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RESUMEN
La familia Enterobacteriaceae, incluye bacilos gramnegativos, destacando
Escherichia coli, causante de infecciones humanas en diversos Organos,
incluyendo las infecciones del tracto urinario (ITU); la importancia del estudio es
por el incremento de diabetes mellitus y sus complicaciones, a la elevada
resistencia a los antibidticos. La diabetes mellitus produce una disminucién de la
capacidad inmunologica, la prevalencia de ITU en pacientes diabéticos es alta. La
capacidad adaptativa de gérmenes gramnegativos de esta familia microbiana es
potente, lo que incrementa su peligrosidad, en particular de Escherichia coli
productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas que son
capaces de hidrolizar los antimicrobianos betalactamicos, inactivandolos y
haciéndolos inefectivos. Objetivo: Determinar la prevalencia de E. coli
productoras de BLEE de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y urocultivo
positivo a E. coli, cuyas muestras llegaron al laboratorio del Hospital Carlos
Alcantara Butterfield durante el afio 2018. Material y Métodos: estudio
cuantitativo, descriptivo, transversal y retrospectivo, cuya poblacion de estudio es
de 200 que corresponde a todos los casos con diagndstico de urocultivo positivo a
Echerichia coli en el afio 2018. Procedimientos y técnicas: Se usaron los paneles
del sistema Microscam (paneles para gramnegativos NUC 71), se revisan los
antibiogramas de E. coli realizados con este sistema y se seleccionan los aislados
con concentracion minima inhibitoria (CMI) igual o mayores a 2 [g/ml para
cefotaxima, ceftazidima y/o cefepima en los que se precisa “posible productora de
BLEE”. Palabras claves: Enterobacterias productoras de BLEE, diabetes mellitus

tipo 2, Infeccion del Tracto Urinario.



l. INTRODUCCION

Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, ademas de ser agentes etiolégicos
de infecciones en personas inmunodeprimidos o con inmunidad presente, son
causa de varios tipos de infecciobn comunitaria, responsables de diferentes
procesos infecciosos, entre ellas las ITU, ademas de ser agentes causales de las
infecciones intrahospitalarias (1). Habitan de manera saprofitica en el aparato
digestivo del intestino. La Escherichia coli es la que tiene mayor importancia
clinica por ser una de las causas frecuentes de patologias en los seres humanos (2).
La mayor parte de cepas Escherichia coli no son patdgenas, sin embargo, tienen
un comportamiento oportunista especialmente en personas cuyo sistema
inmunoldgico esta disminuido. Se caracteriza por tener una gran capacidad de
adaptacion que le permite desarrollarse en presencia o no de oxigeno (3). Esta
capacidad adaptativa se evidencia al aislar cepas productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), enzimas que son capaces de hidrolizar los
antimicrobianos betalactdmicos y de esa forma los inactivan y por ende resultan
inefectivos como opcidn de tratamiento.

Las BLEE son enzimas conformadas por plasmidos y forman parte del grupo 2be
segun la clasificacion de Bush y Jacoby y son capaces de inactivar a las
penicilinas y cefalosporinas desde la primera hasta la cuarta generacion; ademas
tienen efecto sobre los monobactam (aztreonam) y las hace resistente a todos los
antibioticos betalactamicos, excepto los carbapenems, las cefamicinas y las
combinaciones de betalactdmicos con inhibidores 2,3 de betalactamasas, como por
ejemplo: el tazobactam y el sulbactam (4) (5) (6).

Respecto a la frecuencia de Escherichia coli productores de BLEE en los

pacientes con Infeccion Urinaria que tienen urocultivo positivo a E. coli, Paramo
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F, et al en un estudio realizado en un hospital de México el 2013, reportaron un
38% (7). Un estudio de casos y controles realizado en el Hospital Cayetano
Heredia realizado en el 2017 con el objetivo de determinar los factores asociados
a ITU por E.coli productoras de BLEE incluyeron 150 casos y 150 controles,
reportaron que la edad 45 afios a mas, sexo masculino y hospitalizaciones previas
eran factores estaban asociados a ITU producida por E. coli productoras de BLEE.
(8)

La identificacion laboratorial de las enzimas [B-lactamasas producidas por las
enterobacterias Escherichia coli, es clave para instaurar un adecuado tratamiento y
el control de infecciones, ello demanda el uso de procedimientos de laboratorio
pertinentes para la identificacion de BLEE que la distingan de otros mecanismos
de resistencia. Al respecto Alvarez D, (2010) refiere que existen varios métodos
fenotipicos, bioquimicos, de bioensayos y genotipicos y si bien, no se dispone de
una metodologia que conjugue especificidad, sensibilidad y simplicidad, pues es
compleja la deteccion de las BLEE, se debe tener la experiencia en la
interpretacion de las pruebas de sensibilidad y se debe realizar pruebas de
confirmacion para BLEE. Recomienda el autor aplicar los criterios de la Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) para descartar o confirmar la pr4sencia
de las BLEE (9).

Las infecciones del tracto urinario (ITU) ocurren frecuentemente en pacientes
afectados previamente de patologias metabdlicas o que padecen de anomalias
estructurales o funcionales del tracto urinario. También pueden complicarse las
ITU, en personas de edad avanzada, en embarazadas, en afectados con diabetes
mellitus, con trasplante renal, con enfermedades inmunoldgicas y metabdlicas y

con hipertrofia prostatica y pacientes con estancias hospitalarias extensas. Agregar
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que las ITU debidas a agentes patdgenos resistentes a antibidticos son
consideradas parte de las ITU complicadas. (10)

En personas afectadas de diabetes mellitus, la infeccion del tracto urinario (ITU)
tiene una prevalencia anual de 184 por mil, lo que representa 1.5 veces mas
probabilidad de experimentar la ITU respecto a otro tipo de pacientes,
observandose que se triplica el nimero de hospitalizaciones por pielonefritis
aguda cuando son pacientes mujeres respecto a varones hospitalizados por el
mismo problema (10,8% vs 3,3%); y los gérmenes mas aislados en ITU de
pacientes portadores de DM son: Escherichia coli y la K.pneumoniae,
caracterizados por su mortalidad, resistencia y presentar complicaciones (11). En
la actualidad, la DM tipo 2 tiene un incremento cada vez mayor de prevalencia a
nivel mundial, es considerada un problema de salud pudblica porque produce
frecuentemente discapacidad y mortalidad, generando altos costos en el sistema de
atencion de la salud (12). La OMS estimé que cuatrocientos veintidds millones de
personas con diabetes el afio 2016 (12) y en nuestro pais, registré un total de
11,762 casos de DM tipo 2 en cincuenta y cinco hospitales y veintisiete centros de
salud (13). El Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) informé que,
en el afio 2017, tres de cada cien personas de 15 afios a mas habian sido
diagnosticadas de DM, con un aumento de 0.4% respecto al 2016 y que mas de
73% obtuvo medicamentos, con un incremento de tres puntos respecto al afio
2016 (14). Cualquiera sea el tipo de diabetes, es una enfermedad que conlleva a
una disminucién de la capacidad inmunolégica en los afectados, y por lo tanto las
infecciones del tracto urinario tienden a aumentar en estos pacientes y sobre todo

de bacterias Escherichia coli BLEE (15).



Como antecedentes se tiene:

Diestra K. (2010), refirié que en Espafia se determind la prevalencia de bacterias
generadoras de BLEE, especialmente por E. coli y K. pneumonie sp, con un
incremento entre el 2001 y 2003 de 1.6 a 4.1%, respectivamente. Agrega que un
estudio multicéntrico en 40 hospitales espafioles realizado en el 2000 report6 que
el 70% de enzimas BLEE identificadas correspondia a Escherichia coli (16).
Garcia A, et al. (2011) estimaron en un 10% el aislamiento de cepas generadoras
de la enzima BLEE en Espafia, con una mayor incidencia en cepas CTX-M
respecto a BLEE. Refieren los autores que no queda claro si la BLEEE actla
como factor de virulencia y aumenta el nimero de muertes en pacientes que tienen
E. coli, los autores reconocen que el mayor problema era el tratamiento empirico
inadecuado que reciben los pacientes, enfatizaron que es una necesidad
impostergable no usar antibidticos y de esa manera evitar la presencia de cepas
resistentes, sobre todo en ambientes hospitalarios. (17)

Tovar H, et al. (2016) analizaron 470 pacientes DM tipo 2 internados en un centro
hospitalario de Bogota, reportaron entre sus resultados un 14.4% de ITU al
ingreso hospitalario y no se presentaron casos de ITU nosocomial. Al 73.5% de
participantes en el estudio se les realiz6 urocultivo y en el 80% se aisld el agente
etioldgico, correspondiendo el 52.5% a la especie E. coli. Respecto al patron de
resistencia, sus resultados refieren que E. coli tuvo 24.8% de BLEE. En un caso
mortal se encontrd E. coli BLEE. (18)

Quijada P, et al. (2017) realizaron un estudio en el que se mostraron las
caracteristicas microbiologicas y sintomaticas de ITU en 73 pacientes con
catéteres internados en un centro hospitalario venezolano. Fenotipicamente las

carbapenemasas y BLEE se identificaron y se hizo su tipificacion clonal con PCR.
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Refirieron que la media de permanencia del catéter fue de seis y cerca a once dias.
En el 55% de participantes fueron positivos los resultados del urocultivo. Con
respecto a los agentes etioldgicos identificados, en orden descendente de
frecuencia, el 44.7% fue por levaduras, seguido por el 29.8% debida a
enterobacterias. Las enterobacterias identificadas fueron: Acinetobacter
baumannii y Pseudomonas aeruginosas las que produjeron BLEE 'y
carbapenemasas, estuvieron asociadas a otros marcadores de resistencia
antibiotica y en cepas de E. coli multirresistentes se identificaron dos grupos
clonales. (19)

En el Perd, Colquechagua F, et al. (2015) describieron la frecuencia de
enterobacterias productoras de enzimas BLEE, examinaron 235 muestras fecales
sospechosas de contener dichas colonias, atendidos ambulatoriamente en
consultorios y emergencia del Instituto Nacional del Nifio en Lima. Ademas de la
identificacion biogquimica se confirmo el fenotipo BLEE mediante PCR. Se realiz
el analisis genotipico para detectar el gen de betalactamasa de la familia CTX-M.
Reportaron un 64.2% de enterobacterias generadoras de enzimas BLEE,
correspondientes en el 86.1% a Escherichia coli. EI 89.1% de las enterobacterias
generadoras de la enzima BLEE presentaron el gen blaSe y una elevada
resistencia a diferentes antibioticos: 84 % de resistencia al acido nalidixico, 74.2%
de resistencia a la ciprofloxacina y al trimetoprim- CTX-M, el 81.5% al
sulfametoxazol, 1.3% a la amikacina y todos los patdgenos aislados fueron
sensibles al imipenem y meropenem. (20)

Arias P, (2018) con el objetivo de identificar enterobacterias productoras de
BLEE, realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo, no experimental con 127

pacientes ambulatorios afectados de ITU en un centro hospitalario de Ica. Reportd
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una prevalencia de 15%, siendo méas frecuente en mujeres (71%) y en adultos
mayores (63%). Las comorbilidades asociadas mas frecuentes fueron: el 44% para
diabetes mellitus, el 39% para enfermedades pulmonares obstructivas crénicas y
37% para insuficiencia renal La enterobacteria mas frecuentemente identificada
fue la Escherichia Coli (70%) (21).

Paredes R, (2012) determind la prevalencia de enterobacterias generadoras de
BLEE en pacientes que se atendian en el centro hospitalario Bob Hope en Lima.
De una poblacion 1672 casos con enterobacterias que se aislaron durante el
periodo de la investigacion, 354 presentaron enterobacteriaceas productoras de
enzimas BLEE. Report6 enterobacteriaceas en el 52.5% de adultos mayores y en
el 77.4% de pacientes del sexo masculino mayores de 61 afios. Las
enterobacteridceas BLEE en el 80.5% correspondieron a Escherichia coli. El
habitat del 87.3% de las enterobacteriaceas productoras de enzima BLEE fue la
orina y en el 11% fue secreciones vaginales. Los factores predisponentes para E
coli BLEE fueron: en caso de pacientes ambulatorios fueron. Tener diabetes
mellitus con 14 %, tener infeccién del tracto urinario con 6% Yy estar en gestacion
con 6%; para el caso de pacientes hospitalizados, los factores predisponentes
identificados fueron: padecer Diabetes melllitus (36%) y estar en gestacion (20%).
Con respecto a la resistencia antibiotica, Escherichia coli tuvo 97.3% de
resistencia a amoxicilina/Ac. clavulanico, 88.8% a ciprofloxacino y 81.2% a
sumetropin, y fueron en un 99.6% sensibles a imipenem 72.3% a nitrofurantoina,
y 60.4% a amikacina. (22)

Rivera M, et al. (2015) realizaron un estudio para determinar el genotipo BLEE de
15 cepas de enterobacterias resistentes a betalactamicos, aisladas de superficies de

mobiliarios y equipos de ambientes hospitalarios. Mediante PCR, identificaron en
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once cepas, fragmentos de 1078 pb y 544 pb, concordante con BLEE tipo TEM y
CTX-M vy en tres cepas, solamente blaCTX-M. Concluyeron que la presencia de
genes productoras de la enzima BLEE en cultivos recogidos en mobiliarios y
equipos hospitalarios, brindaba informacion clave que podria ser Gtil para tomar
medidas de preventivas y mejorar la bioseguridad hospitalaria en la atencién a los
pacientes. (23)

Determinar la prevalencia de Echerichia coli generadora de Betalactamasas de
Espectro Extendido (BLEE) serd importante, especialmente en un grupo de alta
vulnerabilidad, como son los pacientes diabéticos con cuadro clinico de Infeccion
del Tracto Urinario (ITU) atendidos en el Hospital Carlos Alcantara Buterfield,
cuyas muestras de orina fueron enviadas al laboratorio del mencionado centro
hospitalario durante el afio 2018, a fin de generar conocimientos sobre la
magnitud y distribucion de este tipo de bacteria multirresistente, contribuir
también en la vigilancia laboratorial de la resistencia a los antimicrobianos en el
mencionado centro hospitalario.

Por todo lo anterior la formulacién del problema de investigacion es:

¢Cuél es la prevalencia de E. coli productores de BLEE de todos los urocultivos
positivos a E. coli identificados a pacientes con DM tipo 2 que llegan al servicio

de laboratorio del Hospital Carlos Alcantara Butterfield durante el afio 2018?



II.  OBJETIVOS
Objetivos generales

Determinar la prevalencia de E. coli productoras de BLEE de pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 y urocultivo positivo a E. coli, cuyas muestras llegaron al
laboratorio del Hospital Carlos Alcantara Butterfield durante el afio 2018.

Objetivos especificos

1. Describir las caracteristicas generales de la poblacién de estudio segin edad,
sexo y hospitalizacion previa.
2. Describir la prevalencia de Echerichia coli productoras de BLEE segun edad y

SEeX0.

1. MATERIAL y METODOS

Disefio de estudio

El estudio es cuantitativo, observacional, de tipo descriptivo, transversal, de
prevalencia y retrospectivo.

Poblacion

La poblacion de estudio son los pacientes con diagnostico de Diabetes tipo 2 y
con urocultivo positivo a E. coli registrados en el area de Microbiologia del
Hospital Carlos Alcantara Buterfield en el afio 2018, a los cuales se le hace las
pruebas confirmatorias de BLEE. Se estudiara toda la poblacién que
aproximadamente son 200.

La unidad de analisis es el paciente que tiene el diagnéstico de Diabetes tipo 2 y
con urocultivo positivo a E. coli a la cual se le hace las pruebas confirmatorias de
BLEE.

Los criterios que se utilizaran para definir la poblacion son:



Criterios de inclusién:

v Paciente con DM tipo 2 con cuadro clinico de ITU definido con urocultivo

positivo a E. coli a los cuales se le hace las pruebas confirmatorias de BLEE.

Criterios de exclusion:

v Si los registros de laboratorio e historia clinica no contienen datos de las

variables principales.

Operacionalizacién de variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALADE | CATEGORIAS
OPERACIONAL E MEDICION Y VALORES
INDICADOR
Bacteria gramnegativa, | ldentificacion de la
Echerichia productora de | bacteria en urocultivos, | Nominal / Positivo
coli betalactamasas de | se evalla la resistencia | Dicotémica 0
productores de | espectro extendido, | a cefalosporinas de Negativo
BLEE enzima que hidroliza | tercera generaciéon con
antimicrobianos sensibilidad a
betalactdmicos cefoxitina.
Afios de vida Afios de vida de los Razon Afos
Edad Diabéticos tipo 11 cumplidos
incluidos en el estudio
al momento de la Nominal 45 afios a mas
atencion médica Menos de 45
Caracteres sexuales Caracteristicas Femenino
Sexo fenotipicas para la | Cualitativa/ 0
clasificacion hombre o | Dicotomica Masculino
mujer.

Procedimientos y Técnicas:
Los métodos de Diagnostico de E. coli BLEE usados en el laboratorio de

microbiologia del hospital Carlos Alcantara son:

1. Aislamiento clinico

Se usaron los paneles del sistema Microscam (paneles para gramnegativos NUC
71), se revisan los antibiogramas de E. coli realizados con este sistema y se
seleccionan los aislados con concentracion minima inhibitoria (CMI) igual o
mayores a 2 [g/ml para cefotaxima, ceftazidima y/o cefepima en los que se precisa

“posible productora de BLEE”.




2. Pruebas fenotipicas de confirmacion de BLEE

2.1 Test de sinergia de doble disco: prueba descrita por Nicolas Jarlier en 1988
para confirmar fenotipicamente la presencia de BLEE, utiliza inhibidores de
Betalactamasas en un antibiograma convencional, cuyo procedimiento consiste en
la difusion de agar en una placa de Mueller-Hinton y se inocula una suspension
bacteriana ajustada al patron 0,5 de la escala de Mc Farland, sobre ella se colocan
los discos (Becton Dickinson) de carga estandar (30 pg) de cefotaxima y
ceftazidima a una distancia de 20 mm (de centro a centro) de un disco de
amoxicilina /acido clavulanico (20/10 mg) colocado en el centro. Las placas se
incuban a 37°C 24 horas. Es positiva cuando se observa una ampliacion o
distorsion del halo de inhibicion de cefotaxima y/o ceftazidima en la zona de
interseccion con amoxicilina/clavulanico. (24) (25). Esta prueba tiene una
sensibilidad y especificidad de 100% (26).

2.2. Prueba confirmatoria para BLEE del CLSI: Se determina la CMI
(Concentracion Minima Inhibitoria) de ceftazidima y cefotaxima solas y en
combinacion con 4 pg/ml de acido clavulanico. Se consideran productoras de
BLEE cuando las cepas que presentan una disminucion de la CMI igual o mayor a
3 concentraciones al doble para cefotaxima y/o ceftazidima en combinacién con
clavulanico con respecto a la CMI del antibiotico solo. Segun recomendaciones
técnicas de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), se determina
ademas las CMIs de aztreonam y cefepima solas y en combinacion con 4 pg/ml de
acido clavulanico.

Los datos adicionales referidos al origen de la muestra (ambulatoria u

hospitalaria), servicio de procedencia (en las muestras hospitalarias), sexo, edad
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del paciente, asi como fecha y numero del aislamiento se encuentran en los
registros de la historia clinica y del laboratorio de microbiologia.

En el presente estudio se empleara la ficha de recoleccién de datos (anexo), donde
se ingresaran todas las variables y los valores de acuerdo con los indicadores de la

operacionalizacion de las variables y las categorias respectivas.

Plan de andlisis

Se realizara la base de datos en el programa de Excel y el procesamiento de datos
en el programa estadistico SPSS, para la presentacion de resultados se hara
mediante tablas y graficos. El hallazgo de prevalencia sera el indice entre la
poblacion con BLEE sobre la poblacion total de urocultivos positivos a E. coli de
pacientes con diagnostico de Diabetes Mellitus tipo 2.  Las prevalencias se
presentaran segun edad y sexo.

Aspectos Eticos:

Se solicitard el permiso de las autoridades del Hospital Carlos Alcantara
Butterfield para realizar el presente estudio en el laboratorio de microbiologia.
(Anexo 2). Se guardara la confidencialidad de los datos de los pacientes que
ingresen al estudio, utilizando codigos especificos para su identificacion y no los

nombres.
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V. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

PRESUPUESTO
INSUMOS Y REACTIVOS COSTO S/.

Medio de Cultivo Selectivo (3) 1500
(Mac conkey, CLED, M. Hilton)
Kit de Coloracion Gram 150
Placas Petri descartables 150
Laminas portaobjetos 50
Asas descartables 50
Laminillas cubreobjetos 50
Pipetas Pasteur 50
Agua destilada 25
Solucion Salina Fisiologica 25
Discos de Sensibilidad 250
Equipo de Proteccion Personal 50
Gasto aproximado 2350

CRONOGRAMA

2019-2020

ACTIVIDADES Oct Nov Dic Ene Feb

Elaboracion

de Proyecto y

aprobacion

del proyecto

Muestreo 'y
recoleccién de
datos

Procesamiento
y analisis de
datos

Elaboracion
del informe

Publicacion
de informe de
investigacion
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ANEXOS

Anexo 1: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° de orden: N° Ficha de laboratorio: cadigo:
Edad:  afios De45amasafios. Menosde45afios
Sexo: 1. Masculino () 2. Femenino ()

Muestra para cultivo:

Enterobacterias:
E. coli Resistente: Sensible:

BLEE:
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