospital Nacional Hipdélito Unanue, enero -

junio 2018
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En la tabulacién cruzada entre las variables produccién de betalactamasas de
espectro extendido y la formacién de biofilm en Escherichia coli aislada de
urocultivos, se observa que solo 93 cepas (48,9%) presentan las caracteristicas
de producir enzimas [B-lactamasas de espectro extendido y biofilm, mientras que
51 cepas no presentaban ninguna de las dos caracteristicas. Asi mismo ninguna
cepa con ausencia de la capacidad de formar biofilm presento betalactamasas de

espectro extendido. (Tabla 1)

Tabulacion  cruzada entre la  produccion de
betalactamasas de espectro extendido y la formacién de

Tabla 1.

biofilm en Escherichia coli aislado de urocultivos,

Hospital Nacional Hipélito Unanue, enero - junio 2018.

Biofilm*Betalactamasa de espectro extendido
tabulacion cruzada

Betalactamasas de
espectro extendido
Presente Ausente Total
Presente Recuento 93 46 51
BIOFILM % dentro de
66,9% 33,1% 100%
BIOFILM
Ausente Recuento 0 51 139
% dentro de
0% 100% 100%
BIOFILM
Total Recuento 93 97 190
% dentro de
48,9% 51,1% 100%
BIOFILM
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Asimismo, cuando se estratifico las cepas con capacidad de formacion de biofilm
por su intensidad y su produccion de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), se observa que todas las cepas con formacion fuerte de biofilm
presentaron BLEE (16/93) y en 42 con intensidad moderada, 40 presentaron
BLEE y solo 2 no producian BLEE. Lo que nos indicaria una asociacion directa
positiva entre la resistencia bacteriana por produccién de BLEE y la intensidad de

formacioén de biofilm. (Tabla 2)

Tabulacién cruzada entre la produccién de B lactamasas de
espectro extendido y la intensidad de formacion de biofilm en
Escherichia coli aislado de urocultivos, Hospital Nacional
Hipdlito Unanue, enero - junio 2018.

Intensidad de formacion de biofilm* Betalactamasas de espectro extendido
tabulacién cruzada
BLEE
Presente Ausente Total
Intensidad DeBIL Recuento 37 44 81
de % dentro de
formacion intensidad de
de biofilm formacion de 45,7% 54,3% 100%
biofilm
MODERADC Recuento 40 2 42
% dentro de
intensidad de 95,29 4,8% 100%
formacion de
biofilm
FUERTE  Recuento 16 0 16
% dentro de
intensiqisld de 100% 0% 100%
formacion de
biofilm
Total Recuento 93 46 139
% dentro de
intensidad de 33,1% 66,9% 100%
formacion de
biofilm
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Los resultados indican que de las 139 cepas de E. coli con la capacidad de

formacion de biofilm 81 cepas (58,3%) tenian la caracteristica de formarlo

débilmente, 42 cepas (30,2%) con capacidad moderada y 16 cepas (11,5%) con

formacion fuerte. (Tabla 3, Grafico 4)

Formacion de Biofilm en cepas de Escherichia coli

Tabla 3. aisladas de urocultivos, Hospital Nacional Hipolito
Unanue, enero - junio 2018.
Formacion de biofilm N° (%)
Débil 81 58.3
Moderado 42 30.2
Fuerte 16 115
Total 139 100
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Distribucion de Escherichia coli productora de
betalactamasas de espectro extendido aislada de
urocultivos segun formacién de biofilm. Hospital

Nacional Hipdlito Unanue enero - junio 2018
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Para determinar la asociacion entre las variables formacion de biofilm y
produccién de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia coli aislada
de urocultivos, por la naturaleza de las variables cualitativas se utilizé el

estadistico Chi cuadrado.

En la tabla 4 se muestra los resultados obtenidos con el software estadistico. El
Chi cuadrado es de 66,83 con un grado de libertad y el valor de p menor de 0.05
nos indica que existe una asociacion significativa entre las variables la formacion
de biofilm y produccién de betalactamasas de espectro extendido. Permitiendo
demostrar que existe asociacién significativa entre la produccion de
betalactamasas de espectro extendido y la formacién del biofilm en Escherichia

coli de urocultivo, Hospital Nacional Hipdlito Unanue, durante enero - junio 2018.

Prueba de chi cuadrado para establecer la asociacion

entre la produccién de betalactamasas de espectro

Tabla 4.

extendido y la formacion de biofilm. Hospital Nacional

Hipdlito Unanue, enero - junio 2018.

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. Significacion | Significacion
asintética (2 exacta exacta

Valor gl caras) (2 caras) (1 cara)
Chi-cuadrado de Pearson 66,837° 1 0,000*
Correccién de continuidad® 64,187 1 ,000
Razén de verosimilitud 86,826 1 ,000
Prueba exacta de Fisher ,000 ,000
Asociacion lineal por lineal 66,486 1 ,000
N de casos validos 190

*P <0,05
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Entre los factores demograficos observados en los pacientes con aislamientos de
Escherichia coli en urocultivos, se determindé la distribucién segun el sexo, edad y
procedencia. Se observa que de un total de 1029 pacientes con aislamientos de
Escherichia coli de urocultivos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, se
encontré una mayor frecuencia con 86% (890/1029) que correspondieron a
pacientes del sexo femenino mientras que solo 14% (139/1029) correspondieron

al sexo masculino. Presentando una relacion hombre/mujer de 1:6,4 (Grafico 5)

n =1029

Masculino
139
(14%)

Distribuciobn segun el sexo de pacientes con

: Escherichia coli aislada en urocultivos. Hospital
Grafico 5.

Nacional Hipélito Unanue, enero - junio 2018.
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La edad promedio en los pacientes con aislamiento de Escherichia coli en
urocultivos fue de 50,2 con una desviacion estandar de 21,5. Presentando una
frecuencia de distribucion por grupos de edades, encontrando con una menor
frecuencia en el rango de menores de 11 afios con 4,2 % (43/1029); y en el rango
de 11 a 20 afos 6,9% (71/1029), con una moderada frecuencia de 12,6%
(130/1029) al rango de 21 — 30 afios, 11,9% (122/1029) al rango de 31 — 40 afos,
10,2% (105/1029) al rango de 41 — 50 afios. Encontrandose una mayor frecuencia
con 18,5% (190/1029) al rango de 51 — 60 afios y 35,8% (368/1029) en mayores
de 60 afos, observa una tendencia de aumento en la frecuencia con respecto a la

edad (Tabla 5, Grafico 6,).

Distribucion segun grupos de edad de pacientes con
aislamientos de Escherichia coli en urocultivos.
Hospital Nacional Hipélito Unanue, enero - junio 2018.

Grupos de edad N° %

Menor de 11 afios 43 4.2
11-20 afios 71 6.9

21-30 afios 130 12.6

31-40 afios 122 11.9

41-50 afos 105 10.2

51-60 afios 190 18.5

mayor de 60 afios 368 35.8
TOTAL 1029 100

64



mayor de 60 afos
51-60 anos
41-50 anos
31-40 afos
21-30 afhos
11-20 afios

menor de 11 anos

35.8

18.5

10.2

11.9

12.6

6.9
2
1 U 1 1 U 1 I/ 1
00 50 100 150 200 250 300 350

40.0

Porcentaje (%)

Distribucion segun grupos de edad de pacientes con

aislamientos de Escherichia coli

Hospital Nacional Hipélito Unanue, enero - junio 2018.

en

urocultivos.

65




En los 1029 aislamientos de Escherichia coli aislados de urocultivo durante el
periodo enero - junio 2018, se detectaron por el método de doble difusion de
Jarlier betalactamasas de espectro extendido en 444 cepas lo que corresponde a
una frecuencia de 43%, y en 585 (57%) no se detectaron betalactamasas de

espectro extendido. (Grafico 7)

n=1029

H Productor de BLEE

585
(57%)

No productor de
BLEE

Distribucion de Escherichia coli productora de

betalactamasas de espectro extendido aislada de

Grafico 7.

urocultivos. Hospital Nacional Hipdélito Unanue,
enero - junio 2018
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Segun la procedencia de los pacientes que presentaron urocultivos con
aislamiento de Escherichia coli, la mayoria procedian de los servicios de consulta
externa 57% (n= 585), seguido por el servicio de emergencia 30% (n=309) y 13%

(135 casos) procedian de los pacientes hospitalizados. (Grafico 8)

n=1029

H Emergencia

M Consulta
externa
Hospitalizados

Distribucion de pacientes con aislamientos de

L. Escherichia coli en urocultivos seguln rocedencia,
Grafico 8. g P

Hospital Nacional Hipdélito Unanue, enero -junio 2018.
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4.2. Discusién

Los factores de virulencia bacteriano favorecen el desarrollo de las infecciones en
el ser humano, en nuestra investigacion analizamos la formacion de biofilm y su
asociacion con la produccion de un mecanismo de resistencia a los

antimicrobianos como es la produccion de betalactamasas de espectro extendido.

Se encontrdé una alta frecuencia de betalactamasas de espectro extendido con
48.9% en cepas de Escherichia coli aislada de pacientes con urocultivo en el
Hospital Nacional Hipolito Unanue durante el periodo de estudio, resultados no
concordantes a los reportados por Davila W. en su estudio en el 2013 en Lima
encontré 9.65% fueron BLEE positivo y 90.35% fueron BLEE negativos®™.
Villavicencio P, en su estudio en el 2015 en Ecuador, encontré6 14.29% eran
productores de BLEE y no productora de BLEE 85.71%?. Siendo las posibles
causas el uso indiscriminado de los antibiéticos de manera empirica, dosis, hora,
antibiético incorrecto ®®, no solo matan a las bacterias sensibles y seleccionan a
las resistentes, también influencian directamente los mecanismos de variacion
genética (mutacion, recombinacion, transposicion, intercambio de genes). Las
bacterias intercambian genes a través de sus plasmidos incrementando e
induciendo la resistencia o des reprimiendo la expresion de genes necesarios

para la transferencia “”.

Se encontré en nuestra investigacion que en las 190 cepas de Escherichia coli
seleccionadas, el 73.2% tenian la capacidad de producir biofilm, mientras que el
26.8% no tenian dicha capacidad. Prasad H, Neopane P, et al® en su estudio

encontré6 como productores de biofilm 73.3%, no productores de biofilm 26.7%.
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Del mismo modo, Pramodhini S, Niveditha S, et al® con 63% de cepas
productoras de biofilm, respaldando nuestro estudio. Observando una asociacion
significativa entre las variables betalactamasa de espectro extendido y formacion
de biofilm, que podria atribuirse a una forma de subsistir de la bacteria
desarrollando de esta forma proteccién a si misma, sin responder a la terapia

antibiética convencional.

Al determinar la asociacion entre las variables produccidén de betalactamasas de
espectro extendido y la formacién de biofilm, se observa una asociacion
estadisticamente significativa entre ambas variables (p< 0,05). De las 190 cepas
aisladas encontramos que 139 tenian la capacidad de forma biofilm
correspondiente al 73,2 %, resultados similares fue reportado por Prasad H,
Neopane P, et al® que informan que de 80 cepas aisladas, 44 correspondiente al

63% fueron formadoras de biofilm.

Lo interesante fue encontrar en la muestra de 190 cepas de Escherichia coli
seleccionados que el 48,9% (93 cepas) fueron productoras de betalactamasa de
espectro extendido y ademas formadoras de biofilm (100%), lo que sugiere que la
asociacion de ambas variables cumplen un papel muy importante en los
mecanismos de resistencia bacteriana ocasionando infecciones persistentes que
responden mal a la terapia antibiética convencional, otros estudios respaldan

nuestro hallazgos como el de Pramodhini S, Niveditha S, et al®

gue de 26 cepas
aislada con la caracteristica de betalactamasas de espectro extendido, 24 (92,3%)

también fueron formadoras de biofilm.

Cuando agrupamos la variable biofilm en base a la intensidad de su formacion

encontramos que en las 139 cepas con la capacidad de formacion de biofilm,
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58,2% presentaron una intensidad débil, 30,2% presentaron una intensidad
moderada, mientras 11,6% tenian intensidad fuerte de formar biofilm. Lo que no
es concordante con Neupane S. et al.® en Nepal el afio 2016, que reporta que a
partir de 208 cepas aisladas, 108 (51,92%) fueron presentaron formacion de
biofilm, de los cuales 24 cepas fueron productoras débiles correspondientes al
11,54%, mientras que 42 cepas (20,192%) fueron formadoras moderadas y 42
cepas (20,192%) tenian la capacidad de formar el biofilm con una intensidad

fuerte.

Cuando relacionamos las variable intensidad de formacién de biofilm con la
capacidad de las cepas de producir enzimas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), se observé que las 16 cepas con capacidad para formar biofilm
con intensidad fuerte, todas (100%) fueron productores de betalactamasas de
espectro extendido, y en 42 cepas con capacidad de formacién de biofilm
moderada, 40 cepas (95,2%) también presentaron produccion de BLEE y solo 2
no presentaron. De las 81 cepas con formacion de biofilm con intensidad débil
solo el 45,7% fueron productores de BLEE, observandose que a mayor intensidad
de formacion de biofilm mayor capacidad de produccion de betalactamasas de
espectro extendido, lo que sugiere una asociacion directa entre la intensidad de
formacién de biofilm y la capacidad de produccién de enzimas betalactamasas de

espectro extendido.

Se evidencia en la produccion de biofilm de los aislamientos de Escherichia coli
como fuerte 11.5%, moderado 30.2% y débil 58.3%, en comparacién con estudios
realizados por Neupane S. en 2016 en Nepal, con cepas productoras de

betalactamasas de espectro extendido fueron productor fuerte de biofilm 29%,
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productor moderado de biofilm 31.9% y productor débil de biofilm 39%®Y. Segun
Plinio F. el 2010 en Madrid con 15 cepas de Escherichia coli estudiadas 46,7%
fueron productoras de biofilm fuerte, mientras 53,3% fueron clasificadas como
formadoras débiles de biofilm®®. De acuerdo a nuestro estudio se observa que la
produccion de biofilm por Escherichia coli se encontré con una mayor frecuencia
en los formadores de biofilm débil (58,3%), esto podria ser debido a que los
biofilm degradan la actividad de los antimicrobianos, mecanismos que contribuyen
a detener la acumulacion de los medicamentos hasta una concentracion efectiva

de la bacteria ubicado en la base de las biofilm.

En nuestro estudio la distribucibn segun la procedencia de pacientes con
aislamiento de Escherichia coli de urocultivos presento una prevalencia de 43%
(444/1029) de cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido, los
mayores casos correspondieron a consulta externa 57%, seguidos por
emergencia 30% y 13% pacientes de hospitalizacién. Dichos resultados fueron
similares al estudio realizado por Macero R. y Galindo T. en 2017 Cuenca -
Ecuador, que presento una mayor frecuencia en consulta externa con 37.8%, en
el servicio de emergencia 34.1% y en el servicio de hospitalizacion 26.8% (2.
Segun Diaz J. et al. en el 2015 Ica - Peru en el Hospital Regional de Ica presento
una frecuencia de 12% en el servicio de emergencia datos que coinciden con
nuestro estudio”®. De acuerdo a nuestro estudio se evidencia mayor frecuencia
en pacientes procedentes de consulta externa debido a que las infecciones
urinarias son una de las patologias mas demandadas y el manejo terapéutico con

antimicrobianos suele realizarse de manera ambulatoria, siendo el manejo de las

infecciones urinarias complicadas direccionadas con la hospitalizacién.

71



En nuestro estudio, los urocultivos procesados fueron de 6548, de los cuales 5519
resultaron negativos y 1029 positivos para aislamientos de Escherichia coli,
representando el 84% y 16 %. Segin Vega K.©®” en su estudio encontré similitud
en cuanto a la cantidad que se aisla, sin embargo, los numeros de casos no
coinciden con nuestro estudio evidencidndonos asi que por diversos factores
asociados podemos, experimentar las infecciones del tracto urinario
representando asi un problema médico frecuente y se las considera de gran
importancia debido a las complicaciones que pueden ocasionar en diferentes

grupos etarios.

En nuestro estudio la distribucion de pacientes con aislamientos de Escherichia
coli en urocultivos, segun el sexo el 86% (890) correspondieron a urocultivos de
pacientes del sexo femenino, mientras que solo el 14% (139) correspondieron al
sexo masculino, explicable por razones anatomicas. Esta frecuencia es similar al
estudio de Cruz I. en el afio 2008 en Tacna - Peru donde se encontré que el sexo
femenino constituyo el 89,1% de casos sobre el sexo masculino 10,9%®. Segun
Vega K. en el afio 2016 encontrdé un predominio del sexo femenino que constituye
el 80,1% de casos (245) sobre el sexo masculino 19.9% (61) *”. Pero segtin Ledn
P.y Vasquez G. en su estudio en el 2013 en Cuenca, nos indica que presenta un
predominio de género femenino con 87.59% sobre el sexo masculino con un
12,41%"°®. La elevada prevalencia de infecciones urinarias en el sexo femenino se
explica por factores como el embarazo que trae consigo cambios fisiol6gicos y
anatdmicos importantes, la actividad sexual, la variacion del pH, el influjo

hormonal y las condiciones anatébmicas de las mujeres que favorece la
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colonizacion de la uretra por enterobacterias que habitan en el tracto

gastrointestinal®®.

Las infecciones del tracto urinario representan un problema médico frecuente y se
las considera de gran importancia debido a las complicaciones que pueden
ocasionar en diferentes grupos etarios. En nuestro estudio los pacientes con
aislamientos de Escherichia coli en urocultivos, en su distribucion por grupos de
edad se observo una tendencia al aumento de la frecuencia con respecto a la
edad de 51 - 60 afios 18.5% y en mayores de 60 afios con 35.8%, haciendo un
global de 54.3%. Mientras que se observa en menor frecuencia en otros grupos
de edad. Resultados no concordantes al realizado por Macero R. y Galindo T. en
el afio 2017, que encontré un 20.7% en pacientes de 51 - 60 afios y en mayores
de 60 afios un 17.1% ("®. Segiin Bedoya A. en el afio 2017 observé que 5% se
encontraban entre los 15 a 17 afios que corresponde a la etapa de vida
adolescente, 54% tenian entre 18 a 29 afios que corresponde a la etapa de vida
adultos jovenes y 41% estaban entre los 30 a 49 afios que corresponde a la etapa
de vida adulta 9. Seglin Fonseca F. en el afio 2017, las cepas de E. coli fueron

mas frecuentes en pacientes 1-4 afios en 50% Y.

Los factores de riesgo de
infeccion urinaria sintomética en el anciano son la edad, el sexo, la
instrumentacién urinaria, los problemas por obstruccion anatomica o funcional y

diabetes 7.

Se evidencio que la mayor frecuencia de casos correspondidé a los meses de
enero (18%) y marzo (17%), el mes de febrero y mayo presentaron los
porcentajes mas bajos 13% y 14 % respectivamente, mientras que los meses de
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abril y junio presentaron una frecuencia de 16%. (Grafico 9) Los estudios sobre la
incidencia y la tasa de patdgenos que intervienen en la etiologia de las
infecciones urinarias en las estaciones son escasos segun Yolbas I, Tekin R, et
al™y Jabun S, Khanum H, et al”™ también mencionan que las estaciones juegan
un rol importante en los meses de enero y marzo ya que existe un alza térmica
debido al verano, lo cual ocasiona que los gérmenes se multipliquen. Las ropas
sintéticas, la humedad, el sudor atraen a los microorganismos en el sexo
femenino y en el mes de febrero la tasa disminuye probablemente porque es el
mes mas corto del afio disminuyendo las solicitudes en el servicio de
microbiologia, en abril y mayo son meses de primavera manteniéndose asi una
tendencia estable. Enero fue el mes que presento el mayor frecuencia de E. coli,
observandose una ligera tendencia de casos en los primeros meses del afio.
Yolbas I, Tekin R, et al’ vy Jabun S, Khanum H, et al™® respaldan nuestro
estudio la estacionalidad juega un rol importante en los meses de enero, debido al
verano lo cual ocasiona que los gérmenes se multipliquen. Y en el mes de
febrero la tasa disminuye podemos pensar que sucede por ser el mes mas corto
del afio disminuyendo las solicitudes en el area de microbiologia, abril y mayo son

meses de primavera manteniéndose asi una tendencia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. Conclusiones

Existe una asociacion significativa entre la formacion de biofilm y la
produccion de betalactamasas de espectro extendido en Escherichia coli
aislado de urocultivos en el Hospital Nacional Hipolito Unanue, 2018. (p<

0,05)

La frecuencia de Escherichia coli productor de betalactamasas de espectro
extendido aislado de urocultivos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue

fue de 43%, durante enero — junio del 2018.

La formacion de biofilm mediante el método en placa de cultivo de tejido se
presento en el 73,2% de cepas de Escherichia coli aislado de urocultivos.
Con capacidad de formacion débil en 58,3%, formacion moderada 30,2% y

con formacion fuerte 11,5% durante enero - junio 2018.

Los aislamientos de Escherichia coli en urocultivos fueron predominantes
en pacientes de origen ambulatorio (87%). La edad media de los pacientes
fue de 50,2 + 21,5 y una tendencia de aumento en la frecuencia con
respecto a la edad. La distribucion segun el género, con mayor predominio

del sexo femenino, con una relacion hombre/mujer de 1: 6,4.
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5.2. Recomendaciones

Se deberia implementar el método de tubo para determinar la presencia de
biofilm de forma rutinaria, ya que es un método econémico que ayudaria a

determinar los mecanismos de resistencia bacteriana.

Se deberia evitar los tratamientos de antibidticos empirico, la
automedicacion y el incumplimiento del tratamiento los mismos que
favorecen el mecanismo de resistencia bacteriana y la produccion del

biofilm.

De acuerdo a nuestro estudio se observa un mayor predominio de
infecciones de tracto urinario en mujeres, por lo que se deberian fomentar
y/o realizar investigaciones en este grupo de pacientes por presentar un

mayor riesgo y ser un problema de salud publica.
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ANEXOS
ANEXO N° 01

Operacionalizacion de variables.

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES
L ) ) ) . DO =0,018 - Negativo
Biofilm una comunidad microbiana sésil, ) ) .
) ] ] . Método de Placa de Cultivo de tejido
caracterizada por células que estan adheridas (PCT) TP _ Débil
Formacion de irreversiblemente a un substrato o interfase, o
biofilm unas con otras, encerradas en una matriz de . L
. o Las densidades opticas (DO) se | (036<DOc<0.072 - Moderado
sustancias poliméricas extracelulares que ellas i '
leyeron a A = 450 - 630 nm. segln
han producido, y exhiben un fenotipo alterado L . 51
_ o criterios de Stepanovic™™. DO > 0,072 - Fuerte
en relacion con la tasa de crecimiento y
S (39)
trascripcién génica*™".
Escherichia coli es un microorganismo con
idad d duc ) q Método de Jarlier (Comité de la
Escherichia coli capacida € producirenzimas capaces @€ | g,ciedad Francesa de Microbiologia)
d d hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de amplio
productor de espectro v monobactimicos que derivan de | b2 Presencia de BLEE se manifestd por - Productor
betalactamasas de p. y .q _ el efecto sinérgico del inhibidor y los Efecto sinérgico
espectro extendido, | SM2Mas tipo TEM y SHV principalmente. Se | discos de cefalosporinas. Esta sinergia,  No productor
localizan en plasmidos y son transferibles de | es llamada "efecto huevo" o cola de
. (@) pez®?.
cepa a cepa entre especies bacterianas* .
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ANEXO N°02

Matriz de consistencia.

ajunio 20187

Unanue durante enero -
junio 2018.

— Evaluar la formacién de
biofilm en cepas de
Escherichia coli en el
Hospital Nacional

de espectro

extendido.

amplio espectro y
monobactamicos que derivan
de enzimas tipo TEM y SHV
principalmente. Se localizan
en plasmidos y son

transferibles de cepa a cepa

grupos.

DEFINICION )
PROBLEMA OBJETIVO VARIABLE POBLACION DIMENSIONES | INDICADORES
CONCEPTUAL
General: Biofilm una comunidad
_ Deterrﬁinar la microbiana sésil, caracterizada

asociacion entre la por células que estan DO<0,018 - Negativo

formacion del biofilm y adheridas irreversiblemente a

produccién de un  substrato o mterfa;se, 0 0,018 < DO < 0,036 - Débil
(Cudl es la Betalactamasa de Formacién de unas con qtras,(jencerra as .en Cepas de Escherichia
asociacion que Espectro Extendido en biofil ugﬁméma;r'ze taecelsll:as:aanuaz coli aisladas de | 0,036 <DOc<0.072 - Moderado
existe entre Escherichia coli ot p”| hI’IC S ;r 'd ular igu urocultivos de
formacion de aislados de urocultivo ellas fan ?.ro uct Ict), ydex tben pacientes DO.> 0.072 - Fuerte
bioflm vy Ia en el Hospital Nacional unl .,eno PO Ia er? ° Zn hospitalizados y de o
produccién  de Hipdlito Unanue re ac_'o_n tcon at asa_l _'e servicios de consulta
Betalactamasde durante enero - junio cr}eqmggo y  Trascripeion | eyierna HNHU,
Espectro 2018. genica . durante el periodo
Extendido  en comprendido  entre

i i | Especificos: _ . - iuni
E.scherlchla coli p Escherichia coli es un | €ero -junio 2018.
a'3|ad|f[’_s de | _ peterminar la frecuencia microorganismo con
urocq Vo, de Betalactamasas de . .
Hospital Espectro Extendido en capacidad de producir | Muestra:
Nacional cepas de Escherichia Escherichia coli | enzimas capaces de hidrolizar 190h Eepas dle
ipoli - . Escherichia coli, -
SI:;:E; enero coli en el Hospital | Productorde penicilinas, cefalosporinas de dewibuidas en dos | Efecto sinérgico Productor
' Nacional Hipolito | petalactamasas

- No productor
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Hipdlito Unanue durante
enero - junio 2018.

— Determinar los factores
demograficos de los
pacientes con
aislamiento de
Escherichia coli en
urocultivo en el Hospital
Nacional Hipdlito
Unanue durante enero -
junio 2018.

entre especies bacterianas®.
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ANEXO N° 03: Ficha de recopilacion de datos estructurada.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE BIOFILM EN Escherichia coli
AISLADOS DE UROCULTIVO DE PACIENTES HOSPITALIZADOS Y/O
CONSULTA EXTERNA

Cédigo de muestra:

Tipo de muestra:

Edad:

Sexo:

Servicio de procedencia:

Negativo
Débil
Escherichia coli
BLEE Produccion de
biofilm
Moderado
Enterobacteria Fuerte
Negativo
Débil
Escherichia coli Produccion de
NO BLEE biofilm
Moderado
Fuerte




ANEXO N° 04: Método Placa de Cultivo de Tejido (PCT)

La formacion de biopeliculas de los aislamientos Escheriachia coli se andliza en

placas de microtitulacion de poliestireno de 96 pocillos.

v Inocular las cepas clinicas de Escherichia coli en caldo tripticasa soya

glucosado al 1% previa dilucién de 1:200, incubar a 37 ° C por 24 horas.

v" Se inocularon alicuotas de 20 pl de cultivos de la noche anterior en 180 pl
de caldo tripticasa soya glucosado al 1% en 96 pocillos de fondo plano,
placas de microtitulacion de poliestireno, se utiliz6 como control negativo el
caldo tripticasa de soya estéril glucosado al 1% y se incubaron durante 48

horas a 37°C en condiciones estaticas.

v' Se eliminé el contenido de cada pocillo, luego se lavé con 200 ul de

Phosphate Buffered Saline (pH 7.2) tres veces.

v Se fij6 con solucién de acetato de sodio al 2 % por espacio de 30 minutos y

se coloreo con cristal violeta al 0.1 % por un tiempo de 30 minutos.

v' Se removib el exceso de colorante con agua desionizada y se dejé secar

en la estufa por 30 minutos a 37°C 6 42°C.

v Previo a la lectura se solubilizo con alcohol 70° agregando 200 ul a los 96
pocillos y se procedié a realizar la lectura en el lector de ELISA a una

longitud de onda de 450 - 630 nm.

v' La interpretacién de la produccion de biopeliculas se realiza de acuerdo a

los criterios de Stepanovi¢®? (Ver ANEXO N°3).
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ANEXO N° 05: Interpretacion de la produccion de Biofilm por el método de Placa

cultivo de tejido (PCT).

Valor promedio de la Densidad Optica Produccién de Biofilm
DO = DOc No productoras de biofilm
DOc < DO = 2x DO¢ Débiles productoras de biofilm
2xDO¢c < DO £ 4xDOc Moderado productoras de biofilm
4xDOc < DO Fuerte productoras de biofilm

(Cut - off) Valor de corte de la Densidad Optica (DO¢) = Promedio DO

del control negativo + 3x desviacion estandar del control negativo.
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ANEXO N° 06: Criterios de interpretacion Clinical Laboratory Standards Institute

(CLSI)®®,

Criterios de interpretacion

Difusion en disco (mm)

Concentracion inhibitoria minima
ug/mi

Antimicrobiano > ! R > ! R
Cefotaxima >26 23-25 <22 <1 2 >4
Ceftriaxona 223 20-22 <19 <1 2 24
Ceftazidima =21 18-20 <17 <4 8 =16
ceftizoxima 225 22-24 <21 <1 2 >4
Aztreonam 221 18-20 <17 <4 8 216
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En los seis meses que duro el estudio el nUmero de urocultivos procesados en el
hospital Hipdlito Unanue fue de 6548, de los cuales 5519 resultaron negativos y
1029 positivos para aislamientos de Escherichia coli, representando el 84% y 16

% respectivamente.

n = 6548

M Positivos

Negativos

5519
(84%)

Frecuencia de urocultivos negativos Yy
positivos procesados en los seis meses que
duro el estudio. Hospital Nacional Hipdlito

Unanue, enero - junio 2018.
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El mes que presento el mayor nUmero de casos positivos para Escherichia coli fue
el mes de enero, observandose una ligera tendencia de mayor nimero de casos

en los primeros meses del afio.

200

190 186 188

180 163 165

160

141
140

120

100

80

60

Numero de urocultivos positivos

40

20
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Distribucién de aislamientos de Escherichia

coli en urocultivos por meses que duro el

Grafico 10.

estudio. Hospital Nacional Hipdlito Unanue,

enero -junio 2018.
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ANEXO N°7

Efecto sinérgico de la Cepas de E. coli cultivadas en
produccion de BLEE. agar mueller hinton.

Inoculacion de cepas clinicas

Tubos con cepas E. coli en
de Escherichia coli.

caldo tripticasa soya glucosado
1%.

U6 DK K TS
e L o S N
SOFE T T SN Y
: %%
) SN )
Al

=

L

Placa de microtitulacion de
poliestireno con cepas de E.
coli y controles.

Placa de microtitulacion de
poliestireno  coloreado  con
cristal violeta 0.1%.

98



