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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la frecuencia de aislados de Escherichia coli
productores de betalactamasas de espectro expandido (BLEE) a partir de
secreciones vaginales de pacientes que acuden a la consulta externa de la
maternidad San José, San Félix; estado Bolivar, se realizd el presente trabajo
de investigacion, en el periodo comprendido entre marzo-mayo del afio 2010.
La identificacion bacteriana se realiz6 mediante pruebas bioquimicas
convencionales; la presencia de BLEE se determin6 mediante la técnica de
sinergismo de doble disco. Se realiz6 la prueba de susceptibilidad empleando el
método de difusidbn en agar. De 122 cultivos de secreciones vaginales, 36
(29,5%) pertenecieron a Escherichia coli, de las cuales se pudo confirmar la
presencia de BLEE en 12 (33,3%) cepas. En estas cepas se obtuvo el mayor
porcentaje de sensibilidad para la gentamicina (97,2%), ceftriaxona (88,9%),
ceftazidima (83,3%), cefotaxima (80,6%) y ciprofloxacina (75,0%) y con menor
sensibilidad al trimetroprim-sulfametoxazol (19,4%), amoxacilina &cido
clavulanico (63,9%) y ampicilina sulbactam (47,2%). Estos resultados pudieran
ser utiles para minimizar el fracaso terapéutico por la falta de eficacia de los
antibidticos betalactamicos utilizados con regularidad, para que asi se puedan
establecer estrategias preventivas y correctivas para evitar el abuso de los
antibidticos.



INTRODUCCION

En la vagina existe un equilibrio dinamico entre las bacterias comensales que
conforman la flora normal de este 6rgano genital, el cual puede alterarse con
facilidad, debido al uso de antimicrobianos, nuevas practicas sexuales, ingesta
de hormonas, entre otros factores (Larsen y Monif, 2001; Marrazzo, 2003).Las
molestias ginecoldgicas asociadas a la secrecidn vaginal anormal, constituyen
uno de los motivos mas frecuentes de consulta médica. Se estima que,
aproximadamente, las dos terceras partes de las mujeres padecen de flujo
vaginal anormal en algun momento de su vida y que, solo esta causa explica
mas del 10,0% de las consultas externas en el area de cuidados médicos de la
mujer (Landerset al., 2004). Aunque la etiologia de estas molestias es muy
diversa, los agentes infecciosos suelen estar implicados en una proporcion
importante de los casos; ya sea por alteraciones en la microflora vaginal normal,
que conducen a la proliferacion excesiva de alguno de sus miembros
habituales, o bien por el incremento de infecciones debido a microorganismos
exdgenos, principalmente, los causantes de vaginosis bacteriana, gonorrea,

vaginitis y cervicitis (Gonzalez et al., 2004).

La vaginitis, puede ser causada por microorganismos aerobicos, la cual podria
ser responsable de complicaciones en el embarazo como abortos, parto pre-
término, ruptura prematura de membranas, enfermedad pélvica inflamatoria
(EPI), infertilidad o esterilidad. Se ha encontrado que Escherichiacoliparticipa
activamente en la patogénesis de esta enfermedad y que estas bacterias
aerobicas han sido aisladas en cultivos puros de secreciones vaginales de
pacientes con sintomas irritativos o inflamatorios, asociados a una disminucién

marcada de Lactobacillus (Gonzalez et al., 2004; Romaniket al., 2007).

Gonzalez et al. (2006), sefialaron en un estudio sobre la flora vaginal en

pacientes que asisten a consultas ginecolégicas en el Instituto de Previsién y



Asistencia Social del Personal del Ministerio de Educacion (IPASME), estado
Mérida, a la vaginitis por microorganismosaerobicos como una de las causas
mas frecuentes de secrecidn vaginal anormal en mujeres en edad fértil, ademas
encontraron que de 136 mujeres con vaginitis, E. coli fue el aislado mas
frecuente con 16,7%. Asi mismo, Fuenmayor et al. (2009) en un estudio
realizado en 164 mujeres que acudieron a la consulta ginecoldgica en un centro
meédico de Maracaibo reportaron un 6,7% de E. coliaisladas en pacientes que

presentaron vaginitis sintomatica.

Taxondmicamente, E. coli ha sido clasificada dentro del Dominio Bacteria,
PhylumProteobacteria, Clase Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales,
Familia Enterobacteriaceae, Tribu Eschericheae y Género Escherichia. Son
bacilos gramnegativos de 1 a 3 ym de longitud x 0,5 pm de diametro, que se
presentan solos, en pares, en cadenas cortas y agrupados; en general méviles
por la presencia de flagelos peritricos, aunque existen variantes inmdéviles no
flagelados, no forman esporas, son no capsulados y soncapaces de crecer en
agar MacConkey y en medios simples con o sin agregado de cloruro de
sodio(NaCl)(Konemanet al., 2008).

En cuanto a sus propiedades metabdlicas, es aerobio y anaerobio facultativo, la
temperatura optima de crecimiento es de 37°C, el pH favorable es de 7,0 y
algunas cepas producen hemolisina. Bioquimicamente, E. coli es oxidasa
negativo, produce acido y gas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa,
produce indol, utiliza la glucosa por la via de los acidos mixtos y no utiliza el

citrato como unica fuente de carbono (Konemanet al., 2008).

Entre los antimicrobianos mas utilizados en infecciones por enterobacterias en
diferentes partes anatomicas del cuerpo humano, se encuentran los
betalactamicos. Estos se clasifican en relacién a su estructura nuclear comun:

el anillo betalactamico que posee similitud estructural con los sitios de union de



los substratos bacterianos, le permite unirse e inactivar las transpeptidasas,
carboxipeptidasas y endopeptidasas necesarias para la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular. Entre éstos se encuentran: la penicilina, las
cefalosporinas, los carbapenémicos y los monobactamicos, los cuales
continuan siendo objeto de modificaciones bioquimicas dirigidas a modular su
actividad antimicrobiana (Forero, 2002). El amplio espectro, la baja toxicidad y
la actividad fuertemente bactericida sobre la mayoria de las bacterias, son

algunas de las ventajas que representan para su utilizacion (Bradford, 2001).

A pesar de que los antibidticos betalactamicos fueron muy eficaces cuando se
comenzaron a utilizar, anos después de la salida al mercado de la penicilina, se
presentaron los primeros casos de resistencia al antibidtico por algunas
bacterias, a través de la producciéon de enzimas denominadas betalactamasas,
estas enzimas han evolucionado a lo largo del tiempo por lo que en la
actualidad encontramos un gran numero de enzimas distribuidas en bacterias

de diferentes géneros y especies (Forero, 2002).

En los ultimos afos, a nivel mundial, se resefa que la resistencia bacteriana ha
sido de preocupacion e interés cientifico, debido a los mecanismos de
resistencia que han adquirido las bacterias, sin embargo, es aun mas
preocupante el hecho de que en la actualidad, se introduzca el término
multirresistencia, ya que se consideraba que con el creciente desarrollo e
introduccion de nuevos antibiéticos, no se llegaria a tal punto, lo que se hace
necesario la deteccion de betalactamasas sin importar de donde provenga la
muestra, ya que anteriormente se mencionaba la presencia debetalactamasa de
espectro expandido(BLEE) en bacterias aisladas so6lo en pacientes

hospitalizados.

La resistencia bioquimica a los antibidticos betalactamicos se debe a tres
mecanismos diferentes: alteracion de las proteinas fijadoras de penicilina

(PBPs) presentes en la membrana externa, impermeabilidad por alteracién de



las porinas y la produccion de enzimas betalactamasas; estos mecanismos son
independientes entre si, pero pueden actuar sinérgicamente (Livermore vy
Brown, 2001).

La produccion de enzimas betalactamasas, es el principal mecanismo de
resistencia presente en la mayoria de las enterobacterias; éstas son enzimas de
naturaleza proteica, capaces de hidrolizar el anillo presente en los
betalactamicos, y que pueden ser codificadas por genes localizados en el

cromosoma bacteriano, en plasmidos o en transposones (Tafur et al., 2008).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas hidroliticas
derivadas de betalactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1, por una o mas
sustituciones de aminoacidos. La actividad hidrolitica de las BLEE es inhibida
in vitro por el acido clavulanico, y no afectan las cefamicinas (cefoxitina,

cefotetan), ni los carbapenémicos (imipenen, meropenem) (Tafur et al., 2008).

El primer aislamiento de BLEE documentado, tuvo lugar en Alemania en 1983,
a partir de una cepa de Klebsiellaozaenae y recibio el nombre de SHV-2
(Knotheet al., 1983). Estas enzimas estan asociadas con megaplasmidos
transferibles (>100 D), que codifican frecuentemente resistencia cotransferida a
aminoglucdsidos, cloranfenicol, tetraciclinas y trimetoprim-

sulfametoxazol(Wong, 2001).

La prevalencia de BLEE no ha cesado de aumentar en una amplia gama de
bacterias gramnegativas, dentro de éstas, muchas especies pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, especialmente, K. pneumoniae y E. coli, son
responsables de infecciones intrahospitalarias graves, habitualmente en
pacientes criticos; aunque naturalmente pueden producirse también infecciones

de menor gravedad (Wu et al., 2001).



El perfil de multirresistencia antibiética que expresan estas cepas, ocasiona
especialmente en el ambito hospitalario, un problema terapéutico de notables
dimensiones, ya que las BLEE confieren resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion y las cepas con estas enzimas, con frecuencia expresan
también resistencia a otros grupos de antimicrobianos,incluidos los
aminoglucosidos y quinolonas. Los genes que codifican las BLEE y los que
codifican la resistencia a otros antimicrobianos, pueden residir en el mismo
plasmido conjugativo y se transmiten juntos de una bacteria a otra, confiriendo
el perfil de resistencia antibiética multiple. Esto permite la amplia distribucion de
la resistencia a los antibidticos y afecta seriamente los tratamientos (Garcia,
2008).

Anteriormente, se consideraba que las bacterias productoras de BLEE
causantes de infecciones, eran un problema que se debia a las instituciones
hospitalarias; sin embargo, estudios han demostrado que una buena parte
(18,1%) de bacterias BLEE positiva, fueron aislados de pacientes ambulatorios;
probablemente debido a que, este grupo de bacterias producen infecciones y
estan ampliamente distribuidos en la poblacion, lo que facilita el proceso de
recombinacién y transferencia de material genético entre bacterias, haciendo
posible que microorganismo como E. coli presenten una gran diversidad de

patrones de resistencia (Bermejo et al., 2006).

Najera (2005), realizé un estudio sobre perfiles de susceptibilidad antibiotica
en enterobacterias provenientes de diferentes tipos de muestras, en pacientes
que acudieron al Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) en los
meses de abril a junio del 2004, donde se obtuvieron 382 aislados de
enterobacterias correspondientes a 18 especies, encontrandose a E. coli con
(72,0%) y K. pneumoniaecon (10,0%), como las bacterias productoras de BLEE

mas frecuentes.



En Venezuela, existe poca informacion sobre aislados de E. coli productoras de
BLEE en secreciones vaginales, por ello, el propésito de esta investigacion fue
evaluar la frecuencia de aislados de E. coli productores de BLEE en
secreciones vaginales de pacientes que asistieron a la consulta externa de la
maternidad San José, San Félix, estado Bolivar, con el fin de minimizar el
fracaso terapéutico por la falta de eficacia de los antibidticos betalactamicos
utilizados con regularidad, y poder establecer estrategias preventivas vy
correctivas, para asi evitar el abuso de los antibiéticos, ademas del dano

econdmico que representa para la poblacion.



METODOLOGIA
Poblacion
La poblacién estuvo conformada por un total de 122 muestras de secreciones
vaginales, procedentes de pacientes que acudieron, con diagndstico clinico de
infecciones vaginales a las consultas ginecoldgicas de la maternidad San José,
en San Félix, estado Bolivar, durante el periodo marzo-mayo de 2010. Las
pacientes seleccionadas no estaban sometidas a tratamientos con antibit6ticos

para el momento de la toma de muestra.

Normas de bioética
Este trabajo fue realizado tomando en cuenta las normas de ética establecidas

por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion
en grupos humanos y la declaracion de Helsinki (OPS, 2000), conforme al
articulo 46, numeral 3, de la Constituciéon Bolivariana de Venezuela, el cual
sefala que ninguna persona sera sometida, sin su libre consentimiento, a
experimentos cientificos, o a examenes médicos o de laboratorio, excepto
cuando se encontrase en peligro su vida o por otras circunstancias que

determine la ley.

Muestra
De cada paciente se obtuvo una muestra de secrecion vaginal, la cual fue

tomada por el médico especialista y colocada en un medio de transporte Stuart-
Amies, la misma rotulada con nombre y apellido de la paciente y se les realizd
un frotis de la secrecion vaginal. Posteriormente, las muestras fueron
trasladadas inmediatamente al laboratorio JC. BACTERLAB ubicado en la

maternidad San José, en San Félix, estado Bolivar, para su procesamiento.

Procesamiento de la muestra
A cada uno de los frotis obtenidos de las muestras vaginales se les realizé la

técnica de coloracion de Gram (Hucker y Conn, 1923), la cual permitié observar

la morfologia celular y afinidad tintorial, hacia el género en estudio.



Posteriormente, se procedi6 a realizar la siembra de las muestras en los medios
de cultivos: agar nutritivo, agar sangre y agar Levine y se incubaron a 37°C por
24 horas en condiciones de aerobiosis. Luego se procedido a verificar las
caracteristicas morfologicas de las colonias, representativas de cultivos
caracteristicos de E. coli de la familia Enterobacteriaceaetales como: colonias
grandes, redondas, lisas, elevadas o aplanadas, de consistencia blanda y con

brillo metalico evidenciandose en el agar Levine(Konemanet al., 2008).

Las cepas caracteristicas de la familia Enterobacteriaceaefueron seleccionadas

para realizar su identificacion mediante pruebas bioquimicas convencionales.

Pruebas bioguimicas para la identificacién de Enterobacterias
Se aplicaron los procedimientos descritos porKonemanet al. (2008) yMac

Faddin (2003), mediante el empleo de las pruebas bioquimicas senaladas a

continuacion:

Prueba de la oxidasa
Se impregné un papel de fitro con unas gotas del reactivo

tetrametilparafenilendiamina y luego, se tomé una colonia del microorganismo
en estudio procedente del agar nutritivo y se colocé en el papel filtro. Se espero
un tiempo de 10 segundos y al aparecer un color morado (en el sitio donde fue

colocada la colonia) indicé un resultado positivo para la prueba.

Determinacion de indol-motilidad y descarboxilacion de la ornitina
En tubos que contenian el medio semisolidificado, se procedié a inocular la

colonia sospechosa y posteriormente, fueron incubados a 37°C durante 24
horas. Esta prueba se utilizé para determinar la motilidad del microorganismo; la
produccion deindol y la produccién de la enzima ornitina descarboxilasa por
parte de la bacteria. La motilidad se evidencio mediante la turbidez del medio a
partir de la linea de puncién. La produccion de indol se basé en la formacion de

un complejo de color rojo en la superficie del medio, cuando el triptéfano es



degradado por la enzima triptofanasa, obteniéndose indol, el cual reacciona con
el aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido, producto quimico activo del
reactivo de Kovacs. La produccion de la enzima ornitina descarboxilasa la cual,
es capaz de reaccionar con la porcion carboxilo (COOH) de la ornitina formando
aminas de reaccion alcalina que elevan el pH y hacen virar el indicador purpura

de bromocresol a purpura intenso, considerandolo positivo.

Descarboxilacion de la lisina
Se procedié a inocular por puncién y estrias una colonia sospechosa en el

medio lisina hierro agar (LIA), luego se incub6 a 37°C durante 24 horas. Esta
prueba se utilizé con la finalidad de determinar la capacidad de la bacteria de
producir la enzima lisina descarboxilasa, capaz de atacaraminoacidos hasta
amina que elevan el pH del medio y hacen virar el indicador purpura de

bromocresol a purpura intenso, considerando la prueba positiva.

Hidrdlisis de la Urea
La colonia sospechosa fue inoculada en tubos que contenian agua peptonada,

a los que se les agregaron de 3 a 4 gotas del reactivo de urea. Posteriormente,
los tubos fueron incubados a 37°C por un tiempo de 24 horas. Esta prueba se
utilizé con la finalidad de determinar la capacidad de la bacteria para sintetizar
la enzima ureasa capaz de hidrolizar la urea en dos moléculas de amoniaco, las
cuales en solucidn acuosa reaccionan para formar carbonato de amonio, que
provoca la alcalinizacion del medio y por lo tanto el viraje de color del indicador

rojo de fenol a fucsia, considerando la prueba positiva.

Utilizacidon de citrato
En tubos con el medio solidificado en bisel, se procedio a realizar la siembra por

estria de la colonia sospechosa en la superficie del medio y luego, se incubd a
37°C durante 24 horas. Esta prueba se utilizé para determinar si la bacteria es
capaz de utilizar el citrato como unica fuente de carbono y las sales de amonio
como unica fuente de nitrégeno, provocando asi la alcalinidad del medio; y por

lo tanto, viraje del indicador de pH azul de bromotimol (prueba positiva).



También, se considerd la prueba positiva al observar el crecimiento de bacterias

en la superficie del agar sin cambio de color en el medio.

Utilizacion de malonato
Se inoculd una colonia en caldo malonato y se incub6 a 37°C por 24 horas, para

determinar la capacidad de un microorganismo de utilizar el malonato de sodio
como unica fuente de carbono y el sulfato de amonio como unica fuente de
nitrégeno produciendo un aumento de la alcalinidad o formacién de hidroxido de

sodio (NaOH). La apariciéon de un color azul indicé una prueba positiva.

Via de utilizacién de la glucosa
Se procedio a realizar la inoculacién de la colonia sospechosa en tubos que

contenian caldo rojo de metilo-vogesproskauer (RMVP) y que luego, fueron
incubados a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se le agregé a
cada tubo 3 gotas del reactivo rojo de metilo, considerandose la prueba positiva
cuando se observé un anillo de color rojo en el medio y por el contrario, la
prueba fue negativa si presentaba un viraje del indicador de rojo a amarillo. Con
esta prueba, se pudo determinar si la bacteria utilizo la via de los acidos mixtos

o la via butilenglicol para degradar la glucosa presente en el medio.

Fermentacién de carbohidratos
En tubos con el medio de cultivo agar Kligler (KIA), solidificado en bisel, se

procedié a realizar la siembra por puncién y estria de la colonia sospechosa. Se
dejo incubar a 37°C durante 24 horas. Este medio permite la diferenciacion de
los bacilos Gram negativos, tomando en cuenta la capacidad de fermentar o no

la glucosa y lactosa, asi como la produccién de acido sulfhidrico (H2S) y gas.

Prueba de susceptibilidad a antimicrobianos
Identificada la especie bacteriana, se determind la resistencia antimicrobiana

mediante la realizacion de un antibiograma, empleando el método de difusién

10



por disco (Bauer et al., 1966) y siguiendo las pautas del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorios (CLSI, 2011). Se prepar6 una suspension bacteriana
de la cepa en estudio en 4,5 ml de solucién salina fisiologica estéril y se incubo
a 37°C hasta observar una turbidez ajustada al patron 0,5 de la escala de
MacFarland, correspondiente a 1,5 x 10° bacterias por mililitros. Posteriormente,
se impregnd un hisopo estéril en la suspension y se disemind uniformemente
sobre la superficie del agar MuellerHinton. Luego, se procedié a colocar los
discos de antibidticos de eleccion:amikacina (30 pg), gentamicina (10 pg),
trimetoprim-sulfametoxazol (25 ug), ampicilina sulbactam (20 ug),
amoxicilina/acido clavulanico (20 ug/10 pg),ceftazidima (30 pg),ceftriaxona (30
Mg), cefotaxima (30 ug) y ciprofloxacina (5 pg). Las placas fueron incubadas a
37°C, por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se midieron los diametros de los
halos de inhibicidon presentados por cada antimicrobiano y se interpretaron

como sensibles y resistentes.

Determinacion de la produccién de BLEE
La presencia de BLEE en las cepas se determind mediante la técnica de

sinergismo de doble disco (Jarlieret al., 1988) y siguiendo los lineamientos
establecidos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI,
2011), aplicandose a las cepas recolectadas de E. coli. Para ello, se inocul6 una
placa de agar MuellerHinton, con una suspension bacteriana preparada con la
cepa en estudio en 4,5 ml de solucion salina fisiolégica estéril y se incubé a
37°C hasta observar una turbidez ajustada al patrén 0,5 de la escala de
MacFarland, correspondiente a 1,5 x 10® bacterias por mililitros, luego se
procedi6 a colocar en el centro de ésta un disco de amoxicilina/acido
clavulanico (20 pg/10 pjg), posteriormente, se colocaron los discos de
ceftazidima (30 pg),ceftriaxona (30 pg) y cefotaxima (30 pg) a una distancia
lineal de 20 mm del disco central en un angulo de 90°. La presencia de un
sinergismo entre alguna de las céfalosporinas de tercera generacién y el acido

clavulanico se interpret6 como produccién de BLEE. Para la determinacion de
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las BLEE se tomaron en cuenta los siguientes criterios: sensibilidad disminuida
a cefalosporinas de 3ra generacion (C3G), sinergia entre C3G y acido

clavulanico y bordes de halo de inhibicion irregulares.

Cepas controles
Como control de calidad para todos los métodos se emplearon la cepa

EscherichiacoliAmerican Type Culture Collection (ATCC) 35218, productora de
BLEE y la cepa EscherichiacoliATCC 25922 no productora de BLEE.

Analisis estadistico
Para la determinacion de los porcentajes de resistencia y sensibilidad de los

patrones de susceptibilidad antimicrobiana; asi como la frecuencia de
Escherichiacoli productoras de BLEE, se aplicdé el analisis porcentual, cuyos

resultados fueron expresados en tablas y figuras (Dawson y Trapp, 1997).
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RESULTADO Y DISCUSION

En el presente estudio, de un total de 122 cultivos de secreciones vaginales de
mujeres que acudieron a la maternidad San José, San Félix, estado Bolivar, con
diagnostico clinico de infecciones vaginales, se encontr6 una frecuencia
de29,5% de aislados de Escherichiacoli, seguido por Candidaalbicans (26,2%)
y Gardnerellavaginalis(23,0%) (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de aislados en secreciones vaginales de mujeres
provenientes de la consulta externa de la maternidad San José, San Felix,
estado Bolivar.

Microorganismos N° de Aislamientos Porcentaje (%)
Escherichia coli 36 29,5
Candida albicans 32 26,2
Gardnerellavaginalis 28 23,0
Klebsiellaoxytoca 10 8,2
Klebsiellaspp 7 5,7
Enterobactersp 6 4,9
Proteus mirabilis 3 2,5
Total 122 100

A pesar de que E. coli ha sido reconocida como agente causal de infeccion
vaginal, en muchos casos su aislamiento en cuadros clinicos no es tomado en
cuenta, debido a que usualmente se le considera un contaminante ocasional de
la vagina, sin asignarsele rol en la patogenia de estas infecciones. Sin embargo,
esta bacteria durante su evolucion ha adquirido determinantes genéticos, cuya
expresion fenotipica la transforman en patégeno para el ser humano, su
variabilidad genomica le permite reconocer diferentes epitelios del hombre y
expresan numerosos factores de virulencia responsables de infeccion (Schmidt
y Hensel 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio, son similares a los reportados por
Flores (2004), en un estudio realizado sobre infecciones del tracto genital en el
Hospital Juarez de México, donde sefiala una frecuencia de 22,6% para E. coli.

Asi mismo, Nalewajka-Lasaket al. (2003), sefialaron en un estudio realizado en
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Polonia en mujeres con vaginitis recurrente, una frecuencia de E. coli del
45,6%.

Por otra parte, estos datos difieren con lo reportado por Moran (2008), quien
encontro en cultivos de muestras ginecologicas de mujeres que acudieron a la
asociacion Pro-Bienestar de la Familia de Guatemala (APROFAM) una
frecuencia de E. coli de 12,5% yMufioz et al. (2007), en un estudio realizado en
puebla México dondeE. colifue la bacteria con mayor porcentaje de aislados de

secreciones vaginales, con un 75,0%.

Flores (2004), sefala que estas diferencias en porcentajes se pueden atribuir a
las caracteristicas socio-econémicas de cada poblacién y localidad, donde
factores como la higiene personal, juegan un papel primordial en el
establecimiento de este tipo de infecciones. Asi mismo, describe la importancia
de la higiene intima, donde aclara que los principales componentes de las
secreciones vaginales son el trasudado que se produce a través de la pared
vaginal, las células epiteliales descamadas, el moco cervical, leucocitos y los
fluidos procedentes del tracto genital superior. Si no hay una higiene intima
continua, se crea un ambiente idoneo en el que varia el pH y aumenta la
humedad, para dar lugar a la proliferacibn bacteriana y posterior
establecimiento de infecciones, siendo el colonizador mas comun E. coli en un

70,0% de los casos.

La evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana en los aislados de E. coli,
mostré mayor sensibilidad a los aminoglucésidosgentamicina(97,2%) vy
amikacina(91,7%), cefalosporinas de tercera generacién ceftriaxona(88,9%),

ceftazidima(83,3%) y cefotaxima(80,6%) y ciprofloxacina(75,0%) (Figura 1).

Al respecto, Padilla et al. (2007), en un estudio realizado en Chile, encontraron
aislamientos de cepas de E. coli en fluidos vaginales de mujeres con
antecedentes clinicos de infeccidon vaginal, con porcentajes de sensibilidad

de95,8% para ceftriaxona, 92,7% para amikacina y 79,2% para gentamicina.
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Asi mismo, Gonzalez et al. (2009), demostraron en un estudio sobre
sensibilidad antibidtica de bacterias causantes de vaginitis por microorganismos
aerobicos en Meéxico, que E. coli obtuvo una sensibilidad de 93% para los
aminoglucésidosgentamicina y amikacina respectivamente. Igualmente, Aguila
et al.(2007), en un estudio sobre marcadores fenotipicos y susceptibilidad
antimicrobiana en cepas de E. coli, obtuvieron un porcentaje de sensibilidad
para gentamicina de 97,6%, ceftriaxona de 87,8% y ciprofloxacina de 92,7%. A
diferencia de los resultados reportados por Celenzani (2008), quien en un
estudio sobre la resistencia antibidtica para E. coli en muestras aisladas de
pacientes con infeccién vaginal en Bolivia, encontré que la gentamicina obtuvo

un 46,2% de resistencia y amikacina 14,2%.
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Figura 1. Porcentaje de susceptibilidad antimicrobiana de aislados de E. coli,
provenientes de secreciones vaginales, de pacientes que acudieron a la
consulta externa de la maternidad San José, en San Félix, estado Bolivar. AMK:
amikacina, GEN: gentamicina, TMS: trimetropimsulfa, SAM: ampicilina
sulbactam, CIP: ciprofloxacina, AMC: amoxacilina acido clavulanico, CRO:
ceftriaxona, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima.
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Los aminoglucésidos, actian mediante su fijacion a la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis proteica, lo que conduce finalmente
a la muerte del microorganismo. Para ejercer su accion, deben ingresar en la
célula bacteriana para poder interferir en la sintesis normal de proteinas,
originando proteinas no funcionales en microorganismos susceptibles. Este
proceso ocurre en 2 etapas, que se da por un mecanismo de transporte activo,
cuya primera fase del ingreso a la célula, depende del potencial transmembrana
generado por el metabolismo aerobio y la segunda fase de ingreso acelerado
donde se ve favorecida por la unidn previa del aminoglucésido al ribosoma
bacteriano. Una vez dentro de la célula, los aminoglucdsidos se unen de
manera irreversible a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, provocando
interferencia con la elongacién de la cadena peptidica, causando lecturas
incorrectas del codigo genético que conlleva a la formacion de proteinas
andmalas. Algunas de estas son proteinas de membrana y el resultado es la
formacion de canales que permiten el ingreso de mas drogas a la célula,

destruyendo asi la célula bacteriana (Mella et. al., 2004).

Las cefalosporinas de tercera generacion, son consideradas antibioticos
betalactamicos cuyo mecanismo de accion es interferir en la sintesis del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana, a través de la unién a la proteina
fijiadora de penicilina (PBP) e inactivacion de los inhibidores de la autolisina
endogena; esta autolisina rompe las paredes celulares bacterianas y produce la

muerte del microorganismo por lisis microbiana (Mufioz, 2005).

Por otra parte, los efectos de la ciprofloxacina sobre las bacterias, se deben a la
inhibicion de la topoisomerasa IV y la ADN-girasa bacteriana. Estas
topoisomerasas alteran el ADN introduciendo pliegues super helicoidales en el
ADN de doble cadena, facilitando el desenrollamiento de las mismas. La ADN-
girasa tiene dos subunidades codificadas por el gen gyrA, y actuan rompiendo

las cadenas del cromosoma bacteriano y luego pegandolas una vez que se ha
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formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas subunidades impidiendo
la replicacion y la transcripcion del ADN bacteriano, lo que conduce a la muerte
de la bacteria (Takeiet al., 2001).

Los aislados de E. colipresentaron resistencia altrimetroprim-sulfametoxazol en
un 80,6%, Al respecto, Araya et al. (2007), hallaron infecciones producidas por
bacterias gram negativas en el Hospital San Juan de Dios, Costa Rica, donde el
principal microorganismo encontrado fue E. coli con una alta resistencia a
trimetoprim-sulfametoxazol de 91,0%. De igual manera, Sabillon y Bu (1999),
reportaron en un estudio sobre susceptibilidad antibacteriana en el Hospital

Escuela, Honduras, un 69,0% de resistencia para trimetoprim-sulfametoxazol.

Se ha demostrado que cepas de E. coli han desarrollado mecanismos de
resistencia sobre el trimetoprim-sulfametoxazol, esta puede serde naturaleza
cromosdmica, a través de mutaciones que producen un cambio en las enzimas,
lo que resulta en una disminucion en la afinidad por las sulfas, o aumento en la
produccion de &acido paraaminobenzoico (PABA), asi mismo, pueden ser
también de naturaleza extracromosomicas, provocando la produccidon de
enzimas dihidripteroatosintetasa alterada, la cual es 1 000 veces menos

sensible a la droga (Lundstrom y Sobel, 1995).

De los 36 aislados de E. coli, solo 33,3% fueron productoras de betalactamasas
(Figura 2). Estos resultados son similares a los reportados por Bermudez
(2006), en un estudio sobre aislamientos de cepas de E. coli productoras de
enzimas betalactamasade espectro expandido en el Ambulatorio Dr. Salvador
Allende de Cumana, estado Sucre,donde sefiala un 34,2% de prevalencia de
cepas de E. coli productoras de BLEE. Asi mismo, Burgués et al. (2004),
expresaron resultados de 30,0% de positividad de BLEE para E coli, en un

estudio realizado en Pensilvania, sobre la determinacion de BLEE en
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enterobacterias. De igual manera, Ramos et al., (2006) encontraron cepas de E.
coliproductoras de betalactamasa (31,2%), en un estudio realizado en Cuba,
sobre |la deteccidn precoz de enterobacterias productoras de betalactamasa de
espectro expandido en pacientes graves. Estos hallazgos son importantes ya
que permite inferir, que en todos los tipos de muestra donde estén presentes E.
coli, es necesario realizar pruebas de deteccién de betalactamasa, pues estas
enzimas presentes en esta bacteria la hace mas resistente a tratamientos
antimicrobianos, lo que representa un peligro en el aumento de |la

morbimortalidad.

OE. coli prodictorade BLEE

QE coll ho productora de
BLEE

Figura 2. Frecuencia de aislados de Escherichiacoli productoras de
betalactamasas de espectro expandido (BLEE) provenientes de secreciones
vaginales.

La combinacion mas utilizada para detectar microorganismos BLEE en muchos
laboratorios es la utilizacién de discos de ceftazidima, ceftriaxona y cefotaxima,
junto con un inhibidor de betalactamasas como la amoxacilina/acido clavulanico,
presentandose resultados para cefalosporinas de tercera generacion como
resistentes, indicando que dichos resultados apuntan a la presencia de cepas
productoras de betalactamasas de espectro expandido (Mufioz, 2005) (Figura 3).
Esto avala los resultados encontrados en este estudio, ya que de los 36 aislados
de Escherichiacoli, sélo 12 presentaron resistencia por lo menos a una de las
cefalosporinas de tercera generacion, evidenciandose la presencia de E.

coliproductora de BLEE.
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Figura 3. Sinergismo entre CAZ, CRO, CTX y AMC en la prueba confirmatoria
de produccién de BLEE en cepas de Escherichiacoli.

Al analizar los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se
pudieron diferenciar trece (13) fenotipos en las cepas en estudio (Tabla 2), los

cuales se designaron arbitrariamente con numeros romanos (I hasta XIllI).

Los fenotipos Il y VI, fueron los mas observados con 6 y 11 aislados
respectivamente, ambos fenotipos corresponden a cepas no productoras de
BLEE. Con respecto a las cepas productoras de BLEE, se observd que los
fenotipos Ill y V, presentaron el mayor numero de aislados (3). Es importante
destacar que los fenotipos (1, I, V, VII, VIII, Xy XI) fueron productoras de BLEE,
presentando resistencia por lo menos a una de las cefalosporinas de tercera

generacion.

A pesar de que en los fenotipos (I, Il, Ill, IV, V, VI, VIII, IX, X, XI, XIl y XIlI), se
evidencié sensibilidad a las cefalosporinas de tercera generacion, deben ser
reportados como resistentes, ya que se puede estar afectando la hidrolisis de las
betalactamasas, a través de mecanismos que inhiben la actividad hidrolitica de
estas enzimas, uno de estos mecanismos pudiera ser la disminucién de la
permeabilidad de la membrana al paso del antibiético.

Tabla 2. Fenotipo de susceptibilidad de cepas de E.coli provenientes de
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secreciones vaginales, de pacientes que acudieron a la consulta externa de la
maternidad San José, en San Félix, estado Bolivar.

Fenotipo N° de Sensibles Resistentes BLEE
cepas
I 2 AMK, GEN, TMS, CIP, CRO SAM, CTX, CAZ, AMC
Il 6 AMK, GEN, SAM, CIP, AMkK TMS
CTX, CRO, CAZ
11 3 GEN, TMS, CTX, CRO AMK, SAM, CIP, AMC,CAZ
v 4 AMK, GEN, SAM, CIP, TMS, AMC
CTX, CRO, CAZ
\Y, 3 AMK, GEN, CRO, CAZ TMS, SAM, CIP, AMC, CTX
VI 11 AMK, GEN, SAM, CIP, TMS, SAM
CTX, CRO, CAZ
Vi 1 AMK, GEN TMS, SAM, CIP, AMC, CTX,
CRO, CAZ
VI 1 AMK, GEN, CIP, CAZ TMS, SAM, AMC, CTX, CRO
IX 1 AMK. GEN, TMS, AMC, SAM, CIP
CTX, CRO, CAZ
X 1 AMK, CIP, CTX, CAZ GEN, TMS, SAM, AMC, CRO
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Xl 1 AMK, GEN, CIP, CTX, CAZ TMS, SAM, AMC, CRO

X1 1 AMK, GEN, SAM, AMC, TMS, CIP
CTX, CRO, CAZ
X1 1 AMK, GEN, TMS, SAM, -

CIP,AMC,CTX, CRO,CAZ

AMK: amikacina, GEN: gentamicina, TMS: trimetropimsulfa, SAM: ampicilina sulbctam, CIP:
ciprofloxacina, AMC: amoxacilina acido clavulanico, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, CAZ:
ceftazidima.

Las betalactamasas de espectro expandido (BLEE), han ganado en importancia
dada la responsabilidad que poseen como mecanismos de resistencia a los
antibidticos  betalactamicos especialmente a las cefalosporinas de
tercera generacion, a los monobactamicos y en menor medida pero sin dejar de

ser importante a los aminoglucdsidos (Sanchez, 2004).

Las BLEE, constituyen un problema terapéutico y epidemiologico en el caso de
las infecciones causadas por enterobacterias, ya que las bacterias productoras
de este tipo de betatactamasas son multirresistentes, presentando resistencia a
todos los betalactamicos, excepto a cefamicinas y carbapenémicos. Ademas,
los plasmidos que codifican esta resistencia portan genes de resistencia a
otrosantibiéticos como aminoglucésidos y fluoroquinolonas, y el fendmeno de la
resistencia cruzada es muy frecuente (Oteo et al., 2002).

Las cepas productoras de BLEE con frecuencia pueden parecer sensibles a los
oximinobetalactamicos, debido a diferencias cuantitativas en la actividad
hidrolitica de determinadas BLEE sobre los sustratos, siendo en realidad
resistentes. Esto provoca que en ocasiones el paciente reciba un tratamiento
inadecuado. De esta forma, algunos estudios han demostrado que las

cefalosporinas de tercera generacion no son eficaces en las infecciones
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producidas por bacilos gram negativos con BLEE, incluso cuando éstas son

aparentemente sensibles in vitro (CLSI, 2011).
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CONCLUSIONES

Los aminoglucdsidos (gentamicina y amikacina), las cefalosporina de tercera
generacion (ceftriaxona, cefotaxima y ceftazidima) y ciprofloxacina,fueron los
antibidticos con mayor sensibilidad en cepas de E. coli aisladas en mujeres con

infeccidén vaginal.

Trimetroprim-sulfametoxazol,fue el antibiético con mayor capacidad de
resistencia por parte de los aislados de E. coli encontrados en mujeres con

infeccidn vaginal.

Existe una frecuencia considerable de cepas de E. coliproductoras de BLEE,
provenientes de secreciones vaginales, la cual desde el punto de vista clinico
es importante, debido a la resistencia que estan presentando a las

betalactamasas.
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RECOMENDACIONES

Evitar la automedicacion de antibidticos, asi como también, la venta de

antibidticos sin prescripcidon médica.

Concientizar a equipo médico de no recetar un antibiético y después hacer un

cultivo, sino de forma contraria.
Todo laboratorio deberia realizar la determinacién de BLEE, sin importar de

donde provenga la muestra, ya que esto permitira la escogencia de la terapia

antimicrobiana mas adecuada.
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Resumen (abstract):

Con la finalidad de evaluar la frecuencia de aislados de Escherichia coli
productores de betalactamasas de espectro expandido (BLEE) a partir de
secreciones vaginales de pacientes que acuden a la consulta externa de la
maternidad San José, San Félix; estado Bolivar, se realizd el presente trabajo
de investigacion, en el periodo comprendido entre marzo-mayo del afio 2010.
La identificacion bacteriana se realizd6 mediante pruebas bioquimicas
convencionales; la presencia de BLEE se determin6 mediante la técnica de
sinergismo de doble disco. Se realizé la prueba de susceptibilidad empleando el
método de difusion en agar. De 122 cultivos de secreciones vaginales, 36
(29,5%) pertenecieron a Escherichia coli, de las cuales se pudo confirmar la
presencia de BLEE en 12 (33,3%) cepas. En estas cepas se obtuvo el mayor
porcentaje de sensibilidad para la gentamicina (97,2%), ceftriaxona (88,9%),
ceftazidima (83,3%), cefotaxima (80,6%) y ciprofloxacina (75,0%) y con menor
sensibilidad al trimetroprim-sulfametoxazol (19,4%), amoxacilina &cido
clavulanico (63,9%) y ampicilina sulbactam (47,2%). Estos resultados pudieran
ser utiles para minimizar el fracaso terapéutico por la falta de eficacia de los
antibidticos betalactamicos utilizados con regularidad, para que asi se puedan
establecer estrategias preventivas y correctivas para evitar el abuso de los
antibioticos.
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