Universidad de Granada
Departamento de Microbiologia

Patrones de sensibilidad a antibioticos en
aislados clinicos de Escherichia coli
productores de betalactamasas de
espectro extendido y su relacion con la
expresion de porinas

Antonio Salmerén Garcia
Granada, 2007



D. JOSE GUTIERREZ FERNANDEZ, Profesor Titular del
Departamento de Microbiologia de la Universidad de Granada, D.
ANTONIO SORLOZANO PUERTO, Doctor en Medicina, y D.
FERNANDO MARTINEZ CHECA, Doctor en Farmacia, investigadores

contratados de la Universidad de Granada

CERTIFICAN:

Que la memoria para optar al grado de Doctor en Farmacia titulada
“PATRONES DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS EN
AISLADOS CLINICOS DE ESCHERICHIA COLI PRODUCTORES
DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO Y SU
RELACION CON LA EXPRESION DE PORINAS” realizada por D.
ANTONIO SALMERON GARCIA, ha sido realizada bajo nuestra

direccion y redne los requisitos suficientes para su juicio y calificacion.

Fdo: D. José Gutiérrez Fernandez Fdo: D. Antonio Sorl6zano Puerto  Fdo: D. Fernando Martinez Checa



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Antonio Salmerén Garcia

D.L.: Gr. 2146- 2007

ISBN: 978-84-338-4485-9



Durante el desarrollo del presente trabajo hay muchas
personas, que de una manera u otra, me han prestado su
ayuda de forma desinteresada, haciendo posible Ila
culminacion de la presente Tesis Doctoral y a las que deseo
expresar mi gratitud:

En primer lugar quisiera agradecer a mis directores, los
doctores: José Gutiérrez Fernandez, Antonio Sorlézano
Puerto y Fernando Martinez Checa, la confianza que han
depositado en mi, el tiempo invertido hasta la culminacion
del trabajo, asi como la elevada capacidad de trabajo,
superacion y pasion por la investigacion que me han
transmitido y espero aplicar de ahora en adelante.

Aunque suene a topico, sin vosotros este trabajo no
hubiese salido adelante, millones de gracias.

A los facultativos del Servicio de Farmacia del
Hospital “San Cecilio”: Pepe, Inma, Paco, Mari Carmen,
Miguel, José Maria y M2 Sol, por todos los momentos
compartidos, por permitirme aprender de cada uno de ellos
y por crear un ambiente agradable en el trabajo.

A mis amigas y compaferas de residencia, las
mayores, Gemay Mercedes, y a las no tan chicas, Eva, Sol,
M2 José y Cristina. Por todos los buenos ratos pasados y
hacerme desconectar de la ciencia y el trabajo. A los
técnicos, auxiliares, administrativos, D.U.E y becarias del
Servicio: Fernan, Loli, Mari Angus, las Maribeles, Celia, Mari,
las Anas (V y G), Gracia, Encarnita, Aurora, Mercedes,
Victor, Luis, Angel, Eli y Elena, entre otros, por confiar siempre
en mi y levantarme el animo y la autoestima en todo
momento.

A mis amigos y amigas de la carrera y de fuera de
este mundillo, a mi familia, que siempre estan abhi,
compartiendo mis buenos y malos momentos, mis éxitos y
fracasos.

Al doctor Juan de Dios Luna, por su inestimable ayuda
en el campo de la Estadistica.



A la “Fundacion Hospital Clinico”, por favorecer, en el
ambito del Hospital “San Cecilio”, la realizacion de trabajos
de investigacion.

A los doctores Emilia Quesada y Fernando Martinez
Checa, del departamento de Microbiologia de la Facultad
de Farmacia, por prestarnos sus medios e instalaciones para
la extraccion y separacion de proteinas.

Y a todos aquellos que la falta de memoria me ha
llevado a dejaros en el tintero, y que deberiais aparecer,
también os lo agradezco y pido perdon.



A mi Madre,
A mis hermanas,
A Ana.



INDICE



Pags.
1. INTRODUCCION 1
1.1. BACTERIAS DEL GENERO ESCHERICHIA 2
1.2. FACTORES DE VIRULENCIA EN
ESCHERICHIA COLI 4

1.3. INFECCIONES PRODUCIDAS POR

ESCHERICHIA COLI 7
1.3.1. Infeccion del tracto urinario 7
1.3.2. Meningitis neonatal 8
1.3.3. Infecciones respiratorias 9
1.3.4. Bacteriemia 9
1.3.5. Infecciones intraabdominales 10
1.3.6. Infecciones entéricas 11
1.3.6.1. E. coli enterotoxigénico 12
1.3.6.2. E. coli enteroinvasivo 13
1.3.6.3. E. coli enteropatogénico 13
1.3.6.4. E. coli enteroagregativa 14
1.3.6.5. E. coli enterohemorragico 14
1.3.7. Otras infecciones 15

1.4. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES
POR ESCHERICHIA COLI 16
1.5. RESISTENCIA ANTIBIOTICA 18

1.5.1. Resistencia adquirida debida a mutaciones 19



1.5.2. Resistencia mediada por intercambio genético
1.5.3. Mecanismos bioquimicos de expresion de
resistencia

1.6.  INACTIVACION ENZIMATICA POR
BETALACTAMASAS

1.7. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEEsS)

1.7.1. Introduccién e historia

1.7.2. Principales tipos de BLEEs

1.7.2.1. Betalactamasas tipo TEM

1.7.2.2. Betalactamasas tipo SHV

1.7.2.3. Betalactamasas tipo CTX-M

1.7.3. Epidemiologia

1.7.4. Asociacion de resistencias a otros antibidticos
1.7.5. Tratamiento de las infecciones por bacterias
productoras de BLEEsS

1.8. ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD
1.8.1. Proteinas de membrana externa

1.8.2. Papel de las porinas en la permeabilidad de la
membrana externa

1.8.3. Resistencia a antibidticos por alteraciones de

la membrana externa

Pags.

20

21

22

24
24
26
27
28
29
31

40

43

46

46

49

52



1.8.4. Porinas y resistencia antibiotica

1.8.5. Modificacién estructural de la porina y
resistencia antibiotica

1.8.6. Expresion de porinas y resistencia antibidtica
1.8.7. Poliaminas y resistencia

1.8.8. Asociacion de impermeabilidad y mecanismos
de inactivacion o eliminacion

2. OBJETIVOS

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. SELECCION DE LOS AISLADOS
BACTERIANOS

3.2. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD

3.2.1. Método de microdilucion

3.2.2. Estudio de sensibilidad a tigeciclina

3.2.2.1. Método de difusion con disco

3.2.2.2. Prueba de Epsilon (E-test)

3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PORINAS
DE LA MEMBRANA EXTERNA

3.3.1. Seleccion de los aislados

3.3.2. Estudio de sensibilidad en medio Nutrient-
Broth

3.3.3. Determinacion de la expresion de porinas

Pags.

54

56
58

60

60
65

68

69
71
72
80
80

81

84

84

84

85



3.3.3.1. Extraccion de porinas de la membrana externa
3.3.3.2. Separacion de porinas mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1. Relacion entre la sensibilidad antibiotica de
los 115 aislados productores de BLEEs y el tipo de
enzima presente

3.4.2. Relacién entre expresion de porinas, medio de
cultivo y sensibilidad antibiotica
3.4.2.1. En medio NB

3.4.2.2. En medio MH

3.4.2.3. Interaccion entre el tipo de porinas y el medio
de cultivo sobre el valor de CMI

APENDICE

4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DE LOS
AISLADOS DE ESCHERICHIA coLl
PRODUCTORES DE BLEEs

4.1.1. Actividad de los diferentes antibioticos

ensayados

Pags.

86

89

92

92

92

92

93

94

96

99

100

100



4.1.2. Relacion entre el método de difusion con disco
y la prueba Epsilon, para la determinacién de la
actividad de tigeciclina

4.2. VALORES DE CMI DE LOS 50 AISLADOS
EN MEDIOS NUTRIENT-BROTH Y MUELLER-
HINTON

4.3. EXPRESION DE PORINAS EN MEDIOS
NUTRIENT-BROTH Y MUELLER-HINTON

4.4, PATRONES DE EXPRESION DE PORINAS
4.5. VALORES DE CMI PARA CADA PATRON
DE EXPRESION DE PORINAS

4.6. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE
EXPRESION DE PORINAS Y SENSIBILIDAD DE
LOS AISLADOS

4.6.1. En medio NB

4.6.1.1. Amoxicilina-acido clavulanico

4.6.1.2. Piperacilina-tazobactam

4.6.1.3. Cefoxitina

4.6.1.4. Ceftazidima

4.6.1.5. Cefepima

4.6.1.6. Imipenem

4.6.1.7. Meropenem

Pags.

126

129

135

137

140

141
141
142
143
144
145
146
147

148



Pags.

4.6.1.8. Ertapenem 149
4.6.1.9. Amikacina 150
4.6.1.10. Tobramicina 151
4.6.1.11. Ciprofloxacino 152
4.6.1.12. Levofloxacino 153
4.6.2. En medio MH 154
4.6.2.1. Amoxicilina-acido clavulanico 155
4.6.2.2. Piperacilina-tazobactam 157
4.6.2.3. Cefoxitina 159
4.6.2.4. Ceftazidima 161
4.6.2.5. Cefepima 163
4.6.2.6. Imipenem, meropenem, ertapenem y amikacina 165
4.6.2.7. Tobramicina 168
4.6.2.8. Ciprofloxacino 171
4.6.2.9. Levofloxacino 173

4.6.3. Influencia del tipo de porinas y el medio de

cultivo sobre el valor de CMI 175
4.6.3.1. Amoxicilina-acido clavulanico 178
4.6.3.2. Piperacilina-tazobactam 178
4.6.3.3. Cefoxitina 179
4.6.3.4. Ceftazidima 179

4.6.3.5. Cefepima 180



4.6.3.6. Imipenem

4.6.3.7. Meropenem

4.6.3.8. Ertapenem

4.6.3.9. Amikacina

4.6.3.10. Tobramicina

4.6.3.11. Ciprofloxacino

4.6.3.12. Levofloxacino

5. DISCUSION

5.1. ACTIVIDAD IN VITRO DE DIVERSOS
ANTIBIOTICOS FRENTE A ESCHERICHIA
COLI PRODUCTORES DE BLEEs

5.1.1. Actividad de amoxicilina-clavulanico

5.1.2. Actividad de piperacilina-tazobactam

5.1.3. Actividad de cefoxitina

5.1.4. Actividad de cefepima

5.1.5. Actividad de ceftazidima

5.1.6. Actividad de los antibidticos carbapenémicos
5.1.7. Actividad de los aminoglucdésidos

5.1.8. Actividad de fluorguinolonas

5.1.9. Actividad de tigeciclina

5.2. REPERCUSION DE OmpC Y OmpF EN LA

ACTIVIDAD DE LOS ANTIBIOTICOS

Pags.
180
181
181
182
182
183
183

184

185
186
187
187
188
189
189
190
191

193

195



5.2.1. Antibidticos betalactdmicos
5.2.2. Aminoglucosidos

5.2.3. Fluorquinolonas

6. CONCLUSIONES

7. BIBLIOGRAFIA

Pags.
197
200
200
202

207



1. INTRODUCCION



1. Introduccién

1.1. BACTERIAS DEL GENERO ESCHERICHIA

El género Escherichia, y, en concreto, la especie Escherichia coli,
es un bacilo gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae, movil y
capaz de fermentar la lactosa y la glucosa, con la produccion de gases y
acidos diversos. Son bacilos poco exigentes en cuanto a las necesidades
nutritivas y relativamente resistentes a los agentes externos, crecen bien
en medios comunes, incluso a temperaturas de 45°C, lo que permite
diferenciarlos del resto de coliformes. Como E. coli no es una bacteria
fijadora, requiere nitrogeno soluble, como el sulfato de amonio (Madigan
et al., 2000).

El anélisis de ARNr 16S muestra que pertenece a la clase v-
Proteobacteria, muy relacionada con otras proteobacterias (a, 3, ) y con
las cianobacterias (Logan, 1994). La clase y-Proteobacteria, incluye,
ademas, a otros organismos patdogenos humanos como Shigella spp.,
Salmonella spp., Vibrio spp. y Haemophilus spp.

Generalmente, se considera que el habitat "normal" de
Escherichia coli es el colon de organismos de sangre caliente (aves y
mamiferos) (Souza et al., 1999), y que, aunque se pueden localizar en el
medio externo, tradicionalmente se ha considerado que su presencia
representa contaminacion fecal, ya que se sospechaba que no se podian
reproducir en el medio exterior (Atlas, 1990). Sin embargo, diversos

estudios indican que esto es falso. Existen E. coli que viven en otras
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zonas, ademas del tracto digestivo, como los E. coli patogenos, que
pueden habitar en la sangre y en el tracto urogenital. Adicionalmente, es
posible encontrar poblaciones de E. coli en vertebrados de sangre fria.
Por otro lado, también se han encontrado cepas en ambientes acudticos,
especialmente aquellos que son ricos en compuestos organicos, como en
los desagiies (Parveen et al., 1999).

La densidad de E. coli en el intestino grueso es de 10°-10" células
por gramo de colon, encontrandose en grandes cantidades en la region de
la valvula ileocecal. Esto hace de E. coli un componente importante de la
microbiota, predominantemente anaerobia, de esta parte del intestino,
donde la densidad bacteriana total es de unas 10'' células por gramo de
tejido (Selander et al., 1987). Como parte de la microbiota normal impide
el desarrollo de organismos proteoliticos y sintetiza vitaminas del
complejo B.

E. coli es una de las primeras especies que coloniza al mamifero
recién nacido, adquiriendo las primeras cepas desde el canal del parto y
de las heces de la madre (Bettelheim, 1994). Las colonizaciones
posteriores se deben, por lo general, a la ingestion de alimentos
contaminados. Usualmente hay una cepa dominante de E. coli por
hospedador, sin embargo, la aparicion de nuevos genotipos, ya sea por
mutacidn, o por ingestion, hace que este dominio sea s6lo temporal y que

la dindmica esté dictada por procesos tanto aleatorios, como adaptativos
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(Levin, 1981).

En el intestino se estima que hay una biparticion al dia, mientras
que en un medio de cultivo adecuado, en el laboratorio, se tienen 6
biparticiones al dia (Selander et al., 1987), muy bajo, si se considera que
tiene capacidad para dividirse cada 18 minutos o un tiempo de
generacion igual a 3,3. Se considera que en condiciones pobres en
nutrientes como en agua o en lodo, el tiempo de biparticion de E. coli es

atn menor que en el intestino.

1.2. FACTORES DE VIRULENCIA EN ESCHERICHIA COLI

Existen alrededor de 700 tipos antigénicos (serotipos) basandonos
en los antigenos O, H y K, que nos han permitido clasificar a las distintas
cepas patogenas.

E. coli es el principal responsable, o participa, en diferentes
infecciones en humanos: infecciones de las vias urinarias, meningitis
neonatal y enfermedades intestinales, entre otras. Estos tres cuadros
dependen de la presencia de factores de virulencia, que son determinantes
a la hora de ocasionar estas enfermedades.

Existen diferentes tipos de factores de virulencia que permiten la
conversion de E. coli en cepa patdogena, como son las adhesinas
(fimbriales y afimbriales), movilidad mediante flagelos, invasinas

(hemolisinas y sider6foros), toxinas, propiedades superficiales
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antifagocitarias, defensa frente a reacciones bactericidas del suero del
hospedador, defensa frente a la respuesta inmunoldgica, y atributos
genéticos como plasmidos de resistencia a antibioticos y otros plasmidos
de virulencia (Blanco et al., 1991a; Blanco et al., 1991b; Blanco et al.,
1992).

Los factores de virulencia de las diferentes cepas, en las
diferentes situaciones clinicas, se detallan en las tablas 1 y 2 (Nataro y
Kaper, 1998).

Tabla 1: Factores de virulencia de E. coli causantes de infecciones del tracto urinario,
bacteriemias y meningitis en humanos (infecciones extraintestinales)

Fimbria P (Pap): Fimbrias asociadas especialmente a cepas causantes de
pielonefritis.

Fimbrias P-like (Prs): Relacionadas genéticamente con la fimbria P.

Fimbria S (Sfa): Asociadas con cepas causantes de sepsis y meningitis. No
obstante, también son frecuentes en cepas uropatogénicas.

Fimbria F1C: Esta relacionada genéticamente con la fimbria S.

Adhesinas afimbriales AFA-I a V y relacionadas (hemaglutinina Dr o adhesina
0X75).

Las fimbrias P, P-like, S y AFA causan hemaglutinacion resistente a la manosa

(MRHA) y se encuentran codificadas en los operones pap, sfa, afa.

Factor necrosante citotoxico tipo 1 (CNF1).
Alfa-hemolisina Hly.

Se han identificado islas de patogenicidad cromosémicas que llevan los genes que
codifican para la fimbria P (Pap), fimbrias P-like (Prs), CNF1 y/o Hly.

Siderdforo aerobactina para la captacion de hierro.
Resistencia a la actividad litica del suero y a la fagocitosis: Se ha asociado con

algunas proteinas de la membrana externa y determinados antigenos O y K
(especialmente el K1).
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Tabla 2: Factores de virulencia de E. coli diarreagénicos humanos

E. coli enteropatogénicos (EPEC)

Adhesina BFP codificada en el plasmido EAF, responsable de la adhesion, a
distancia, de la bacteria al enterocito y de la adhesion localizada a células HEp-2

Locus cromosémico LEE, con los genes: eae, tir, esp y sep, responsable de la
adhesion intima de la bacteria y de la lesion de adhesion y borrado del microvilli
intestinal

E. coli enterotoxigénicos (ETEC)
Factores antigénicos de colonizacion (CFA/L 11, Il y IV)
Enterotoxinas: termolabil (LT) y termoestable (ST)
Tanto los CFAs como las enterotoxinas se encuentran codificadas en plasmidos

E. coli enteroinvasivos (EIEC)

Plasmido de elevado peso molecular (140 KDa) que lleva genes implicados en la
invasividad

E. coli verotoxigénicos (ECVT) 6 enterohemorragicos (EHEC)

Verotoxinas (VT1 y VT2) o shiga-like toxinas (Stxl1 y Stx2) codificadas en
profagos

Locus cromosémico LEE, con genes: eae, tir, esp y sep

Plasmido de 60 KDa que codifica para una enterohemolisina (EntHly) y una
adhesina fimbrial que puede estar implicada en la colonizacidn intestinal

E. coli enteroagregativos (EAEC o ECEA)

Adhesion agregativa a células HEp-2 mediada por las fimbrias plasmidicas AAF/1y
AAF/L

Enterotoxina termoestable EAST1 (plasmidica)

Citotoxina de 108 KDa que provoca lesiones destructivas a nivel intestinal
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1.3. INFECCIONES PRODUCIDAS POR ESCHERICHIA COLI
1.3.1. Infeccion del tracto urinario

E. coli es la causa mas frecuente de infecciones del tracto urinario
en humanos, produciendo una amplia variedad de procesos, desde
uretritis no complicadas, hasta cistitis sintomaticas, pielonefritis o sepsis.
La menor longitud de la uretra en el sexo femenino y la frecuente
colonizacién proximal por bacterias entéricas, condicionan que las
infecciones no complicadas del tracto urinario se observen, sobretodo, en
mujeres. Las infecciones complicadas (pielonefritis y sepsis) se asocian,
generalmente, a obstrucciones del flujo urinario (hipertrofia prostatica,
litiasis, anomalias congénitas) o a la presencia de material protésico en
las vias (cateterizacion uretral), y por ello se observan con una frecuencia
similar en ambos sexos, no requiriendo, de forma especifica, la existencia
de factores de virulencia por parte de E. coli (Brumfitt, 1991).

Las infecciones no complicadas se observan, sobretodo, en
mujeres sexualmente activas, con colonizacién intestinal por una cepa
uropatogena de E. coli. La existencia de factores de adherencia hace que
se colonice la zona periuretral y durante el acto sexual pueda producirse
una progresion hasta la vejiga de dicho microorganismo. El factor de
adherencia relacionado con las cepas de E. coli uropatogénico es la
fimbria P, capaz de unirse al antigeno P, que esta presente en las células

uroepiteliales del 99% de la poblacion. Otros factores de virulencia que
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se han relacionado con la patogénesis de las infecciones urinarias son la
hemolisina, la colicina V y la resistencia al efecto bactericida sérico
dependiente del complemento. Las fimbrias tipo 1 pueden mediar en la
adherencia a las células de la vejiga urinaria y contribuir a la virulencia
cuando se expresan en una cepa uropatogénica de E. coli; sin embargo,
esta capacidad no es exclusiva de estas cepas (Johnson, 1991).

La mayoria de infecciones urinarias estan causadas por un
numero reducido de serogrupos O (04, 06, O75), aunque los mismos son
los mas prevalentes en el tracto digestivo. Ademads, la presencia de

antigeno K se relaciona con infecciones del tracto urinario superior.

1.3.2. Meningitis neonatal

La meningitis neonatal afecta a 1/2.000-4.000 recién nacidos, con
una mortalidad superior al 80%. El 80% de las cepas de E. coli
involucradas presentan el antigeno capsular K1, mientras que en los
aislados intestinales sélo esta presente en el 20-40%.

La presencia del antigeno capsular K1 es el factor de virulencia de
E. coli asociado con la meningitis neonatal, a diferencia de lo observado
en la poblacion adulta. El mecanismo de patogenicidad no estd bien
estudiado, aunque se conoce que existe una mayor colonizacién durante
el embarazo por estas cepas de E. coli, y que la existencia de las mismas

en el tracto digestivo de los neonatos podria condicionar una bacteriemia




1. Introduccién

y la meningitis subsiguiente (Sarff et al., 1975).

1.3.3. Infecciones respiratorias

Las infecciones respiratorias por E. coli son consideradas como
oportunistas y se observan, sobretodo, en pacientes debilitados o
inmunodeprimidos, a menudo durante su estancia en el hospital. No se
han identificado factores de virulencia especificos de E. coli asociados
con las infecciones respiratorias.

La mayoria de las neumonias por E. coli se producen como
consecuencia de microaspiraciones de secreciones faringeas que estan
colonizadas por este microorganismo. Son, en general, de adquisicion
nosocomial, aunque también pueden afectar a pacientes diabéticos,
alcohdlicos o bronquiticos crénicos a nivel comunitario. Clinicamente se
produce una bronconeumonia de lobulos inferiores, acompafiada de
empiema en un tercio de los casos y de bacteriemia en otro tercio. La
mortalidad puede superar el 50% debido a la gravedad de las

enfermedades de base de los pacientes afectados (Bordow et al., 2003).

1.3.4. Bacteriemia

E. coli es uno de los microorganismos que mas frecuentemente
causan bacteriemia. Las bacteriemias de adquisicion comunitaria se
originan en su mayoria en infecciones complicadas del tracto urinario,

particularmente cuando existe una obstruccion al flujo de orina, y, en

9
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menor grado, en infecciones del tracto biliar. E. coli ocasiona un nimero
importante de sepsis de adquisicion nosocomial, siendo sus focos
primarios el material protésico, en forma de catéteres endovenosos o
tubos endotraqueales, o los tractos urogenital, gastrointestinal o
respiratorio (Gransden et al., 1990).

Los pacientes granulocitopénicos graves por quimioterapia, los
sometidos a ventilacidon mecénica en las unidades de vigilancia intensiva
y, en menor grado, los cirroticos, tienen un riesgo elevado de presentar
bacteriemias primarias por E. coli y otras bacterias entéricas, sin
evidencia de infeccion a dicho nivel, por un mecanismo denominado de
traslocacion bacteriana. La utilizacion de pautas de descontaminacion
selectiva con antibioticos orales no absorbibles, se han encaminado a
reducir estas bacteriemias nosocomiales, aunque su uso no es

generalizado y su eficacia no esta absolutamente demostrada

1.3.5. Infecciones intraabdominales

E. coli se aisla con frecuencia en pacientes con apendicitis
perforadas o inflamadas, abscesos secundarios a diverticulitis perforadas,
abscesos subfrénicos posquirirgicos o infartos mesentéricos. En todas
estas circunstancias, generalmente, la infeccion es polimicrobiana y E.
coli se acompania de otras bacterias de origen entérico (otras

enterobacterias, enterococos y, especialmente, anaerobios) (Almirante,
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2002).

E. coli es una de las etiologias mas frecuentes de las infecciones
de la via biliar, ocasionando episodios de colecistitis, colangitis o,
incluso, abscesos hepaticos multiples por colonizacion ascendente. La
existencia de litiasis en el arbol biliar o las manipulaciones previas del
mismo, por endoscopia o cirugia, son los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de las infecciones a dicho nivel.

Los pacientes cirrdticos presentan, con relativa frecuencia,
cuadros de peritonitis bacteriana espontanea, siendo E. coli el agente
causal implicado en un mayor nimero de episodios. La quimioprofilaxis
diaria con fluorquinolonas, después de un primer episodio, reduce, de
forma sustancial, las frecuentes recidivas de esta infeccion en la cirrosis

hepatica.

1.3.6. Infecciones entéricas

Se conocen cinco tipos de E. coli que pueden ocasionar
enfermedades diarreicas: E. coli enterotoxigénico (ETEC), E. coli
enteroinvasivo (EIEC), E. coli enterohemorragico (EHEC), E. coli
enteropatogeno (EPEC), y E. coli enteroagregativo (EAEC). Cada uno
clasificado dentro de un subgrupo serologico y con diferentes

caracteristicas patogénicas (Nataro y Kaper, 1998).
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1.3.6.1. E. coli enterotoxigénico

ETEC es un agente que causa, con frecuencia, diarrea en nifios y
viajeros a paises subdesarrollados o lugares donde existen malas
condiciones higiénicas. La diarrea cursa sin fiebre y sin inflamacion de la
mucosa intestinal. La enfermedad se puede presentar en varias formas,
que van desde un ligero malestar, hasta un sindrome severo similar al
colera. Se adquiere por ingestion de agua y alimentos contaminados, y,
logicamente, los adultos de las regiones endémicas estan inmunizados
(Ericsson, 1998). La enfermedad requiere la colonizacién y posterior
sintesis de una o mas enterotoxinas, que estan codificadas en plasmidos
(tabla 2).

Las enterotoxinas sintetizadas por ETEC son la toxina termolabil
(LT) y/o la toxina termoestable (ST), los genes que las codifican pueden
estar en el mismo o en plasmidos separados. La toxina LT es muy
parecida a la toxina colérica, tanto estructuralmente, como en el
mecanismo de accion. La toxina ST es de naturaleza peptidica y de muy
pequefio tamafio (2 KDa), lo que explica por qué no se inactiva por el
calor. ST actia aumentando el GMPc citoplasmatico por unién con la
guanilato ciclasa de las membranas de las células hospedador, asi se

aumenta la secrecion de fluidos y electrolitos dando lugar a la diarrea.
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1.3.6.2. E. coli enteroinvasivo

Las cepas EIEC son capaces de producir invasion celular, y por
ello, son distintas a otras cepas de E. coli, que se limitan a la superficie
mucosa. Como consecuencia de ello, se ocasiona una importante
respuesta inflamatoria asociada con una destruccion de la mucosa
intestinal. Clinicamente, el cuadro resultante es similar a la disenteria
bacteriana causada por Shigella dysenteriae, con fiebre elevada, dolor
colico abdominal y diarrea abundante con moco, sangre y pus en las
heces. Esta forma de la enfermedad es poco frecuente en paises
industrializados y, al igual que se observa en las cepas de ETEC, la
infeccion esta causada por un numero limitado de serogrupos, que poseen
una capacidad invasiva codificada genéticamente por un plasmido de
gran tamano.

EIEC actua de forma invasiva y, a diferencia de Shigella, no

produce toxinas.

1.3.6.3. E. coli enteropatogénico

EPEC induce una diarrea aguda (y gran mortandad en nifios
menores de 2 afos, en paises en vias de desarrollo) similar a ETEC, pero
no presenta los mismos factores de virulencia que favorecen Ia
colonizacion y la produccion de toxinas. EPEC produce una adhesina de

naturaleza no fimbrial (intimina) (Jerse et al., 1990), pili BFP, y una
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enterotoxina similar a la que produce Shigella (Nataro y Kaper, 1998).
Las causas de la aparicion de diarrea en individuos infectados con
bacterias que pertenecen a serotipos correspondientes a EPEC y EHEC
son multifactoriales, por ejemplo, la activacion de dos cinasas: PKC, que
induce cambios en la secrecion de agua y electrolitos por el epitelio, y la
fosforilacion de la miosin cinasa, que lleva a un aumento de la
permeabilidad de la membrana. Estos fendmenos, junto con el
borramiento de las microvellosidades del epitelio, que impide la funcion
de absorcidn, son los responsables de la aparicion de la diarrea intensa

(Nataro y Kaper, 1998).

1.3.6.4. E. coli enteroagregativa

Las cepas EAEC se caracterizan por presentar un patrén
agregativo de adherencia a las células tisulares Hep-2. La capacidad de
ocasionar esta adherencia, asi como de producir una enterotoxina (toxina
EAST), estd mediada genéticamente por un plasmido. Esta particular
cepa de E. coli se ha asociado con cuadros diarreicos persistentes en

nifios de paises en desarrollo (Eisenstein et al., 2000).

1.3.6.5. E. coli enterohemorragico
EHEC esta representado por una cepa del serotipo O157:H7, que

produce toxiinfecciones alimentarias caracterizadas por heces
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sanguinolentas y ausencia de fiebre. Constituye una enfermedad
emergente, en el mundo en general, y Europa en particular. Han
aparecido brotes de casos muy graves en nifios de diversos paises
(EEUU, Canad4, Gran Bretana, Japon, Chile, Argentina, Sudafrica), por
el consumo de carne, agua o algun otro alimento contaminado con este
serotipo. Por lo que respecta a Espafia, la incidencia es mucho menor a la
existente en otros paises (Margall et al., 1997).

La enfermedad causada por esta cepa es especialmente virulenta,
ya que induce una toxemia generalizada con diarrea hemorragica y, en
los casos mas graves, la muerte, que se debe a un sindrome urémico
hemolitico con fracaso renal (Nataro y Kaper, 1998).

Las cepas EHEC tienen el mismo mecanismo de adhesion y la
misma "isla de patogenicidad" que las EPEC, sin embargo, debido a la
presencia de un plasmido de 60 KDa, estas cepas producen una toxina
hemolitica. Las EHEC son capaces de invadir la célula eucariota, entrar
en la corriente sanguinea y secretar toxinas similares a las de Shigella

(stxA, stxB) (Nataro y Kaper, 1998).

1.3.7. Otras infecciones
E. coli puede producir abscesos en cualquier localizacion. Son de
moderada frecuencia los localizados a nivel del tejido celular subcutaneo

secundarios a la infeccion de las heridas quirargicas, a isquemia arterial
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de las extremidades inferiores o a lesiones repetidas por inyecciones
subcutaneas de insulina u otros medicamentos. En general, la etiologia es
polimicrobiana y la presencia de E. coli ocasiona, de forma caracteristica,
la produccion de gas en los tejidos, que se detecta por crepitacién o por
estudios radiologicos.

E. coli ocasiona, de forma excepcional, un gran nimero de
infecciones, como artritis sépticas, endoftalmitis, tiroiditis supurativa,
abscesos cerebrales, endocarditis, osteomielitis, prostatitis, sinusitis y

tromboflebitis séptica, entre otras.

1.4, TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR
ESCHERICHIA COLI

El tratamiento antibidtico de las infecciones por E. coli depende
de su localizacion, de su gravedad y de los resultados de las pruebas de
sensibilidad de la cepa aislada, si los mismos estan disponibles.

En la diarrea infecciosa, la rehidratacion y el aporte de electrolitos
es la terapéutica de eleccion. Los antibioticos, fundamentalmente las
quinolonas, se reservan para los casos de duracion prolongada de la
sintomatologia o para aquellos pacientes con cuadros graves de la
enfermedad.

Las infecciones no complicadas de las vias urinarias generalmente

evolucionan de forma favorable con un tratamiento en dosis Unica o
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durante tres dias de antibioticos del tipo de cotrimoxazol, amoxicilina-
acido clavuldnico o fosfomicina. En los casos de infecciones
complicadas, la duracién del tratamiento antibidtico no debe ser inferior a
los siete dias, siendo recomendable una pauta de entre 10 y 15 dias. En el
momento actual, en nuestro medio geografico, hasta un 20% de las cepas
de E. coli muestran resistencia a las quinolonas, debido,
fundamentalmente, al uso indiscriminado de estos antibioticos, tanto en
humanos como en veterinaria, por lo que no se recomienda su uso como
terapia empirica de las infecciones urinarias de la comunidad (Daza et
al., 2001).

Las infecciones graves por E. coli requieren, a menudo, de
tratamiento con cefalosporinas de espectro ampliado, como cefotaxima o
ceftriaxona, o con otros betalactamicos que tienen una excelente
actividad frente a dicho microorganismo y buena penetracion tisular.

Los aminoglucosidos, como gentamicina o tobramicina, debido a
su posible toxicidad, se reservan para la terapia de infecciones en
pacientes neutropénicos o en casos de neumonias graves, siempre en
asociacion con un betalactamico. La mayor eficacia de esta combinacion,
frente a la monoterapia con un betalactamico, no ha sido demostrada.

En los abscesos de diferentes localizaciones es fundamental el
drenaje asociado al tratamiento antibidtico.

Cada vez es mas frecuente la presencia de cepas de E. coli
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productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs),
procedentes tanto del medio intrahospitalario como de la comunidad,
como consecuencia de la presion antibiotica y la facil transmision de este
caracter de resistencia, lo cual nos conduce a replantearnos el tratamiento

antibidtico de las infecciones causadas por E. coli productor de BLEEs.

1.5. RESISTENCIA ANTIBIOTICA

La base del desarrollo de la resistencia bacteriana estd en la
seleccion de cepas. Es una interferencia en el proceso de seleccion
natural. Donde antes se seleccionaban las bacterias mas aptas para la
supervivencia en el sitio del organismo de que se trate, en presencia del
antibiotico, sobreviviran solamente aquellas variantes capaces de resistir
a las concentraciones del mismo presentes en ese lugar. El antibiotico se
convierte en el primer factor de seleccion (Hawkey, 1998).

Tras la introduccion en la clinica de cada nuevo antibiotico, es un
proceso probablemente inevitable, que en un plazo variable de tiempo,
aparezcan variantes resistentes de la bacteria contra la que se pretende
luchar con el nuevo farmaco. Esto no implica que, con el uso racional no
se pueda limitar al maximo la emergencia de resistencias (MacDougall y
Polk, 2005).

Es necesario tener en cuenta la existencia de dos tipos de

resistencia, la natural y la adquirida. La primera es constitutiva de la
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bacteria, por ejemplo, las diferencias de la membrana de grampositivos y
gramnegativos hace que algunos antibioticos no encuentren su diana
adecuada donde ejercer su efecto (Hawkey, 1998).

Por otro lado, el origen de la resistencia adquirida es genético. El
inicio es una mutacion puntual en el material genético que permite el
cambio de alguna cualidad que afecta al antimicrobiano o a su diana y
finalmente dicha cepa serd la seleccionada de entre todas las existentes
para perpetuarse. También es muy importante la transferencia de material
genético entre bacterias, siendo muy destacable en bacterias
gramnegativas, donde ocurre con facilidad (Davies, 1997; Hawkey,

1998).

1.5.1. Resistencia adquirida debida a mutaciones

Este tipo de resistencia se genera por mutaciones en los genes del
microorganismo que controlan las estructuras o funciones sobre las que
actian los distintos antibidticos, modificando la sensibilidad del
microorganismo a los farmacos. Esta forma de resistencia por mutacion
puede aparecer en una generacion (resistencia en un solo escalén) o en el
transcurso de varias generaciones (resistencia en varios escalones). En el
caso de la resistencia en un solo escalon, el microorganismo, que era
inicialmente sensible a un determinado antibidtico, se vuelve resistente

en la proxima generacion. En cambio, en el caso de la resistencia en
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varios escalones, la sensibilidad a los antibidticos va disminuyendo
progresivamente a medida que se forman nuevas generaciones, y llega un
momento en el que el microorganismo se vuelve totalmente resistente al

farmaco (Davies, 1997; Hawkey, 1998).

1.5.2. Resistencia mediada por intercambio genético

La capacidad de resistencia se transmite por transferencia de
genes mediante transformacion, transduccion y/o conjugacion. La forma
mas eficaz y poderosa de propagacion de la informacidon genética se da
por intermedio de los plasmidos (plasmidos R o factores R) (Hawkey,
1998).

Los factores R son plasmidos conjugativos que confieren a los
microorganismos resistencia frente a farmacos. El factor R posee dos
componentes diferentes: el factor de transferencia de resistencia (FTR),
que controla el proceso de conjugacion, y el determinante r, que esta
formado por uno, o mas genes, que confieren la resistencia frente a
drogas especificas. Los determinantes FTR y r son replicones
independientes que se unen para formar el factor R, pero los
determinantes r solo confieren resistencia a la célula que los posee. El
factor FTR codifica la formaciéon de pili especificos por los cuales se
lleva a cabo el proceso de conjugacion. También existen plasmidos que

otorgan a los microorganismos la capacidad de resistencia frente a
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antibidticos y no poseen el factor FTR, por lo que no son conjugativos o
"autotransferibles". Estos tipos de plasmidos son incapaces de iniciar la
conjugacion, y no codifican el pili sexual. Generalmente, son transferidos
por transduccion o por plasmidos conjugativos corresidentes. La
transferencia de genes que codifican la resistencia antibidtica también se

puede realizar mediante transposones e integrotes (Hawkey, 1998).

1.5.3. Mecanismos bioquimicos de expresion de resistencia

Desde el punto de vista molecular y bioquimico, existen,
basicamente, cinco mecanismos por medio de los cuales una bacteria
puede hacerse resistente a los antibioticos (Davies, 1997; Hawkey, 1998):
e Inactivacion enzimatica
e Barrera de impermeabilidad
e No activacion enzimatica del pro-farmaco
e Expulsion activa
e Alteracion de la diana

Es necesario tener en cuenta que los cinco mecanismos pueden
coexistir simultineamente en la misma bacteria.

En nuestro caso, vamos a tener en consideracion los dos primeros,
centrandonos, exclusivamente, en la inactivaciébn enzimatica por

betalactamasas, y en las alteraciones de la permeabilidad de E. coli.
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1.6. INACTIVACION ENZIMATICA POR BETALACTAMASAS

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida
del anillo betalactamico de todos los antibidticos betalactamicos,
perdiendo capacidad de unién a las PBPs, y dando asi lugar a compuestos
sin actividad antibacteriana.

Desde un punto de vista clinico es esencial conocer la identidad
del microorganismo que produce la betalactamasa, la localizacion del gen
productor del enzima (plasmido o cromosoma), el caracter inducible o
constitutivo de su expresion y el fenotipo de resistencia que determina
(capacidad que tienen para hidrolizar los diferentes substratos
betalactamicos y la mayor o menor inhibicion de la que son objeto por
parte de los inhibidores de betalactamasas). Estas caracteristicas, asi
como el punto isoeléctrico y el peso molecular, se han empleado en la
clasificacion de las diferentes betalactamasas.

También es necesario conocer la secuencia de aminoacidos,
sobretodo la de su centro activo. Segun éste existen cuatro clases de
enzimas: A, B, C, y D (Ambler, 1980). Las enzimas de clase A, Cy D
poseen serina en su centro activo, que reacciona con el anillo
betalactimico, abriéndolo irreversiblemente e inactivando el antibidtico;
mientras que las enzimas de clase B poseen Zinc en su centro activo
(metalobetalactamasas), que reacciona con el grupo carbonil del enlace

amida del betalactamico, inactivandolo (Samaha-Kfoury y Araj, 2003).
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Tabla 3: Clasificacion de las betalactamasas (modificada de Bush et al., 1995)

Substrato preferido

Inhibi-
do por
acido

clavula-
nico

Inhibi-
do por
EDTA

Enzimas

Microorganis-mo

Cefalosporinas

Amp C

MIR-1, MOX-1,
FOX-1

Enterobacterias

P. aeruginosa
E. coli
K. pneumoniae

Penicilinas

Crom / Plas

S. aureus (A, B,
C, D)

S. aureus

Penicilinas
Cefalosporinas 1*

TEM-1, TEM-2,
SHV-1

Enterobacterias
H. influenzae
N. gonorrhoeae
P. aeruginosa

Penicilinas
Cefalosporinas 1* a 3*
Monobactamicos

TEM 3-29, 43,
44, 50, 51, 52
SHV-2a 10, 12

SHV-1
K1 K. oxytoca

Enterobacterias
P. aeruginosa

K. pneumoniae
K. oxytoca

Penicilinas
Inhibidores
betalactamasas

TEM-30 a 42, 45

Enterobacterias

Penicilinas
Carbenicilina

PSE-1, 3,4

Enterobacterias
P. aeruginosa

Penicilinas
Cloxacilina

OXA-1a10

Enterobacterias
P. aeruginosa

Penicilinas
Cloxacilina
Cefalosporinas 1* a 3*

OXAl1la2l

P. aeruginosa

Cefalosporinas 1* a 3*

Cefuroximasa

P. vulgaris

Penicilinas
Cefalosporinas 1* a 3*
Carbapenemas

NMC-A
Sme-1
IMI-1

E. cloacae
S. marcescens

Penicilinas
Cefalosporinas 1* a 3*
Carbapenemas

Crom

Crom / Plas

Plas

L-1

S. maltophilia
B. fragilis

Enterobacterias
P. aeruginosa

Penicilinas

23

Crom

Plas

B. cepacia

E. coli




1. Introduccién

En la actualidad, las betalactamasas se clasifican segin la
propuesta de Bush, Jacoby y Medeiros (Bush et al., 1995) que unifican

criterios de clasificaciones anteriores (tabla 3).

1.7. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEEs)
1.7.1. Introduccion e historia

La primera betalactamasa que se describi® en una bacteria,
concretamente en E. coli, lo fue incluso antes de que el primer
betalactamico, la penicilina, fuese usado en la practica médica (Abraham
y Chain, 1940). La primera betalactamasa codificada por plasmidos en
microorganismos gramnegativos, la enzima TEM-1, fue descrita a
principios de la década de los 60 (Datta y Kontomichalon, 1965). Fue
encontrada en un aislamiento de E. coli procedente de un hemocultivo de
una paciente llamada “Temoniera” en Grecia, de ahi la designacion de la
enzima como TEM. El hecho de que esta enzima esté mediada por
plasmidos y transposones ha facilitado el paso de la misma a otras
especies bacterianas. Asi, afios después de este primer aislamiento, la
betalactamasa TEM-1 puede encontrarse en multiples especies de la
familia Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, H. influenzae y N.
gonorrhoeae.

Otra betalactamasa cominmente encontrada en K. pneumoniae y

E. coli es SHV-1 (de “sulphydryl variable”). La betalactamasa SHV-1

24




1. Introduccién

esta codificada por el cromosoma en la mayoria de los aislamientos de K.
pneumoniae, pero usualmente es de origen plasmidico en E. coli.

En los ultimos 20 afios se han incorporado nuevos antibidticos
betalactamicos con la finalidad de ser resistentes a la hidrolisis por las
betalactamasas. Sin embargo, con cada nuevo antibidtico que se ha
venido usando para los tratamientos de los pacientes, nuevas
betalactamasas han aparecido causando resistencia a este grupo de
farmacos (Bush, 1989). Presumiblemente, la presion selectiva del uso de
nuevos antibioticos en el tratamiento de las infecciones ha seleccionado
nuevas variantes de betalactamasas. Una de estas nuevas clases han sido
las oxiimino-cefalosporinas, que desde la década de los 80 comenzaron a
extender su uso para el tratamiento de las infecciones graves por
bacterias gramnegativas.

La primera descripcién de una betalactamasa plasmidica con un
perfil de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y sensibles a
cefoxitina se realiz6 en Europa, en Alemania (Knothe et al., 1983). El
analisis de estas cepas demostrd, con posterioridad, que la resistencia era
debida a la produccion de una betalactamasa plasmidica transferible
derivada de SHV-1, y que se denomindé SHV-2 (Kliebe et al., 1985). El
incremento de espectro que generaba este descubrimiento, especialmente
frente a las oxiimino-cefalosporinas, hizo que se las denominara

betalactamasas de espectro ampliado, por hidrolizar un rango de
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betalactamicos mas amplio que las enzimas plasmidicas TEM-1, TEM-2
y SHV-1. Hoy se las denomina, con mayor propiedad, betalactamasas de
espectro extendido o BLEEs (Philippon et al., 1989). Hay descritas
diferentes BLEEs, por todo el mundo, en diferentes especies de
Enterobacteriaceae y P. aeruginosa.

Las BLEEs estan codificadas por plasmidos (Jacoby y Sutton,
1991). La mayor parte de ellas pertenecen a la clase molecular A, y sus
caracteristicas principales son poseer el aminoacido serina en su centro
activo, tener un peso molecular de 29 KDa y llevar a cabo la hidrolisis
preferentemente de penicilinas (Medeiros et al., 1988). Utilizando el
esquema propuesto por Bush, Jacoby y Medeiros (Bush et al., 1995) las
BLEEs son definidas como betalactamasas capaces de hidrolizar
oxiimino-cefalosporinas, son inhibidas por acido clavulanico y quedan

incluidas en el grupo funcional 2be de esta clasificacion (tabla 3).

1.7.2. Principales tipos de BLEEs

Muchas de las BLEEs derivan de las enzimas TEM o SHYV,
aunque no todas. Mutaciones puntuales en el gen que las codifica
incrementan el espectro fenotipico. Nosotros, aqui, nos vamos a centrar

en los tres tipos mas frecuentes en nuestro medio.
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1.7.2.1. Betalactamasas tipo TEM

La expresion de una betalactamasa tipo TEM-1 es el mecanismo
mas comun de resistencia a los betalactdmicos entre las bacterias
gramnegativas (Du Bois et al., 1995). Por encima del 90% de la
resistencia a ampicilina en E. coli es debida a la produccion de una TEM-
1 (Sanders, 1987). Este mecanismo de resistencia ha sido habitualmente
descrito entre Enterobacteriaceae, pero no estd confinado s6lo a este
grupo de bacterias. El gen responsable se localiza en un transposon cuya
transposicion hace que este gen también se haya descrito en otras
especies bacterianas como H. influenzae, Vibrio spp. o N. gonorrhoeae.

TEM-2, la primera enzima derivada de TEM-1, presenta una
unica sustitucion, la de glutamina en la posicion 39 a lisina respecto a la
secuencia de TEM-1 (Barthélémy et al., 1985). Esto genera un cambio
del punto isoeléctrico (pI) de 5,4 de TEM-1 a 5,6 en TEM-2, pero no se
modifica el perfil de substrato. La prevalencia de TEM-2 entre plasmidos
en enterobacterias resistentes a betalactamicos no supera el 4%. TEM-3,
originalmente descrita en 1988, fue la primera betalactamasa tipo TEM
que mostr6 un fenotipo propio de una BLEE (Sougakoff et al., 1988).

Las sustituciones en los aminoacidos que ocurren en la secuencia
de la enzima TEM se producen en un niimero limitado de posiciones. La
combinacion de estos cambios de aminoacidos produce la aparicion de

los fenotipos BLEESs, tales como la capacidad de hidrolizar oxiimino-
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cefalosporinas como ceftazidima y cefotaxima, o un cambio en el punto
isoeléctrico, que va desde 5,2 a 6,5. Algunos de estos cambios son
especialmente importantes a la hora de generar un fenotipo BLEE. Por
ejemplo, la sustitucion de glutamato por lisina en la posiciéon 104 de
TEM-1 (TEM-17), arginina por serina en la posicion 164 de TEM-1
(TEM-12) o glicina por serina en la posicién 238 de TEM-1 (TEM-19).
La presion ejercida por el uso de las cefalosporinas hace que se
vayan seleccionando nuevas enzimas como consecuencia de multiples
mutaciones en la secuencia de aminoacidos, para ir creando enzimas cada

vez mas eficaces en la hidrolisis de las cefalosporinas.

1.7.2.2. Betalactamasas tipo SHV

La betalactamasa SHV-1 generalmente se encuentra en K.
pneumoniae, siendo responsable de mas del 20% de la resistencia a
ampicilina mediada por pldsmidos en esta especie (Tzouvelekis y
Bonomo, 1999). Sin embargo, en muchas cepas de K. pneumoniae el gen
blasny se encuentra integrado en el cromosoma bacteriano (Livermore,
1995). El gen que codifica SHV-1 comparte un 65% de identidad con el
de TEM-1 (Huletsky et al., 1990). No esta claro por qué TEM-1 es mas
prevalente que SHV-1, con un 80% de plasmidos que codifican
resistencia a betalactdmicos en enterobacterias frente a un 5% para SHV-

1 (Du Bois et al., 1995), posiblemente se deba a que el transposon que
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contiene a TEM-1 es mas movil.

Al contrario que las betalactamasas tipo TEM, existen
relativamente pocas betalactamasas derivadas de SHV-1. La mayor parte
de las variantes SHV poseen un fenotipo BLEE que esta generado por la
sustituciéon de un aminoacido serina en lugar de glicina en la posicion
238 de su secuencia. Esta mutacion esta asociada con un gran incremento
de la CMI de cefotaxima, y un incremento moderado de la CMI de
ceftazidima respecto a las CMIs de SHV-1 para estos mismos
antibioticos.

Hoy dia la mayor parte de las enzimas SHV poseen un fenotipo
de BLEE. Sin embargo, una variante, SHV-10, tiene un fenotipo de
betalactamasa resistente a inhibidores de betalactamasas (IRT). Esta
enzima, derivada de SHV-5, contiene una sustitucidén adicional en la

posicion 130, glicina en lugar de serina (Primarakis et al., 1997).

1.7.2.3. Betalactamasas tipo CTX-M

En los ultimos afos ha ido surgiendo una nueva familia de BLEEs
denominada CTX-M, caracterizadas por conferir resistencia de alto nivel
a cefuroxima, cefotaxima y cefepime, practicamente sin incrementar las
CMlIs de ceftazidima, ya que la actividad hidrolitica frente a este ultimo
antibiotico es minima comparada con la de las otras cefalosporinas.

Ademas de la rapida hidrolisis de cefotaxima, otra caracteristica de estas
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enzimas es que son inhibidas mejor por tazobactam que por sulbactam o
acido clavulanico (Tzouvelekis et al., 2000). Principalmente, estas
enzimas se han descrito en cepas de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Tzouvelekis et al., 1998) y en E. coli, pero también se han
descrito en otras especies de Enterobacteriaceae. El residuo serina en la
posicion 237, que estd presente en todas las CTX-M, juega un papel
importante en la actividad tipo BLEE de estas betalactamasas.

Estas enzimas no estin estrechamente relacionadas con las
betalactamasas TEM o SHV, mostrando so6lo un 40% de proximidad
genética con estas dos (Tzouvelekis et al., 2000). Sin embargo, hay un
alto grado de parecido entre la betalactamasa cromosémica de Kluyvera
ascorbata (Klu-1 y Klu-2) y las enzimas tipo CTX-M, lo que sugiere un
posible origen en esa especie (Humeniuk et al., 2002). Sin embargo, se
han expresado una alta variedad de variantes de las enzimas CTX-M, por
lo que es muy improbable que estas enzimas tengan un mismo origen
filogenético (Bradford, 2001).

Cepas en las que se han aislado enzimas tipo CTX-M han
aparecido por multiples partes del mundo, pero sobretodo se han
asociado con brotes focales en el este de Europa, Suramérica y Japon. En
menos ocasiones se han descrito aislamientos en el oeste de Europa, y
generalmente en pacientes inmigrantes procedentes de las zonas donde se

han descrito brotes. Sin embargo, aqui cabe destacar la alta incidencia de
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aislamientos de enterobacterias con estas betalactamasas en Espaia, lo
que puede sugerir una zona endémica en el oeste de Europa. En las zonas
donde se han descrito brotes epidémicos los laboratorios describen que
los aislamientos con CTX-M son los mas frecuentes del grupo de BLEEs

(Sabaté et al., 2000).

1.7.3. Epidemiologia

Las enterobacterias productoras de BLEEs se han aislado con
mayor frecuencia en muestras procedentes de pacientes hospitalizados,
pero también pueden encontrarse en muestras de origen comunitario.
Estos aislamientos pueden aparecer de forma esporddica, o dar lugar a
brotes nosocomiales.

La codificacion plasmidica de este tipo de resistencia hace que
sea facilmente transferible, por conjugacion, entre diversas especies
bacterianas. Asi, podemos detectar brotes debidos a la diseminacion de
un plasmido, o bien a la diseminacion de una cepa resistente (epidemia
clonal). Ademas, estos plasmidos pueden llevar asociada resistencia a
otros grupos de antibidticos (aminoglucdsidos, tetraciclinas, trimetoprim-
sulfametoxazol, entre otros) por lo que nos podemos encontrar con
microorganismos multirresistentes. Todo ello determina que las opciones
terapéuticas para las infecciones causadas por bacterias que producen

BLEEs sean limitadas.
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El tubo digestivo actia como reservorio de estos
microorganismos; ademas es el nicho ecolégico adecuado para que la
resistencia se transmita a otras especies bacterianas.

El microorganismo en el que mas frecuentemente se han descrito
brotes nosocomiales de BLEEs es K. pneumoniae. Probablemente esta
relacionado con el hecho de que esta especie forma parte de la microbiota
normal, sobrevive durante bastante tiempo sobre la piel y los fomites y
acepta, con cierta facilidad, pldsmidos conjugativos. Las primeras
epidemias de infeccion hospitalaria por K. pneumoniae productor de
BLEEs fueron descritas en Francia a finales de los ochenta (Legrand et
al., 1989). Desde entonces se han documentado por todo el mundo,
incluida Espafia, numerosos brotes nosocomiales causados por
enterobacterias productoras de BLEEs.

Durante muchos afios, por tanto, el problema predominante con
relacion a las BLEEs ha sido la observacion de brotes epidémicos
nosocomiales de infecciones por K. pneumoniae, especialmente en las
unidades de cuidados intensivos, otras areas hospitalarias, residencias
geriatricas y orfanatos (Legrand et al., 1989; Meyers et al., 1993; Pena et
al., 2001; Weill et al., 2004; Wiener et al., 1999). Por otra parte, se¢ han
observado también infecciones esporadicas por K. pneumoniae intra o
extrahospitalarias (Lautenbach et al., 2001a).

Es un hecho reconocido la relacion existente entre la observacion
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de estos brotes epidémicos y un amplio consumo de antibidticos,
especialmente de cefalosporinas de tercera generacion. El consumo
elevado de estos antibidticos favoreceria la aparicion de estos clones de
K. pneumoniae productores de BLEEs, que se diseminarian con
particular facilidad en centros o unidades con factores predisponentes
para la transmision cruzada entre pacientes (Paterson y Yu, 1999).

Los brotes nosocomiales por E. coli y otras enterobacterias han
sido, sin embargo, menos frecuentes (Paterson et al., 2001b) aunque se
refieren cada vez mas infecciones producidas por estos microorganismos
que son de caracter endémico o esporadicas, tanto nosocomiales como de
aparente adquisicion en la comunidad. Asi, el problema se ha extendido
de forma muy notable a E. coli y, en menor medida, a otras
enterobacterias (Winokur et al., 2001). Los datos de resistencia
antibiotica proporcionados por el proyecto SENTRY (Antimicrobial
Surveillance Program), procedentes de aislamientos en pacientes
hospitalizados desde 1997 hasta 1999 y englobando hospitales de
Norteamérica, Latinoamérica, Europa y el sudeste asiatico, han puesto de
manifiesto la amplia distribucion mundial de estas infecciones, aunque
con grandes diferencias segin las areas geograficas (Winokur et al.,
2001). Como puede observarse en la figura 1 y en la tabla 4, el mayor
porcentaje corresponde a América Latina, con el 45% de los aislados de

K. pneumoniae productor de BLEEs, seguido de la region del Sudeste
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asiatico y de Europa, con el 25% y el 22%, respectivamente, siendo la
incidencia mucho menor en Estados Unidos o Canada, con cifras del 8%
y el 5%. Teniendo en cuenta ésto, los autores plantean la posibilidad de
que en estas areas la presion selectiva ejercida por el abuso de
cefalosporinas de tercera generacion podria ser la explicacion. Los datos
que este estudio aporta sobre la presencia de BLEEs en Europa son

similares a los aportados por el grupo GEIH para Espaiia.

Figura 1: Prevalencia de enterobacterias con fenotipo BLEEs en América, Europa y

Asia. Estudio SENTRY. (Winokur et al., 2001)
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Tabla 4: Distribucion de los microorganismos productores de BLEEs en las zonas del

estudio SENTRY (Winokur et al., 2001)

Organismo, pais o region
(ndmero de aislamientos
estudiados)

Numero (%) de aislamientos con fenotipo BLEE

Todos los
substratos®

Ceftazidima?| Ceftriaxona? | Aztreonam?

K. pneumoniae

Canada (n=368)

Europa (n=946)
Latinoamérica (n=897)
Estados Unidos (n=2.017)
Sudeste asiatico (n=560)
E. coli

Canada (n=1.203)

Europa (n=3.822)
Latinoamérica (n=2.026)
Estados Unidos (n=4.966)
Sudeste asiatico (n=1.104)
P. mirabilis

Canada (n=97)

Europa (n=442)
Latinoamérica (n=196)
Estados Unidos (n=589)
Sudeste asiatico (n=111)
Salmonella spp.

Canada (n=11)

18 (4.9)
214 (22.6)
407 (45.4)
153 (7.6)
138 (24.6)

15 (83.3)
204 (95.3)
397 (97.5)
133 (36.9)
134 (97.1)

9 (50.0)
192 (39.7)
385 (94.6)
111 (72.5)
128 (92.8)

14 (77.8)
199 (93.0)
371 (91.2)
113 (73.9)
129 (93.5)

51(4.2)
202 (5.3)
173 (8.5)
166 (3.3)
87 (7.9)

40 (78.4)
160 (79.2)
164 (94.8)
117 (70.5)
79 (90.8)

20 (39.2)
125 (61.9)
146 (34.4)
83 (50.0)
62 (71.3)

33 (64.7)
154 (76.2)
157 (90.8)
128 (77.1)
80 (92.0)

3(3.0)
49 (11.1)
44 (22.4)
29 (4.9)
2(1.8)

2 (66.7)
42 (85.7)
26 (59.1)
21 (72.4)

1(50.0)

2 (66.7)
34 (69.4)
39 (88.6)
12 (41.4)
1(50.0)

1(33.3)
23 (46.9)
28 (63.6)
16 (55.2)
1(50.0)

0 (0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

Europa (n=128)

1(0.8)

1 (100.0)

0 (0.0)

0 (0.0)

Latinoamérica (n=125)

3(2.4)

3 (100.0)

2 (66.7)

2 (66.7)

Estados Unidos (n=79)

0(0.0)

0(0.0)

0 (0.0)

0(0.0)

Sudeste asiatico (n=88)

3(3.4)

3 (100.0)

3 (100.0)

3 (100.0)

' CMI de ceftazidima, ceftriaxona o aztreonam > 2 pg/ml

2 CMI > 2 pg/ml. Porcentajes calculados sobre el total de aislamientos con fenotipo BLEE detectado por
cualquiera de los tres antibioticos

La primera epidemia por bacterias poseedoras de BLEEs
conocida en nuestro pais (1988-1990) incluyo aislamientos de K.
pneumoniae (61%), S. marcescens (31%), K. oxytoca (5%) y E. coli
(3%). Estos aislados también eran resistentes a aminoglucdsidos,

cloranfenicol, sulfamidas y tetraciclinas (Fernandez-Rodriguez et al.,
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1992).

Hasta hace poco tiempo se desconocia la frecuencia de
enterobacterias productoras de BLEEs en Espafia. Por este motivo, el
Grupo de Estudio de Infeccion Hospitalaria (GEIH) de la Sociedad
Espaiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)
inici6 un estudio prospectivo multicéntrico para conocer la prevalencia
real de los dos principales patdogenos productores de BLEEs, K.
pneumoniae y E. coli, en diferentes areas geograficas de nuestro pais
(Hernandez et al., 2003). En este estudio participaron 40 hospitales
nacionales y los resultados quedan resumidos en la tabla 5. Se remitieron
352 aislados clinicos: 262 E. coli, 81 K. pneumoniae y 9 aislamientos de
otras especies. De los 352 aislados se confirmo la produccién de BLEEs
en 240 (68%). De éstos, 170 (71%) se identificaron como E. coli y 70
(29%) como K. pneumoniae. Estos valores indican que el porcentaje de
aislados productores de BLEEs, del total de cada especie recibidos, fue
del 64,9% (170/262) en el caso de E. coli y del 86,4% (70/81) en el de K.
pneumoniae. Se aislaron E. coli productores de BLEEs en 33 hospitales
de los 40 participantes (82,5%) y K. pneumoniae productores de BLEEs
en 17 (42,5%). En conjunto, se aislaron bacterias productoras de BLEEs
de una u otra especie en el 90% de los hospitales participantes. E. coli
productores de BLEEs supusieron el 0,5% del total de esta especie

aislada en todos los centros. En ¢l caso de K. pneumoniae este porcentaje
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fue de 2,7%, existiendo mayor dispersion geografica en los centros con
mayores tasas de aislamientos de BLEEs que en el caso de E. coli.

Cabe destacar que los 4 hospitales con mayor porcentaje de E.
coli productor de BLEEs se encuentran en la comunidad autonoma de
Andalucia y destaca el elevado porcentaje detectado en el Hospital
Virgen de la Candelaria de Tenerife (16,7%).

El 51% de las muestras en las que se aislo E. coli productor de
BLEEs fueron extrahospitalarias, mientras que el 93% de las muestras de
K. pneumoniae productor de BLEEs fueron intrahospitalarias.

En el caso de E. coli productor de BLEEs los datos obtenidos en
este estudio indican que, en Espafa, este microorganismo se aisla,
principalmente, en muestras de orina (66%).

K. pneumoniae sigue siendo un problema principalmente
nosocomial y los servicios donde se encuentran principalmente son las

UClIs, tanto de adultos como pediatricas
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Tabla 5: Frecuencia de aislamientos de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEEs

en hospitales espafioles (Hernandez et al., 2003)

HOSPITAL

CIUDAD

Escherichia
coli

Klebsiella
pneumoniae

Txagorritxu

Vitoria (Alava)

0

0

Marina Baixa

Villajoyosa (Alicante)

0,8

0

Vega Baja

Orihuela (Alicante)

0,19

2,17

Severo Ochoa

Cangas del Narcea (Asturias)

0

General de Asturias

Oviedo (Asturias)

0,93

Meérida

Mérida (Badajoz)

0,43

Son Dureta

Palma de Mallorca (Baleares)

0

Bellvitge

Barcelona

0,33

Clinic

Barcelona

0,68

Vall d’Hebron

Barcelona

0,26

General Yagiie

Burgos

0,22

Puerta del Mar

Cédiz

0

Marqués de Valdecilla

Santander (Cantabria)

0,36

La Mancha Centro

Alcéazar San Juan (Ciudad Real)

0,7

Reina Sofia

Cordoba

2,02

Doctor Negrin

Gran Canaria

0,16

Virgen de las Nieves

Granada

2,38

San Cecilio

Granada

0,59

Ntra Sefiora de
Aranzazu

San Sebastian (Guipuzcoa)

0,05

General Ciudad de Jaén

Jaén

1,23

Juan Canalejo

A Coruna

0,22

Arquitecto Marcide

Ferrol (A Coruiia)

0,59

Ramon y Cajal

Madrid

1,01

Gregorio Maraiion

Madrid

0,76

12 de Octubre

Madrid

ND

Alcorcon

Alcorcon (Madrid)

0,1

Virgen del Camino

Pamplona (Navarra)

1,16

Navarra

Pamplona (Navarra)

0,26

Santa Maria Nai

Orense

ND

Provincial de
Pontevedra

Pontevedra

0,09

Xeral Cies

Vigo (Pontevedra)

0,34

Clinico

Salamanca

0

Virgen Macarena

Sevilla

2,37

San Camilo

S. Pere de Ribas (Barcelona)

0,17

Virgen de la Candelaria

Tenerife

1

Alcaifiiz

Teruel

Parapléjicos

Toledo

Basurto

Bilbao-Vizcaia

Lozano Blesa

Zaragoza

Miguel Servet

Zaragoza

ND: No determinado por no disponer de los datos de aislamientos totales.
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Hasta hace poco, se consideraba que los microorganismos
productores de BLEEs causantes de infecciones eran un problema casi
exclusivamente nosocomial, que afectaba a pacientes ingresados con
enfermedades debilitantes, tratamiento antimicrobiano de amplio
espectro y estancia hospitalaria prolongada, especialmente en UCI y
cirugia (Coque et al., 2002). Posiblemente el uso abusivo de los
tratamientos con cefalosporinas orales a nivel extrahospitalario ha
favorecido su aparicion a nivel comunitario.

Los datos del trabajo del GEIH indican una prevalencia global en
Espafia de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEEs del 0,5% y el
2,7%, respectivamente, datos acordes con los de estudios multicéntricos
publicados hasta ahora en paises de nuestro entorno, como Francia (De
Champs et al., 2000) o Italia (Spanu et al., 2002).

En cuanto a los datos epidemiologicos referidos a nuestro ambito
(Hospital Universitario “San Cecilio” y su area sanitaria), en un estudio
reciente (Sorl6zano, 2004) realizado en el servicio de Microbiologia de
este Hospital entre aislados de E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca, se
determind que la prevalencia de aislados productores de BLEEs era del
14%, 1,5% y 4,6% para cada especie, respectivamente. Asi, el 10,2% de
los aislados de estas tres especies identificados en dicho servicio

hospitalario producian una BLEE.
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Destaco el predominio de E. coli (92,6% de los aislados
productores de BLEEs), y como origen las muestras extrahospitalarias
(80%), siendo el 97,5% orinas y el 2,5% secreciones uretrales. Entre las
muestras hospitalarias (20%) se redujeron los aislamientos de E. coli en
las de orina (60%) y se incrementaron en las de secreciones de heridas
(30%) y de vulva (10%). El 53,6% de las BLEEs detectadas fueron del
tipo CTX-M9 (todas en E. coli) y el 46,4% restante fueron enzimas SHV
(82,8% en E. coli, 13,8% en K. pneumoniae y 3,4% en K. oxytoca)

En este mismo trabajo, tras realizar estudio de clonalidad entre los
aislados hospitalarios, por electroforesis en campo pulsado, no se
observaron patrones compatibles con una posible diseminacion clonal

intrahospitalaria.

1.7.4. Asociacion de resistencias a otros antibioticos

Ademas de su codificacion plasmidica, las BLEEs forman parte,
frecuentemente, de transposones o integrones, lo cual determina su
asociacion con otros determinantes genéticos de resistencia transferibles,
como los que confieren resistencia a cotrimoxazol, aminoglucésidos,
tetraciclinas y otros antibioticos (Lautenbach et al., 2001a).

Se ha observado una asociacion frecuente entre la presencia de
BLEEs y la resistencia a fluorquinolonas en aislados de K. pneumoniae, a

pesar de que la codificacion de la resistencia se ubica en el caso de las
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BLEEs en un pldsmido, y en el de las quinolonas en el cromosoma
(Paterson et al., 2000). Algunos estudios indican que hasta un 55% de los
aislados productores de BLEEs son resistentes a fluorquinolonas.

Segtin Lautenbach et al (2001b), la resistencia a fluorquinolonas
en E. coli y K. pneumoniae productores de BLEEs es mas frecuente entre
los aislados de pacientes que han recibido fluorquinolonas en los 30 dias
previos a la infeccion y también entre los pacientes procedentes de
residencias. Se desprende también que la resistencia a aminoglucésidos
esta significativamente asociada con la resistencia a quinolonas en
microorganismos productores de BLEEs, lo cual puede ser debido a que
el uso de aminoglucosidos puede causar alteracion de la permeabilidad
de membrana y eso puede ayudar a la resistencia a fluorquinolonas.

Los estudios del GEIH en Espafia y el estudio internacional
SENTRY ofrecen cifras de resistencia asociada a otros antibidticos en
aislamientos productores de BLEEs como muestran las tablas 6 y 7,

respectivamente.
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Tabla 6: CMI de los aislados productores de BLEEs para gentamicina, amikacina y

ciprofloxacino (Hernandez et al., 2003)

Gentamicina Amikacina Ciprofloxacino
CMls, | CMlg | CMils, | CMlg | CMils, | CMlg,

[ >256 | >256 | 4 16 | >3

4 | e | | >3

64 >32
16
32
32
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Tabla 7: Otras resistencias en aislados productores de BLEEs (Winokur et al, 2001)

Organismo, pais 0 Porcentaje de resistencia en los aislados
region (aislamientos con

fenotipo BLEE) Tobramicina|Gentamicina| Amikacina | Tetraciclina | TMP-SMZ | Ciprofloxacino

K. pneumoniae
Canada (n=18) 16.7 16.7 5.6 61.1 5.6 22.2
Europa (n=214) 80.8 65.0 54.2 49.5 6.4 243
Latinoamérica (n=407) 83.5 66.3 66.1 52.0 12.1 23.1
Estados Unidos (n=153) 54.2 49.0 11.1 44.4 17.0 34.6
Sudeste asiatico (n=138) 72.5 58.7 37.7 55.1 254 44.2
E. coli
Canada (n=51) 13.7 15.7 59 45.1 59 13.7
Europa (n=202) 32.2 25.7 61.4 8.9 34.2
Latinoamérica (n=173) 68.8 57.8 70.5 52.6
Estados Unidos (n=166) 21.7 21.1 . 48.8 6.0 19.3
Sudeste asiatico (n=87) 69.0 75.9 77.0 65.5
P. mirabilis
Canada (n=3) 333 77.7 100.0 . 77.7
Europa (n=49) 59.2 61.2 93.9 . 61.2
[Latinoamérica (n=44) 84.1 90.9 97.7 79.5
Estados Unidos (n=29) 24.1 34.5 . 100.0 . 34.5
Sudeste asiatico (n=2) 50.0 100.0 . 100.0 . 50.0
Salmonella spp.
Canada (n=0)

Europa (n=1)
Latinoamérica (n=3)
Estados Unidos (n=0)

ISudeste asiatico (n=3)

1.7.5. Tratamiento de las infecciones por bacterias productoras de
BLEEs

Los carbapenémicos son los Unicos antibidticos betalactaimicos
que presentan actividad frente a la totalidad de cepas productoras de
BLEEs. A pesar de ello, se ha descrito, recientemente, el aislamiento de
una cepa de E. coli productora de una enzima CTX-M2, que presenta un

alto nivel de resistencia frente a ertapenem por pérdida de porinas, con la
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consiguiente incapacidad de este antibiotico para penetrar al interior de la
célula bacteriana (Lartigue et al., 2007). Ademas, la terapia con
carbapenémicos no esta exenta de complicaciones, ya que puede estar
asociada con una mayor seleccion de cepas resistentes a esta familia de
antibidticos, en especies de Pseudomonas spp. o en A. baumannii y/o con
superinfeccion por otros patdgenos intrinsecamente resistentes como S.
maltophilia (Rupp y Fey, 2003).

Otros betalactamicos que pueden presentar actividad in vitro
frente a estos aislados son las cefamicinas y las cefalosporinas de cuarta
generacion. Sin embargo, se ha descrito fracaso terapéutico cuando se
han usado cualquiera de ellas, de ahi que su uso no se recomiende
(Paterson et al., 2001a).

A pesar de que se ha recomendado el tratamiento con
betalactdmicos mas inhibidores de betalactamasas (Samaha-Kfoury y
Araj, 2003), se ha observado que la actividad in vitro frente al
microorganismo productor de BLEEs no se correlaciona con su actividad
in vivo (Paterson et al., 2004). Unicamente se deberia considerar el
tratamiento con estas combinaciones de antibidticos en infecciones con
inéculos pequenos de microorganismos y/o en localizaciones en las que
estos agentes alcanzaran concentraciones elevadas, como es el caso de las
infecciones urinarias no complicadas. No obstante, esto implica la

necesidad de la informacion por parte del laboratorio de microbiologia
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acerca de la concentracion inhibitoria minima para la BLEE aislada, asi
como de un conocimiento exhaustivo de las relaciones farmacocinéticas
y farmacodinamicas de este grupo de antibioticos.

Los aminoglucosidos pueden presentar una actividad limitada
frente a la mayoria de cepas productoras de BLEEs, siendo gentamicina
el menos activo dentro de esta familia (Stiirenburg y Mack, 2003). La
explicacion radica en que, con frecuencia, estas cepas contienen
plasmidos que codifican adicionalmente resistencia a los
aminoglucdsidos.

Las quinolonas también pueden presentar una actividad limitada
frente a los microorganismos productores de BLEEs. Aunque la
resistencia a esta familia de antibidticos se codifica en el cromosoma, se
ha observado una asociacion grecuente entre la producciéon de BLEEs y
la presencia de resistencia a estos antibioticos (Tolun et al., 2004).

Recientemente se ha aprobado la comercializacion de un nuevo
antibiotico, tigeciclina, que presenta actividad frente a BLEEs (Sorldzano
et al., 2006b). En estos momentos se estan desarrollando péptidos
sintéticos con la esperanza de que en el futuro puedan ocupar el lugar de
otros antibioticos que han perdido actividad en el tratamiento de
infecciones por microorganismos gramnegativos, incluyendo las cepas

productoras de BLEEs (Ferrandez et al., 2005).
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1.8. ALTERACION DE LA PERMEABILIDAD
1.8.1. Proteinas de membrana externa

La pared celular de las bacterias gramnegativas esta constituida
por una capa delgada de peptidoglucano rodeada por una bicapa lipidica
asimétrica que forma la membrana externa. Entre esta membrana y la
membrana interna o citoplasmatica se encuentra el espacio periplasmico,
donde se localizan la mureina y proteinas como las betalactamasas y
polisacaridos anionicos. La membrana citoplasmatica actia de barrera
para la penetracion de moléculas hidroéfilas al citoplasma.

La membrana externa posee dos laminas lipidicas, una interna
formada por fosfolipidos y otra externa que contiene el lipopolisacarido
(LPS), de ahi la asimetria anteriormente referida. El LPS, por su
composicion de acidos grasos saturados, contribuye a dificultar la
difusion a través de esta membrana.

La estructura de la membrana externa constituye una barrera para
la difusion de muchos compuestos nocivos para la bacteria (antibidticos y
enzimas liticas, entre otros compuestos), pero también dificulta la
penetracion de nutrientes y eliminacion de detritos. Para obviar esta
situacion, posee unos poros, de naturaleza proteica, que permiten el paso
de compuestos hidrofilos.

Aproximadamente la mitad de la membrana externa estd

compuesta por proteinas, de las que cada especie posee entre 50 y 100
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tipos diferentes. De estas proteinas de membrana externa (outer
membrane proteins, OMP), solo unas pocas (menos de 5 a 10 tipos)
tienen un nimero de copias en torno a 100.000 por bacteria, por lo que se
denominan OMPs principales. Estas OMPs principales incluyen varios
tipos funcionales de proteinas, que son lipoproteinas, que contribuyen a
la estabilidad de la membrana externa, y las proteinas formadoras de
poros hidrofilos, entre las que distinguimos las que forman poros
inespecificos (porinas), y los poros especificos (como OprD2 en P.
aeruginosa, LamB en E. coli, entre otras), que facilitan la difusion de
determinados compuestos, como la maltosa (Nikaido, 2003)

En 10 familias de bacterias gramnegativas, se han identificado y
caracterizado mas de 40 porinas en mas de 32 especies bacterianas. A
parte, se han descrito también en mitocondrias, cloroplastos y
micobacterias (Schulz, 1993). Se ha observado que su estructura es muy
similar en todas ellas, incluso entre bacterias taxondmicamente
diferentes. Las porinas son unas proteinas acidicas con pl (punto
isoeléctrico) cercano a 5, dispuestas en laminas [, con una parte
hidrofoba (en contacto con el interior de la membrana externa), y otra
hidréfila que forma unos canales acuosos de difusion, permitiendo la
entrada de solutos hidrofilicos. El interior del canal de la porina contiene
aminoacidos cargados, cuyo niimero y posicion determina la selectividad

de los iones que lo atraviesan. Pueden ser selectivos de cationes o
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aniones. Esta selectividad refleja la mayor o menor facilidad de
penetracion de los antibidticos cargados. Las porinas suelen presentarse
en forma de trimeros y el tamafio del mondémero suele oscilar entre 30 y
50 KDa. Estdn asociadas por enlaces hidrofobos al LPS y al
peptidoglicano y son muy estables, resistiendo la disociacion por calor y
detergentes como el dodecilsulfato sodico (Hancock, 1987). El control de
la produccion de estas proteinas estd estrechamente regulado por las
condiciones ambientales. Asi, en medios de elevada osmolaridad, como
son los medios ricos en sales biliares, predominaran aquellas porinas de
estrecha luz de poro, que impiden el paso de solutos al interior celular,
mientras que en medios no hostiles predominaran las porinas de mayor
diametro de luz de poro (Martinez-Martinez et al., 1996).

En E. coli se han estudiado multiples OMPs (OmpA, OmpF,
OmpC, LamB, PhoE, NmpC, OmpL, OmpG), de las que solamente se
consideran OmpF, OmpC y PhoE como porinas cléasicas, por ser las
primeras en ser descritas y la ausencia de especificidad por sustrato
(Nikaido, 2003). Estas porinas presentan preferencia por la carga y
tamafio de los solutos, asi, OmpF y OmpC presentan preferencia por
solutos cationicos, mientras que PhoE presenta preferencia por los
solutos anionicos. Por otra parte, OmpF permite la penetracion de solutos

ligeramente mas grandes que OmpC (Nikaido, 2003).
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En otras especies de enterobacterias se han descrito multiples
tipos de OMPs, muchas de cllas similares a las de E. coli, que, en
principio, podrian ser las mismas porinas, como es el caso de las porinas
OmpK35 y OmpK36 de K. pneumoniae, que se corresponden con OmpF
y OmpC de E. coli respectivamente (Hernandez-Allés et al., 1999).

También se han identificado las porinas en especies como N.
gonorrheae, Aeromonoas salmonicida, Brucella spp., Chlamydia
trachomatis, Rhodopseudomonas capsulata, P. aeruginosa (Nikaido,
1985). En P. aeruginosa, la principal OMP es una porina denominada
OprF, muy diferente a las cldsicas porinas triméricas. Es una porina
definida como lenta, ya que resulta poco eficaz, y, en la mayoria de los
casos, impide la difusion de moléculas a su través. Sin embargo, la
OprD2 de P. aeruginosa es la proteina mas importante desde el punto de
vista de resistencia antibiotica (su pérdida confiere resistencia a
imipenem), y funciona como un poro especifico, permitiendo el paso de

aminoacidos dibasicos (Trias y Nikaido, 1990).

1.8.2. Papel de las porinas en la permeabilidad de la membrana
externa

En la mayoria de los trabajos sobre permeabilidad de membrana
externa se ha asumido el papel de las OMPs como porinas, tras su estudio

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, pero, en pocas
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ocasiones, se obtienen preparaciones purificadas de OMPs que permitan
estudiar verdaderamente sus propiedades funcionales y demostrar que la
OMP perdida es realmente una porina.

Las porinas se pueden aislar por diferentes métodos, para
posteriormente ser estudiadas mas a fondo. Nurminem (1978) describio
un método de aislamiento de porinas, basado en la resistencia de éstas a
la tripsina. Posteriormente, Nikaido y Rosenberg (1983) utilizaron un
nuevo método de purificacion de porinas que se baso en la asociacion no
covalente de éstas al peptidoglicano. Martinez-Martinez et al (1996),
combinaron ambos métodos para identificar las porinas de cuatro
aislamientos de K. pneumoniae productor de BLEEs. Se comprob6 como
el material asociado al peptidoglucano, y resistente a la accion de la
tripsina, al separarlo por cromatografia y someterlo a electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) y posterior tincion con Azul de
Coomasie, contenia una sola OMP de 35 KDa, correspondiente a
OmpK35. Para confirmar que la porina habia quedado aislada observo,
mediante electroforesis SDS-PAGE tefiida con plata, que no contenia
restos de LPS, por lo que se pudo demostrar la naturaleza proteica de
estas OMPs.

Una vez lograda la purificacion de las OMPs, el ensayo maés
utilizado para conocer la permeabilidad de la porina, es el de “hinchazén

del liposoma”. Consiste en preparar proteoliposomas que contengan la

50




1. Introduccién

porina purificada y que en su interior contengan solutos a los que la
porina es impermeable (figura 2). Cuando estos liposomas se introducen
en una solucién isotonica de un soluto (azucares, iones, antibioticos, etc)
permeable para la porina, la penetracion del mismo, arrastrando agua,
produce la hinchazon de los liposomas, que conduce a una modificacion
del indice de refraccion de la suspension en la que se encuentra, que

puede ser medida por espectrofotometria.

Figura 2: Proteoliposoma conteniendo soluto impermeable a la porina (modificada de

Merino, 2005).

FPorina

Liposoma

- ‘? L. . .
: Solatos

Otra forma de demostrar el papel de las OMPs como porinas, es
mediante estudios de clonaje, como el realizado por Martinez-Martinez et
al (1996), el cual confirm¢ el papel de la OMP como porina, clonando el
gen codificador en una cepa de K. pneumoniae sin porinas y
comprobando que la expresion de ésta hacia que la bacteria, inicialmente

resistente a cefalosporinas, se transformara en sensible.
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Otro ejemplo, con E. coli, es el trabajo de Van der Ley (1987), en
el que estudiaron la relacion entre estructura y actividad de OmpC y

PhoE en E. coli K12 mediante la sistesis de genes hibridos phoE-ompC.

1.8.3. Resistencia a antibidticos por alteraciones de la membrana
externa

La penetracion de los antibidticos a través de las porinas depende,
en gran medida, de sus propiedades fisico-quimicas, y, en particular, de
la hidrofobicidad, del tamafio y de la carga eléctrica neta. El proceso no
requiere energia y su velocidad es directamente proporcional a la
concentracion de antimicrobiano en el medio extrabacteriano (Nikaido,
2003).

Desde un punto de vista teorico, y considerando datos
experimentales, es facil asumir que, antibidticos de pequefio volumen
(betalactamicos, tetraciclinas, cloranfenicol y fluorquinolonas) utilizan
mayoritariamente las porinas para su penetracion en el interior celular, al
menos en la familia Enterobacteriaceae, que posee porinas de gran
permeabilidad. Por el contrario, antibidticos de gran volumen, de
naturaleza lipofila, como rifamicinas, macrélidos, novobiocina y acido
fusidico, tienen dificultades para atravesar por el canal de las porinas, y

por lo tanto, la difusién a través de la bicapa lipidica no llega a ser
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significativa (Nikaido, 2003). Los betalactdmicos menos hidréfobos,
como son las cefalosporinas, penetran mejor a través de las porinas.

El tamafo del antibidtico y de la porina es un factor importante en
la difusion a través de estos canales proteicos. El efecto negativo del
tamafio es mayor en las porinas de menor diametro: se ha comprobado
experimentalmente que, ceftazidima, cefoperazona y ceftriaxona, que
difunden bien a través de OmpF, lo hacen peor a través de OmpC, ya que
¢sta tiene menor diametro (Nikaido, 2003).

La penetracion también depende de la carga eléctrica de la
molécula. Las cargas anionicas inhiben el paso de las cefalosporinas, y
este efecto es atin mayor al considerar las células completas. En cambio,
moléculas pequefias zwiterionicas como ampicilina, y, especialmente
imipenem, penetran facilmente.

Existen otras vias de difusion a través de la membrana externa. El
LPS de la membrana externa permite la penetracion de los antibidticos
que tienen cierto grado de lipofilia (por ejemplo, algunas quinolonas,
tetraciclinas, etc.), penetrando solamente la fraccion no cargada. Cuando
se producen alteraciones del LPS, como la disrupcion producida por
aminoglucésidos o polimixina, la resistencia disminuye, pero hay pocos
casos en los que la alteracion del LPS estd directamente relacionada con

la resistencia a antibioticos (Martinez-Martinez et al., 1996).
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Otra posibilidad de difusién es la penetracion por autopromocion.
Los policationes como la polimixina 13, interaccionan con los puentes de
unién entre moléculas contiguas de LPS mediado por cationes divalentes
(Nikaido, 2003), de modo que los desplazan de forma competitiva
rompiendo la disposicion fisiologica del LPS e incrementando la
permeabilidad de gran nimero de moléculas, incluida la de ellos mismos.

Se ha propuesto que los aminoglucésidos difunden a través de la
membrana en P. aeruginosa mediante alteracion del LPS
(autopromocion), de un modo similar a como lo hace la polimixina

(Hankock et al., 1981).

1.8.4. Porinas y resistencia antibiotica

Se ha sugerido que la disminucion en el nimero o tamafio de las
proteinas de la membrana externa de las bacterias produce una
disminucion de la permeabilidad celular dando lugar a resistencia a
diversos grupos antibioticos, por ello la evaluacion de la permeabilidad
de las OMPs es indispensable para estudiar la eficacia de los antibioticos
betalactamicos (Novelli, 1995). No obstante hay que considerar que un
microorganismo nunca pierde completamente todas sus porinas, lo que
no permitiria su viabilidad, y que la existencia de un niimero bajo de
copias de porina podria aun permitir la penetracion suficiente de

antibiotico para actuar sobre su diana.
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Existen numerosos ejemplos de incremento de resistencia como
consecuencia de la perdida de porinas, como para ser descritos de forma
exhaustiva. Uno es el incremento de resistencia a betalactamicos de E.
coli como consecuencia de mutaciones en el gen ompF por el empleo
abusivo de estos antibidticos (Harder et al., 1981)

En P. aeruginosa, a pesar de posecer porinas de grandes
dimensiones, estos poros estan abiertos en pequeiia proporcion (Nikaido,
2003), siendo ésta la razon predominante de la alta resistencia intrinseca
que exhibe dicha especie frente a antibidticos betalactamicos (Nicas y
Hancock, 1983).

La membrana externa de P. aeruginosa, S. maltophilia, P.
cepacia es del orden de diez a cien veces menos permeable a azucares y
antibidticos que la membrana externa de E. coli (Nikaido, 2003). Sato y
Nakae (1991) realizaron un estudio en el que se determind el coeficiente
de permeabilidad a las cefalosporinas zwiteridonicas (cefalexina, cefaclor,
cefazolina, etc.) en la membrana externa, en la cepa de Acinetobacter
calcoaceticus ATCC 19606, observando que es de 2 a 7 veces menor que
el coeficiente de permeabilidad del mismo antibidtico para P.
aeruginosa, deduciendo que la membrana externa de Acinetobacter spp.
es, incluso, menos permeable que la de Pseudomonas spp. Observaron
que esta cepa posee dos OMPs minoritarias (minor), una de ellas de 45

KDa, que aparecen en una cantidad menor del 5% del total de sus
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proteinas de membrana externa. Mediante el estudio del “hinchazon del
liposoma” identificaron estas OMPs como porinas y observaron que el
porcentaje de difusion de carbapenémicos y cefalosporinas zwiteridnicas
hacia el liposoma que contiene la OMP es de 1-3%, si se compara con la
membrana externa de E. coli. Estudiaron el tamafio del poro mediante la
difusion de diversos aztcares hacia dicho liposoma, observando que esta
difusion es de un 10% respecto a OmpF de E. coli. Con estos resultados
confirmaron su hipotesis de que la baja permeabilidad de Acinetobacter
spp. a los antibidticos era debida a que poseen unas porinas de pequefio
diametro, producidas en una cantidad minoritaria, estando ambos
fenomenos relacionados (Sato y Nakae, 1991).

Obara y Nakae (1991), de nuevo, hablan de una disminucion de la
permeabilidad de la membrana externa hacia solutos hidrofilicos
relacionada con la presencia de un bajo nimero de porinas de tamafo
pequefio. Seleccionaron aislamientos mutantes resistentes a cefoxitina,
cefoperazona y ceflazidima y compararon las porinas de éstos con las de
las cepas nativas, comprobando que existia una disminucion de las

porinas de 46,5 KDa en todos los mutantes.

1.8.5. Modificacidn estructural de la porina y resistencia antibiotica
Como se ha indicado anteriormente, la resistencia por pérdida de

porinas limita la viabilidad de la bacteria en su habitat, ya que reduce la
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incorporacién de sustratos necesarios para su supervivencia. Con objeto
de solventar este problema, algunas bacterias han desarrollado otro
método que no las compromete tanto, como es el caso de cepas mutantes
de Enterobacter aerogenes resistentes a antibioticos por modificacion de
la estructura de la porina. En concreto, por mutaciones que conducen a
una reduccion de tamafio o redistribucion de cargas en la luz del poro,
por sustituciones de aminodcidos en el bucle-L3 (Gly—Asp), dando
lugar a una limitacion en la entrada de compuestos anidnicos (figura 3)

(Mallea et al., 1998).

Figura 3: Estructura terciaria de OmpF: A, vista longitudinal; B, vista cenital de la

region de constriccion del canal (modificado de Pagés, 2004)

A WEDID EXTRACELULAR

PERIPLASMA,

Se sabe que, en E. coli, sustituciones en la luz del poro (G119D y
GI119E) introduciendo una cadena acida, se disminuye la sensibilidad a
cefepima y colicina. Por otra parte, la sustitucion en R132A y R132D,

cambiando una zona de cargas positivas, mejora la penetracion de
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cefepima, sin afectar a la colicina. Se ha propuesto que la sustitucion
GI119E provoca un enlace de hidrogeno que dividiria el poro en dos,
mientras que las dos sustituciones R132 ensanchan el poro (Simonet et
al., 2000).

Por otra parte, se ha logrado aumentar la sensibilidad a ciertos
betalactamicos mediante modificacion de los residuos cargados
negativamente situados en el bucle-L3 (D113, E117, y DI121) de la
porina OmpF de E. coli (D113—D113a; D121—D121a). La sustitucion
en D113 aumenta la sensibilidad a ampicilina, cefoxitina y ceftazidima
(Vidal et al., 2005).

Por ultimo, es interesante mencionar la existencia de un residuo
de Tyr en el bucle-L3 de OmpK37 de K. pneumoniae que reduce el
tamafio del canal, impidiendo la entrada de antibioticos (Domenech-

Sanchez et al.,1999).

1.8.6. Expresidn de porinas y resistencia antibidtica

Una cuestién importante, que es necesario tener en cuenta, es la
capacidad de regulacion que permite disminuir la presencia de las porinas
en la membrana externa de las bacterias gramnegativas.

La capacidad de regulacion rapida se ha demostrado en E.
aerogenes aislada de un paciente en tratamiento con imipenem. Se

observd que la administracion de este antibidtico producia la
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desaparicion de la porina de la superficie bacteriana y se observo que tras
el cese del tratamiento la bacteria se transformd en sensible a expensas de
volver a expresar las porinas en superficie (Bornet et al., 2000).

En varias bacterias, la desaparicion de las porinas se debe a la
intervencion del operon mar, el cual a través del pequeno ADN
antisentido micF, desestabiliza el ARNm de la porina (Aleskun y Levy,
1999; Delihas y Frost, 2001).

Otra forma de regulacion, que puede afectar a la resistencia, es el
sistema de osmorregulacion, que regula la expresion de OmpF-OmpC en
E. coli, a través los componentes ompR-envZ (Pratt et al., 1996).

Por otra parte, la expresion de la proteina OmpX disminuye la
sintesis de las porinas en E. aerogenes, E. cloacae y K. pneumoniae.
Otros procesos que también se han asociado a la disminucién de la
expresion de porinas son las cascadas de regulacion genética (mediante
soxS, ramA, IHF).

Junto a los posibles mecanismos genéticos de regulacion existen
otros factores estructurales que pueden afectar a la expresion de porinas,
como son, el ensamblaje al LPS, el transporte y la insercién en la
membrana externa, asi como las chaperonas, que intervienen en el
plegamiento proteico. Factores externos (pH, osmolaridad, fuente de
carbono, concentracion de O;) en el lugar de la colonizacion o

crecimiento, pueden también producir la desaparicion de las porinas y
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aumentar la resistencia a ciertos antibioticos (Pagés, 2004). Este hecho es
importante tenerlo en cuenta a la hora de seleccionar el medio de cultivo
donde se realizara el antibiograma, ya que, en funcion de la osmolaridad
del medio, y dependiendo del antibiotico y de la cepa a testar, podemos

obtener un valor de CMI.

1.8.7. Poliaminas y resistencia

Las poliaminas son moléculas sintetizadas por la bacteria en
condiciones particulares (tension, fase estacionaria de crecimiento). Estos
pequefios compuestos llevan grupos amino que pueden interaccionar con
aminoacidos localizados en el canal de la porina. Distintos trabajos han
demostrado la capacidad de la espermina y la espermidina de bloquear la
difusion de solutos y la cefaloridina (cefalosporina de 1* generacién) a
través del las porinas de E. coli (De la Vega y Delcour, 1996;
Samartzidou y Delcour, 1999). La espermina limita de forma muy
importante la penetracion de cefepima y norfloxacino en Enterobacter

cloacae (Chevalier et al., 2000).

1.8.8. Asociacion de impermeabilidad y mecanismos de inactivacion
0 eliminacién
La disminuciéon de la permeabilidad de la membrana externa no

tiene por que producir, necesariamente, un aumento de la CMI, si el
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antibidtico no esta inactivado y/o elmiminado por otros mecanismos. El
efecto de la disminucién de la permeabilidad se incrementa por la
presencia de un mecanismo enzimatico efectivo, como es la produccion
de betalactamasas, uno de los mecanismos de complementacion de la
impermeabilidad de la membrana externa que mejor se ha estudiado
(Reguera et al., 1991).

Que un antibiotico llegue con éxito a la diana, se calcula mediante
el indice de acceso a la diana (target access index, TAI). Este indice
refleja el balance entre la barrera de permeabilidad y la produccion de
betalactamasas (por ejemplo), es directamente proporcional al coeficiente
de permeabilidad de la droga, e inversamente proporcional al porcentaje
de inactivacion del antibidtico en el periplasma. A su vez se relaciona
con la CMI de la siguiente forma:

CMI = Cinh (TAT'+1)

Donde Cinh es una constante de cada antibidtico para cualquier
especie, que indica la concentracion de droga necesaria para inhibir la
diana (Nikaido y Normark, 1987).

Por lo tanto, no se pueden obtener conclusiones respecto a que la
disminuciéon de OMPs sea la causa de una elevacion en la CMI, s6lo por
constatar que los mutantes deficientes de porinas elevan este valor, ya

que puede ocurrir que tales mutantes no aumenten la CMI hasta el punto
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en el que sea detectado como resistencia; para ello habria que analizar
cada caso de forma cuantitativa, utilizando el TAI (Nikaido, 1989).

Las betalactamasas hidrolizan al betalactimico que llega al
periplasma impidiendo que alcance concentraciones suficientes para
inhibir de forma efectiva las PBPs. Este mecanismo explicaria que con
frecuencia, las cepas deficientes en porinas sean mas resistentes a los
betalactamicos que a otros grupos de antibioticos.

La resistencia de E. cloacae y P. aeruginosa a carbapenémicos o
el incremento de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en K
pneumoniae productor de BLEEs con frecuencia se debe a este doble
mecanismo (Lee et al., 1991; Trias y Nikaido, 1990).

En el caso de Acinetobacter spp., Joly-Guillou y Bergogne-
Berezin (1987) intentaron explicar la multirresistencia en cepas
betalactamasa negativas, como una alteracion de las OMPs. Al mismo
tiempo, la actividad betalactamasa que presentaba la mayoria de las cepas
estudiadas no era suficiente para explicar el alto grado de resistencia a
betalactimicos de amplio espectro, por lo que consideraron que este
ultimo mecanismo podria ser el principal factor que contribuye a la
resistencia a betalactdmicos. Finalmente, este mismo autor considerd que
la resistencia intrinseca de Acinetobacter spp. a los betalactamicos se

podria interpretar como una asociacion entre la produccion constitutiva
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de betalactamasas y una disminucién de la permeabilidad de Ila
membrana externa.

En el caso de E. coli, existen trabajos similares que abordan
simultdneamente el problema de las BLEEs y las porinas. En el de
Ananthan y Subha (2005), encuentran que las cepas que expresan la
porina OmpF son sensibles a cefoxitina, mientras que las resistentes
dejan de expresarla. Otros estudios han relacionado un aumento de la
CMI de amoxicilina-clavuldnico como cosecuencia de la asociacion entre
la expresion de betalactamasas y el déficit de porinas (Reguera et al.,
1991).

Por otra parte, trabajos recientes han asociado la resistencia a
carbapenémicos con la producciéon de betalactamasas y pérdida de
porinas simultineamente. Esta relacion de resistencia y disminucién de la
permeabilidad se ha puesto de manifiesto en trabajos como el
desarrollado por Poirel et al (2004) sobre cuatro aislados clinicos de E.
coli en el cual se relaciona la resistencia a imipenem y cefalosporinas de
amplio espectro con la produccién de la cefalosporinasa CMY-2 y la
pérdida de OmpC y OmpF. Finalmente, en otros trabajos tambien se ha
relacionado la resistencia de E. coli a carbapenémicos con la
hiperproduccion de AmpC y pérdida de porinas (Low et al., 2001;

Nordmann y Poirel, 2002; Odeh et al., 2002; Stapleton et al., 1999), o
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con la produccion de una enzima hidrolizante de carbapenémicos KPC-3

(Hong et al., 2005).
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2. Objetivos

La aparicion de las betalactamasas de espectro extendido ha sido
uno de los principales problemas de resistencia a los antibidticos
betalactamicos durante las dos Gltimas décadas.

La codificacion plasmidica de este tipo de resistencia otorga a
estas enzimas algunas caracteristicas importantes, como la asociacion de
resistencia a otros grupos de antibioticos, por lo que nos encontramos con
microorganismos multirresistentes. Por tanto, las betalactamasas de
espectro extendido constituyen un problema sanitario de gran
trascendencia clinica, ya que las opciones terapéuticas para las
infecciones causadas por microorganismos productores de estas enzimas
son muy limitadas.

Por otro lado, en Escherichia coli se ha relacionado la pérdida de
porinas con resistencia a diversos grupos de antibidticos. No obstante, el
efecto de la disminucion de la permeabilidad se podria incrementar por la
presencia, en el mismo aislado, de otros mecanismos de resistencia. En
este sentido, seria interesante abordar, simultdneamente, los efectos que
sobre la CMI ejercerian la produccién de betalactamasas de espectro
extendido y la disminucién de la expresion de porinas.

Ademas, factores dependientes de la composicion del medio de
cultivo podrian regular la expresion de porinas en estos aislados, al

mismo tiempo que modular la actividad de los antibioticos.
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Por todo lo anteriormente expuesto, nos hemos planteado los

siguientes objetivos en nuestro trabajo:

1. Determinar, en aislados clinicos de la especie Escherichia coli
productores de betalactamasas de espectro extendido, la actividad
que mostraron diferentes antibidticos, relacionando dicha actividad
con el tipo de betalactamasa presente y los procedimientos de

laboratorio para el estudio de la sensibilidad in vitro.

2. Determinar, en estos mismos aislados, los patrones de expresion de
porinas tras cultivo en dos medios diferentes y relacionarlos con la
actividad de los diversos antibidticos evaluada, también, en ambos

medios.
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3. Material y métodos

3.1. SELECCION DE LOS AISLADOS BACTERIANOS
El presente estudio se realizé en 115 aislados clinicos de E. coli
productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs), obtenidos

a partir de muestras clinicas procesadas en el Servicio de Microbiologia

del Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada, y que forman parte

de un estudio mas amplio que se estd realizando sobre aislamientos
clinicos de esta especie, productores de BLEEs; algunos de cuyos
resultados han sido previamente publicados.

De entre los resultados previos de dicho estudio, cabe destacar los
siguientes:

1. Elevada presencia, en nuestro medio (Hospital “San Cecilio” y su area
sanitaria de referencia, cifrada en 485.000 habitantes), de aislados
clinicos de E. coli productores de BLEEs, con una prevalencia del
14% en esta especie (Sorlézano et al., 2004a) y el 10,2% si
consideramos, ademas, las especies K. pneumoniae y K. oxytoca.
Estos datos son reflejo de la actual tendencia ascendente de las cifras
descritas en diversas publicaciones nacionales e internacionales.

2. Presencia de BLEEs de los tipos CTX-M9 y SHV, con un predominio
importante de la primera (Sorl6zano et al., 2004b). Esta distribucion
es coincidente con estudios realizados en otros centros hospitalarios
del pais, en los que se ha descrito un aumento de la presencia de

enzimas del grupo CTX-M.
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3. La mayor parte de los aislados se obtuvieron a partir de muestras de
origen extrahospitalario (77,4%), con un predominio de la orina
(86,1%) y de enfermos del género femenino (Sorl6zano et al., 2006a).

4. Los estudios de clonalidad de los aislados hospitalarios de E. coli
pusieron de manifiesto la ausencia de una distribucion clonal, incluso
entre aislados productores de la misma BLEE y procedentes del

mismo servicio hospitalario (Sorldzano et al., 2006a).

Por tanto, los 115 aislados de E. coli productores de BLEEs,
pertenecientes al estudio actual, habian sido previamente caracterizados
mediante procedimientos bioquimicos y moleculares (isoelectroenfoque,
reaccion en cadena de la polimerasa y electroforesis en gel por campo
pulsado o PFGE) con la finalidad de detectar la betalactamasa presente
(Sorlézano, 2004). En la tabla 8 aparece la identificacion de los 115
aislados clinicos, con el tipo de betalactamasa que producen. Sesenta y
siete aislados fueron productores de BLEEs del tipo CTX-M9 y 48 del
tipo SHV. Todos ellos, posteriormente, fueron conservados a -20°C hasta
la realizacion de los procedimientos que forman parte del presente

estudio.
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Tabla 8: Caracterizacion molecular de los 115 aislados del estudio

1

124 177 214 253

16

132 178 217 254

25

134 179 218 255

26

135 180 219 258

27

136 181 220 260

41

137 183 221 261

42

138 185 224 265

46

139 186 226 266

47

140 187 227 267

51

141 189 228 268

54

145 190 229 269

56

149 191 230 270

58

150 192 231 272

62

151 193 232 273

63

153 195 233 274

65

159 196 235 276

161 198 237 277

162 200 240 280

163 204 242 282

165 207 245 284

169 208 246 285

170 210 248 288

171 211 249 290

3.2. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD

A los 115 aislados de E. coli se les realizd un ensayo de
sensibilidad a diversos antibidticos de wuso habitual frente a
microorganismos gramnegativos de tipo enterobacteria, mediante un
procedimiento estandarizado de microdilucion. Posteriormente, se
evaluo, en los mismos, la actividad de tigeciclina mediante un método de

difusion con discos y otro de Epsilon-test.
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3.2.1. Metodo de microdilucion

Los procedimientos de dilucion son los métodos de referencia
para la determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de
un antibidtico respecto de un aislado bacteriano. En funcién de los
valores de CMI obtenidos por estos métodos podemos conocer la
actividad de un antibidtico sobre un microorganismo, y las categorias
clinicas (sensible, intermedio o resistente) de un microorganismo
respecto a un determinado antibiotico.

Dichos procedimientos se basan en la determinacion del
crecimiento de un microorganismo en presencia de concentraciones
crecientes del antibiotico, que se encuentra diluido en un medio de
cultivo (caldo o agar).

En la mayoria de los casos se preparan diluciones del antibiotico
en progresion geométrica en base 2, utilizando un medio de cultivo
adecuado. Posteriormente, dicho medio se inocula con el
microorganismo en cuestion, y tras la correspondiente incubacion, para
permitir el crecimiento del mismo, se realiza la lectura.

La CMI se define como la menor concentracion de antibiodtico
que, a simple vista, inhibe completamente el crecimiento del
microorganismo estudiado.

Como se ha comentado, la determinacion de la actividad

antibiotica mediante técnicas de dilucion se realiza utilizando una escala
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discontinua (habitualmente concentraciones crecientes en base 2), por lo
que, los valores de CMI reales de un determinado antibidtico, se
encontraran en algin valor situado entre la CMI experimentalmente
obtenida y la concentracion inmediatamente inferior. Desde el punto de
vista clinico, la diferencia entre los valores real y experimental de CMI
no suelen ser trascendentes.

Los antibioticos a usar en las técnicas de dilucion deben obtenerse
de los correspondientes fabricantes. Para los estudios in vitro no es
adecuado utilizar las preparaciones de uso clinico, sino que deben
emplearse sustancias valoradas de las que se conozcan la potencia (mg de
sustancia pura por cada mg de sustancia valorada), la fecha de caducidad
y el lote de preparacion. Las sustancias valoradas deben conservarse
siguiendo estrictamente las indicaciones del proveedor, por lo general, en
frigorifico o en congelador.

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
recomienda, para la mayoria de los microorganismos, utilizar, como
medio de cultivo, caldo Mueller-Hinton (MH), al que se afiadiran los
suplementos necesarios para asegurar el crecimiento de organismos
exigentes. El medio debe tener un pH de 7,2 a 7,4 y estar ajustado en las
concentraciones de iones calcio (20-25 mg/l) y magnesio (10-12,5 mg/l).
Esta cantidad de iones divalentes asegura la reproducibilidad de los

valores de CMI de aminoglucosidos y de tetraciclinas frente a la gran
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mayoria de microorganismos, al compararlos con los que se obtienen con
agar MH (Picazo, 2000).

En nuestro caso, para el estudio de sensibilidad de los 115
aislados clinicos de E. coli productores de BLEEs, se realiz6 un
procedimiento de microdilucién en caldo MH ensayando los siguientes
antibidticos: amoxicilina-acido clavulanico, piperacilina-tazobactam,
cefoxitina, ceftazidima, cefepima, tobramicina, amikacina,
ciprofloxacino, levofloxacino (Sigma-Aldrich, Espafa), meropenem
(AztraZeneca Farmacéutica, Espafia), imipenem y ertapenem (MSD,
Espana).

Cada antibittico fue disuelto en suero fisioldgico, obteniéndose
una dilucion de almacenamiento que se conservo a -80° y se fue usando,
sucesivamente, en los distintos ensayos.

Para obtener estas diluciones de almacenamiento se tuvieron en
cuenta los siguientes aspectos:

e La pureza de la sustancia activa suministrada por el fabricante:
» Amoxicilina: 88,5%.
» Clavulanico: 100%.
» Piperacilina: 100%.
» Tazobactam: 100%.
» Cefoxitina: 98,1%.

» Ceftazidima: 99,4%.
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Cefepima: 100%.
Tobramicina: 67,1%.
Amikacina: 71,7%.
Ciprofloxacino: 100%.
Levofloxacino: 99,7%.
Meropenem: 100%.

Imipenem: 50%.

vV Vv YV Vv VY V VY V

Ertapenem: 95,6%.

e La menor dilucién a ensayar para cada antibiodtico, ya que, la dilucion
de almacenamiento, debe estar cuatro veces mas concentrada que la
menor de las diluciones.

e El volumen minimo de antibidtico en almacenamiento para realizar
todos los ensayos, sin tener que reconstituir mas antibiotico, para, de
esta forma, mejorar la reproducibilidad del método. Se calculo
multiplicando el volumen de antibidtico que se us6 para cada ensayo
(50 pl) por el numero total de aislados a ensayar (115), es decir, un
volumen minimo de 5,75 ml.

Para establecer las diluciones a ensayar con cada antibiotico, se
tuvieron en cuenta los puntos de corte que definen las categorias clinicas
de sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) segun el CLSI (CLSI,

2005) para E. coli y cada uno de los antibidticos (tabla 9).
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Tabla 9: Puntos de corte (en pg/ml) para los antibidticos ensayados en E. coli

Categoria clinica

Antibiético

R |

Amoxicilina-clavulanico >32/16 16/8

Piperacilina-tazobactam | >128/4 | 32/4—64/4

Cefoxitina > 16

Ceftazidima > 16

Cefepima > 16

Tobramicina > 8

Amikacina

Ciprofloxacino

Levofloxacino

Meropenem

Imipenem

Ertapenem

R: Resistente, I: Intermedio, S: Sensible

Para todos los antibioticos se estableci6 un rango de 11
diluciones, un control positivo (sin antibiotico) y un control negativo de
crecimiento (sin microorganismo), y asi, las diluciones ensayadas fueron

las que se muestran en la tabla 10.
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Tabla 10: Rango de diluciones ensayadas para los diferentes antibiéticos

NUmero del pocillo
[ 5 [ 6 [ 7 | 8 |
Amoxicilina-clavulanico

I S
128/64 | 64/32 | 32/16 [ 16/8 | 8/4 | 42 [ 211 [ 1/0,5 [ 0,5/0,25 | 0,25/0,125 | 0,125/0,06
Piperacilina-tazobactam

R I I S
256/4 | 128/4 | 64/4 | 32/4 | 16/4 | 8/4 | 44 | 24 | 14 | 054 | 0254
Cefoxitina

R
256 | 128 | 64 | 32 [ 4 [ 2 ] 05 | 025
Ceftazidima
S
256 | 128 | | 8 | 4 | 2 | 05 | 025
Cefepima
S
[ 8 T 4 | 2 ] 05 | 025
Imipenem

[025]0,125] 006 | 0,03 0,008
Ertapenem

[ 025]0,125] 006 | 0,03 0,008
Meropenem

[025]0,125] 006 | 0,03 0,008
Tobramicina

S

| 4 ] 2 [ 1 [ o5 0,125
Amikacina

[ 8 [ 4 [ 2 | 0,25
Ciprofloxacino

0,125

0,125

R: Punto de corte para resistente, I: Punto de corte para intermedio, S: Punto de corte para sensible

Para la realizacion del método de microdilucion se sembraron los
microorganismos en placas de agar sangre durante 24 horas a 37°C. Al

dia siguiente, y tras comprobar la pureza del aislado, se resuspendieron
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varias colonias en suero fisiolégico, hasta obtener una turbidez
coincidente con el patrén 0,5 de MacFarland (10°-10° UFC/ml).

Para cada microorganismo ensayado se prepar6 un tubo que
contenia 8 ml de caldo MH (Becton Dickinson, E.E.U.U.) (volumen
resultante de multiplicar el numero de antibidticos a ensayar [12], por el
numero de diluciones de cada antibiotico mas el control negativo [12], y
por los 50 pl de microorganismo en suspension que se dispensan en cada
pocillo, con un ligero exceso de caldo de cultivo).

A continuaciéon se realizd wuna dilucion al 1/100 del
microorganismo suspendido en el suero fisiologico, en el caldo MH. Para
ello se tomaron 80 ul de la suspension al 0,5 de McFarland y se
afiadieron en los 8 ml del tubo con caldo MH.

Se prepar6 una placa de microtitulacion con fondo en “U”. En
cada fila se realizaron las 11 diluciones para cada antibiotico y el pocillo
nimero 12 se us6 como control negativo. Asi, para cada aislado, el
numero total de filas necesarias fue de 12 (una por cada antibidtico
ensayado).

En cada pocillo de la placa se dispensaron, inicialmente, 50 ul de
caldo MH. Posteriormente, en el primer pocillo de cada fila, se
dispensaron 50 pl del antibidtico (concentracion en almacenamiento). Se
pipetearon 50 pl del pocillo 1 y se dispensaron en el pocillo 2. Se mezcld

bien con la pipeta, se recogieron 50 pl del pocillo 2 y se dispensaron en
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el pocillo 3, y asi, sucesivamente, hasta llegar al pocillo nimero 12, del
cual se desecharon 50 pl. De esta forma, se diluyo el antibidtico en los
sucesivos pocillos, obteniendo, en cada uno de ellos, una dilucién que fue
la mitad de la del pocillo anterior (diluciones crecientes en base 2).

Una vez realizada la dilucion del antibidtico se dispensaron 50 pl
de caldo MH, con el microorganismo suspendido, en los pocillos del 1 al
11. En el pocillo 12 se dispensaron 50 ul de caldo MH sin
microorganismo, constituyendo este pocillo el control negativo. De esta
forma, en cada pocillo, el volumen final obtenido fue de 100 pl, y la
dilucion final, la esperada, segtn la tabla 10.

Como control positivo se utilizé el volumen restante de caldo MH
sembrado con el microorganismo.

Una vez inoculadas las placas, se incubaron a 37°C durante 24
horas, apiladas en torres de 5 placas y cubiertas con papel film, tiempo
tras el cual se realizo la lectura, determinandose el valor de la CMI de
cada antibidtico para cada uno de los 115 aislados.

Se comprobd que habia crecimiento bacteriano en el control
positivo y que no lo habia en el control negativo.

Se usaron, en todos los ensayos, las cepas de referencia
aconsejadas por el CLSI (CLSI, 2005): Escherichia coli ATCC 25922,

control para procedimientos de sensibilidad antibidtica en bacterias
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gramnegativas; y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, control para

dichos procedimientos en enterobacterias productoras de BLEEs.

3.2.2. Estudio de sensibilidad a tigeciclina
3.2.2.1. Método de difusion con disco

Este procedimiento consiste en colocar discos de papel de filtro,
conteniendo una cantidad conocida de antibiotico, en la superficie de una
placa de medio de cultivo previamente inoculada con el microorganismo
problema. Habitualmente, los discos tienen 6 mm de diametro y se
pueden colocar tantos como antibidticos se quieran estudiar, respetando
siempre un numero de discos por placa que permita leer los halos de
inhibicién sin que interfieran unos con otros. Cuando el disco entra en
contacto con el medio de cultivo, absorbe agua de éste e inmediatamente
el antibidtico comienza a difundir de forma radial, formando un gradiente
de concentracion inversamente proporcional a la distancia hasta el borde
del disco. En aquellas zonas donde la concentracion alcance un valor
suficiente, el microorganismo, previamente inoculado, no podra crecer, y
tras un periodo de incubacion adecuado aparecera un halo de inhibicion
de crecimiento alrededor de los discos. El diametro del halo de inhibicion
se relaciona con el grado de sensibilidad del microorganismo al

correspondiente antibiotico.

80




3. Material y métodos

Este método no permite establecer la CMI, al menos de forma
directa. EI CLSI ha establecido los puntos de corte en milimetros de los
halos de inhibicion de los antibidticos habitualmente usados en clinica,
que permiten establecer las categorias clinicas de sensible, intermedio y
resistente.

Las ventajas del método de difusion con discos son su sencillez,
flexibilidad y bajo coste, razones que han asegurado su permanencia
durante afios en los laboratorios. Si el método se estandariza
correctamente, su fiabilidad es muy elevada. Por otra parte, los halos de
inhibicién se pueden medir con menos de 0,5 mm de error y con + 2 mm
de reproducibilidad.

En el actual estudio se realizo la difusion en placas de agar MH
(bioM¢érieux, Francia) inoculadas con una suspension bacteriana ajustada
al patron 0,5 de McFarland. Sobre ellas, y para cada uno de los 115
aislados bacterianos, se colocd un disco impregnado con 15 pg de
tigeciclina (Becton Dickinson) y se incubd a 37°C, realizandose la lectura

transcurridas 24 horas.

3.2.2.2. Prueba de Epsilon (E-test)
Se basa en el mismo fundamento de la difusién con disco pero, en
este caso, se utilizan tiras de plastico no poroso de 5 cm de largo y 5 mm

de ancho, en lugar de discos. La tira contiene un gradiente de
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concentracion del antibidtico y una de las superficies de la tira tiene
marcadas las distintas concentraciones del gradiente. Tras aplicar la tira a
una placa previamente inoculada, e incubar ésta adecuadamente, la
interseccion de la elipse de crecimiento del microorganismo con la tira
permite una determinacién directa de la CMI. Diversos estudios han
demostrado que, para la mayoria de los microorganismos de interés
clinico, los valores de CMI obtenidos con este método son similares (en
+1 dilucién) a los que se obtienen con los métodos convencionales de
dilucion (Baker et al., 1991).

En las mismas placas en las que se realiz6 la prueba de la difusion
con disco, y, por tanto, en paralelo para los 115 aislados, se realizo6 el E-
test (figura 4). Para ello, se colocd con ayuda de unas pinzas, a una
distancia razonable para evitar interferencias, una tira impregnada con
tigeciclina (IZASA S.A., Espafia), cuya concentracion oscilé entre 256
pg/mly 0,016 pg/ml.

Los puntos de corte para definir la sensibilidad a tigeciclina en
Enterobacteriaceae por este procedimiento, segun la Food and Drug

Administration (FDA) son: Sensible (< 2 pg/ml), Intermedio (4 pg/ml) y

Resistente (> 8 pg/ml) (Wyeth Pharmaceuticals, 2006).
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Figura 4: Procedimiento de difusion con disco y E-test

La CMI fue interpretada como el punto de interseccion de la
elipse de inhibicion del crecimiento con el borde de la tira, como muestra

la figura 5.

Figura 5: Interpretacion de la prueba de Epsilon
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3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PORINAS DE LA
MEMBRANA EXTERNA
3.3.1. Seleccion de los aislados

Para realizar el estudio de la expresion de porinas de la membrana
externa, se seleccionaron 50 de los 115 aislados clinicos de E. coli
productores de BLEEs. Est4 descrito que, en aislados de miembros de la
Familia Enterobacteriaceae productores de BLEEs, la resistencia a
cefoxitina puede ser debida, entre otros mecanismos, a la deficiencia de
porinas (Pangon et al., 1989). Por esta razon se seleccionaron todos
aquellos aislados que presentaron algin grado de resistencia a cefoxitina,
y se completd hasta 50 con el resto de aislados necesarios (sensibles a

cefoxitina), seleccionados aleatoriamente.

3.3.2. Estudio de sensibilidad en medio Nutrient-Broth

Antes de determinar la expresion de porinas, y puesto que este
procedimiento, como veremos, se realizo tras cultivo de los aislados en
dos medios diferentes, Nutrient-Broth (NB) y Mueller-Hinton (MH), se
realiz6 un procedimiento previo de microdilucién en NB con la finalidad
de determinar la sensibilidad antibidtica de los 50 aislados, en este
medio.

La finalidad de este procedimiento fue comparar la sensibilidad,

in vitro, de los aislados, en dos medios diferentes, los mismos en los que
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se determinaria, posteriormente, la expresion de porinas, y asi poder
establecer si, los posibles cambios en la expresion de porinas entre ambos
medios se relacionan, o no, con cambios en la CMI.

Para ello se siguieron las directrices propias de cualquier
procedimiento de microdilucion, con los mismos antibidticos utilizados
previamente en MH (apartado 3.2.1.), y los mismos rangos (tabla 10). Se
determind el valor de CMI tedrico de cada antibidtico en medio NB, para
cada uno de los 50 aislados seleccionados.

Dicho estudio de sensibilidad no incluy6 la determinaciéon de la
categoria clinica (S, I, o R), puesto que el medio NB no es un medio

estandarizado para realizar estudios de sensibilidad in vitro.

3.3.3. Determinacion de la expresion de porinas

Con objeto de separar e identificar las porinas inespecificas de
membrana externa, OmpC y OmpF, se procedi6 a la separacion de la
membrana externa e interna, con la posterior extraccion de las porinas de
la membrana externa, y separacion de estas ultimas mediante

electroforesis.
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3.3.3.1. Extraccion de porinas de la membrana externa

La separaciéon de las membranas externa e interna se puede
realizar por dos procedimientos: la ultracentrifugacion en gradiente o la
solubilizacion diferencial.

El primero se basa en la diferente composicion de ambas
membranas. La membrana externa estd constituida por fosfolipidos,
lipopolisacaridos y proteinas, y se puede separar, por ultracentrifugacion
en gradiente de la membrana interna, constituida solamente por
fosfolipidos y proteinas.

La solubilizacion diferencial se basa en que, como consecuencia
de la diferente composicion de la membrana externa e interna, éstas
podran solubilizarse con diferentes detergentes bajo condiciones
diferentes. Este es el método que hemos adoptado, dada su mayor
simplicidad.

El dodecil-sulfato-sodico (SDS), el sarcosil y otros detergentes,
en condiciones apropiadas, pueden solubilizar todas las proteinas de la
membrana con excepcion de las porinas, las cuales podran recogerse
mediante centrifugacion, formando un “pellet”.

Para la realizacion de la técnica se sembraron los aislados, por
separado, y en paralelo, en 5 ml de caldo NB (Becton Dickinson) y en 5

ml de caldo MH, a 37 °C durante 18-24 horas, en agitacion (200 rpm). A
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continuacion se recogieron las bacterias mediante centrifugacion (4.000
rpm, 4°C, 15 minutos).

A partir de aqui, todos los procedimientos se realizaron en
paralelo, para cada aislado, sembrando en los dos medios de cultivo, ya
que ha sido descrito previamente (Doménech-Sanchez y Benedi, 2000)
que en los medios con baja osmolaridad (Nutrient-Broth) se incrementa
la expresion de OmpF y disminuye la de OmpC; mientras, que, sin
embargo, en los medios de elevada osmolaridad (Mueller-Hinton), el
proceso ocurre al contrario, disminuye la expresion de OmpkF.

El pellet bacteriano se resuspendié en 200 pl de Tris-HC1 10 mM
y se agito en vortex.

La rotura celular necesaria para la obtencidon de las envueltas se
realizd mediante el uso de un sonicador de pistilo para pequefias muestras
(UP 200s Ultraschallprozessor, Dr. Hielscher GmbH, Alemania). La
sonicacion se realizé sometiendo cada suspension bacteriana a dos ciclos,
uno de 1 minuto (0,5 segundos de sonicacién, 60 pulsos, con una
amplitud del 100%), y otro de 30 segundos (0,5 segundos de sonicacion,
30 pulsos, 100% de amplitud) con intervalos de tiempo de descanso entre
ciclos de, al menos, 1 minuto, manteniendo siempre el botén celular en

hielo para evitar la desnaturalizacion proteica.
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Las suspensiones, una vez sonicadas, se centrifugaron a 3.000 x g,
a 4°C, durante 10 minutos, para eliminar las células que no se hubieran
roto, repitiendo la sonicacion si el pellet era demasiado grande.

A continuaciéon se recogio el sobrenadante (constituido por las
membranas externa e interna y por el contenido citoplasmatico), con
precaucion de no arrastrar nada de pellet, y se transfirié a otro tubo
eppendorf. Se realizd una ultracentrifugacion a 13.000 rpm, a 4°C,
durante 45 minutos, para recoger las membranas celulares, descartando el
sobrenadante (contenido citoplasmatico y otros residuos).

El pellet, constituido por las membranas externa e interna, se
resuspendio en 500 pl de sarcosil al 2% (Sigma-Aldrich) disuelto en Tris-
HCI 10 mM y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. De
esta forma se solubiliz6 la membrana interna.

Seguidamente, se procedid a una nueva ultracentrifugacion en las
mismas condiciones (13.000 rpm, 4°C, 45 minutos), con el objetivo de
recoger la membrana externa, insoluble en sarcosil, desechando el
sobrenadante, que contiene las membranas internas.

El pellet asi obtenido se lavo con 10-15 pl de Tris-HCI (10 mM,
pH 6,8) y se resuspendi6 finalmente en 10 pl del mismo Tris-HCI,
conservandolo a 4 °C hasta su comprobacion, mediante electroforesis en

gel de poliacrilamida, usando el método SDS-PAGE.
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3.3.3.2. Separacion de porinas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida

El método empleado para la separacion y determinacion del perfil
de expresion de porinas fue la electroforesis en geles de poliacrilamida
conteniendo dodecil-sulfato-sddico al 0,1% (SDS-PAGE).

Para la realizacion del gel separador o “separating gel” (apéndice)
se utilizaron concentraciones de acrilamida (12%), bisacrilamida (0,4%)
y urea (6M). Tras la separacion electroforética, las proteinas se
identificaron mediante tinciéon con azul de Coomassie (Bio-Rad,
E.E.U.U.).

La separacion de las diferentes porinas de E. coli por
electroforesis no es sencilla, ya que los pesos moleculares de OmpC y
OmpF (38,284 kDa y 37,061 kDa, respectivamente) son muy similares,
lo que dificulta su resolucion. Para facilitar la identificacion diferencial
de ambas porinas se empled urea en el gel de poliacrilamida. Las porinas
OmpC y OmpF de E. coli migran de forma diferente en geles que
contienen urea (mayor osmolaridad) respecto a los que no la tienen
(menor osmolaridad): en geles con urea, OmpC migra mas lentamente
que OmpF debido a su mayor peso molecular (Hernandez-Allés et al.,
1999).

Para la elaboracion de los geles se utilizaron los “casting stand”

(Bio-Rad) con espaciadores de 0,75 mm de espesor, que permitieron
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obtener 2 geles de 6 x 8 cm. El llenado de la solucidon de acrilamida se
realizd con la ayuda de una pipeta pasteur. A continuacioén, sobre la
solucion de acrilamida, se dispensé una mezcla saturada de isobutanol en
agua sobre la superficie de cada gel, con objeto de eliminar las posibles
burbujas y linealizar el gel. Se dejé polimerizar a temperatura ambiente
durante 20 minutos y se elimin6 la mezcla agua/isobutanol lavando con
agua destilada y posterior secado con papel de filtro (Whatman, Espafa),
eliminando los posibles restos de agua. A continuacion se aiadié la
solucion de acrilamida menos concentrada “stacking gel” (apéndice)
intercalando los peines entre los cristales para modelar 10 pocillos. Se
dejo polimerizar la solucion 25 minutos a temperatura ambiente, y se
retiraron los peines. Por Gltimo, se lavaron los pocillos con la solucion de
tampon de migracion "running buffer" (apéndice), se colocaron los geles
en la cubeta de electroforesis y se vertieron 300 ml de “running buffer”
en la cubeta.

Una vez preparados los geles se cargaron los pocillos con 5-10 pl
de muestra, constituida por una mezcla, a partes iguales, del producto
resultante de la extraccion y tampon de carga con -mercaptoetanol (SDS
loading Buffer 2X, apéndice), la cual se llevo a ebullicion previa durante

4 minutos a 95°C y se dejo enfriar antes de adicionar a los pocillos.
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En cada uno de los ensayos, uno de los pocillos se carg6 con la
muestra extraida de la cepa de referencia E. coli K12 (JF568) (Foulds y
Chai, 1978), y el resto se cargo con las de las cepas problema.

Una vez cargados los pocillos, los geles se sometieron a
electroforesis durante 1 hora y 15 minutos. Para ello se utiliz6 una cubeta
electroforética (Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad) con una fuente de
alimentacion (Power Pac 3000, Bio-Rad) con una diferencia de potencial

constante de 200 V (figura 6).

Figura 6: Preparacion de geles y camara de electroforesis

Tras la separacion electroforética se procedi6 al revelado con la
solucion de tefiido o “staining solution” (apéndice) durante 20 minutos, y

a continuacion se procedid a la decoloraciéon con una soluciéon de
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decoloracion o "destaining solution” (apéndice), hasta que se obtuvo un
gel completamente transparente.
Para la conservacion de los resultados obtenidos, los geles se

escanearon situandolos entre ldminas transparentes de papel de acetato.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO
3.4.1. Relacion entre la sensibilidad antibidtica de los 115 aislados
productores de BLEESs y el tipo de enzima presente

Se utilizé la prueba exacta de Fisher para tablas » x s para
comparar entre si la distribuciéon de CMIs y categorias clinicas de cada
antibiotico, entre los dos grupos de aislados productores de BLEEs
(CTX-M9 y SHV). Se consider6 hipoétesis alternativa (H;) la presencia de
diferencia entre los grupos, comparados en cuanto a las dos variables, e

hipétesis nula (Hy) la ausencia de diferencia.

3.4.2. Relacién entre expresién de porinas, medio de cultivo y
sensibilidad antibiotica
3.4.2.1. En medio NB

Hammel et al (2006) demostraron que, el analisis con datos
censurados, es el adecuado cuando queremos realizar un andlisis
estadistico con los valores de CMI (la CMI es la concentracion minima

que inhibe el crecimiento bacteriano; a la concentracion inmediatamente
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inferior, ya no existe tal inhibicion), puesto que, el clasico, da lugar a
tasas de error mayores a las deseadas.

Por esa razon, con objeto de estudiar si existian diferencias en los
valores de CMI de cada antibidtico, entre las cepas que expresaban
distinto tipo de porinas en medio NB, se llevo a cabo un andlisis de

regresion con datos censurados por intervalos (Long y Freese, 2006).

3.4.2.2. En medio MH

Para medir la asociacion entre la sensibilidad de los aislados (en
funcion de la categoria clinica, y considerando a los aislados sensibles o
con algin grado de resistencia) y el perfil de expresion de porinas en
MH, se aplico, a cada una de las tablas de contingencia, el prueba exacta
de Fisher para tablas 2 x 2.

Por otro lado, con objeto de estudiar si existian diferencias en los
valores de CMI de cada antibidtico, entre las cepas que expresaban
distinto tipo de porinas en medio MH, se llevé a cabo, también, en este

caso, un analisis de regresion con datos censurados por intervalos.
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3.4.2.3. Interaccion entre el tipo de porinas y el medio de cultivo sobre el
valor de CMI

El valor de CMI es un tipo de dato particular. Es un valor que esta
truncado por los lados, es decir, realmente no se conoce el valor exacto
de CMLI, sino que el valor exacto esta entre dos valores. El analisis que se
empled en este caso fue la generalizacion del método tobit (Long, 1997)
en forma de modelo de regresion para datos truncados por ambos lados
en puntos variables, pero conocidos.

En la situacion de datos apareados, en la que cada aislado posee
un valor de CMI para cada medio de cultivo, se consideraron siempre dos
factores, el nimero de porinas expresadas en cada uno de los medios (NB
y MH) y si tal nimero de porinas coincidia en ambos medios, o no.

Se realiz6, en primer lugar, un test de interaccion entre el tipo de
porinas expresadas y el medio. Si este test dio significativo se paso a
realizar las comparaciones por parejas entre cada uno de los grupos de
nimero de porinas y cada uno de los medios, penalizando por
Bonferroni. Si, por el contrario, el test de la interaccion no dio
significativo, se pas6 a comparar las medias marginales del namero de
porinas por un lado y de los medios por otro.

En todos los casos se hizo un estudio exhaustivo de los residuos
de los modelos ajustados buscando dos cosas: detectar desviaciones de la

normalidad de tales residuos (recuérdese que se estaban empleando
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generalizaciones de los modelos tobit, que son casos particulares de
modelos probit en los que subyace la normalidad de la variable de base),
llegandose a aplicar el test de normalidad de Shapiro-Wilks a tales
residuos, y la deteccion de valores extremos o influyentes que ajustaran
un modelo desviado. En ningun caso rechazamos la normalidad de los
residuos y tampoco encontramos valores lo suficientemente extremos
(residuo estandarizado, mayor, en valor absoluto, de 3,5) como para que
tuviéramos que plantearnos el rechazo de la observacion o la
comparacion entre un modelo ajustado con ella y otro sin ella.

En una primera fase se empled el programa SPSS 14.1, y en el
caso de los modelos para datos doblemente censurados se empleo el
paquete STATA 9.2. y, dentro de ¢l, los programas INTREG e

XTINTREG, con las opciones posteriores de analisis de residuos.

En todos los andlisis estadisticos se declar6 un contraste
significativo cuando el nivel de significacion del mismo fue inferior a
0,05, y se hablé de indicios de significacion cuando el nivel de
significacion estuvo entre 0,10 y 0,05, debido a que es muy posible

encontrar significacion al aumentar el tamafio de muestra.
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APENDICE
Soluciones de almacenamiento

1. Tris-HCI 1,5 M, pH 8,3
Conservar a temperatura ambiente

2. SDS 10% (Sigma-Aldrich)

3. Acrilamida 30% / bisacrilamida 0,8%, ratio 37,5:1 (Bio-Rad)
Conservar a 4°C

4. Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8
Conservar a temperatura ambiente

5. 0,1% N,N’,N,N’-tetrametil etilendiamina (Sigma-Aldrich)

6. 10% persulfato amoénico (Bio-Rad)

Preparacion extemporanea

Gel de electroforesis
e "Separating gel" constituido por:
v 2,5 ml de la solucion 1
v 0,1 ml de la solucién 2
v 4 ml de la solucién 3
v’ 3,6 g de Urea (Sigma-Aldrich) para obtener una concentraciéon 6 M
La urea se disolvido en la solucion 1 con calor y agitacion y
posteriormente se adicion6 agua destilada hasta conseguir 10 ml de
dilucion
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v' 5 ul de la solucion 5
v" 50 ul de la solucion 6
o "Stacking gel": constituido por:
v' 2,5 ml de la solucion 1
v 0,1 ml de la solucion 2
v 1,3 ml de la solucion 4
v’ 6,1 ml de agua destilada
v 10 ul de la solucion 5

v" 50 ul de la solucion 6

Tampon de electroforesis (*'running buffer 5X™)
Compuesto por:
v' Tris Base 9 g (0,125 M)
v" Glicina 43,2 g (0.96 M) (Bio-Rad)
v SDS 3 g (0,5%)

v’ Agua destilada c.s.p. 600 ml

Tampon de carga de la muestra (*'SDS loading Buffer 2X™)
Compuesto por:
v Tamp6n Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8
v' SDS 0,4% 2,13 ml

v SDS1g
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v" Glicerol 5 ml (Panreac)
v’ B-mercaptoetanol 2,56 ml (Sigma-Aldrich)
v' Trazas de azul de bromofenol (Sigma-Aldrich)

Conservar a -20°C

Soluciones de revelado
e “Staining solution" (solucién de tefiido):
v" Azul de Coomassie brilliant R-250 2,5 g (0,25%) (Bio-Rad)
v Metanol 500 ml
v Acido acético glacial 100 ml
v' Agua destilada c.s.p. 1 1
Conservar a temperatura ambiente y protegido de la luz
o "Destaining solution" (solucién de decoloracion):
v Acido acético glacial (10%) 100 ml
v’ Metanol 150 ml
v' Agua destilada c.s.p.11

Conservar a temperatura ambiente y protegido de la luz
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4. Resultados

4.1. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD DE LOS AISLADOS DE
ESCHERICHIA COLI PRODUCTORES DE BLEEs
4.1.1. Actividad de los diferentes antibiéticos ensayados

En la tabla 11 aparece la relaciéon completa de los aislados
estudiados, con los valores de CMI y categorias clinicas, segun el CLSI,
obtenidos para cada uno de los antibidticos ensayados por microdilucion,
en MH.

En la tabla 12 se muestra, para tigeciclina, la relacion completa de
aislados, con el valor del diametro de inhibicidon de crecimiento, segun el
método de difusion con disco, y los valores de CMI y categorias clinicas
segun la prueba Epsilon.

En la tabla 13 se representan los rangos de las CMIs detectadas,
los valores de CMIsy y CMly, y el porcentaje de sensibilidad de los 115
aislados clinicos, para cada uno de los antibidticos ensayados. De la
misma forma, en las tablas 14 y 15 aparecen descritos estos mismos
valores en los 67 aislados productores de enzimas CTX-M9 y los 48
productores de enzimas SHV, respectivamente. Cabe destacar que,
imipenem, meropenem, ertapenem, amikacina y tigeciclina fueron los
cinco antibioticos activos frente el 100% de los aislados, y que, de entre
todos estos, meropenem presentd los valores mas bajos de CMlIsy y

CMly entre los aislados productores de ambos tipos de enzimas.
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Tabla 11: Valor de CMI y categoria clinica, segin el CLSI, para cada uno de los

antibidticos ensayados, en los 115 aislados de E. coli productores de BLEEs

CMI CcC CMI CcC CMI CcC
AMC  AMC PTZ PTZ FOX FOX

1 8/4 1/4
16 8/4 4/4
25 42 2/4
26 32/16 2/4
27 8/4 2/4
41 8/4 1/4
42 8/4 1/4
46 16/8 4/4
47 8/4 4/4
51 4/2 1/4
54 16/8 4/4

8/4 1/4
58 4/2 0,5/4
32/16 32/4
YY) 2/4
8/4 2/4
8/4 64/4
16/8 2/4
8/4 <0,25/4
32/16 32/4
8/4 0,5/4
8/4 1/4
42 1/4
8/4 1/4
42 1/4
2/1 <0,25/4
8/4 0,5/4
8/4 0,5/4
8/4 1/4
32/16 8/4
32/16 128/4
8/4 4/4
8/4 0,5/4
8/4 <0,25/4
8/4 1/4
2/1 1/4
42 0,5/4
16/8 1/4
8/4 2/4
8/4 1/4
8/4 0,5/4
8/4 0,5/4
8/4 1/4
16/8 2/4

Aislado
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AMC: Amoxicilina-clavulanico; PTZ: Piperacilina-tazobactam; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima
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Tabla 11 (continuacion)

CMI CcC CMI CC CMI CcC
AMC AMC PTZ PTZ FOX FOX

170 16/8 4/4
171 8/4 4/4
177 8/4 1/4
178 8/4 2/4
179 4/2 16/4
180 4/2 2/4
181 8/4 <0,25/4
183 8/4 8/4
185 8/4 2/4
186 4/2 1/4
187 4/2 1/4
189 32/16 8/4
190 4/2 2/4
191 8/4 2/4
192 16/8 4/4
193 8/4 1/4
195 8/4 2/4
196 8/4 1/4
198 32/16 2/4
200 8/4 1/4
204 8/4 2/4
207 8/4 <0,25/4
208 4/2 1/4
210 8/4 1/4
211 8/4 1/4
214 2/1 2/4
217 4/2 0,5/4
218 32/16 2/4
219 32/16 1/4
220 2/1 0,5/4
221 8/4 0,5/4
224 32/16 8/4
226 8/4 2/4
227 8/4 4/4
228 4/2 1/4
229 8/4 4/4
230 8/4 2/4
231 4/2 1/4
232 32/16 64/4
233 4/2 4/4
235 8/4 8/4
237 8/4 16/4
240 4/2 8/4
242 8/4 0,5/4
245 4/2 8/4
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AMC: Amoxicilina-clavulanico; PTZ: Piperacilina-tazobactam; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima
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Tabla 11 (continuacion)

CMI CcC CMI CC CMI CC
AMC AMC PTZ PTZ FOX FOX

246 4/2 4/4
248 8/4 8/4
249 16/8 2/4
253 2/1 2/4
254 4/2 1/4
255 4/2 1/4
258 8/4 1/4
260 8/4 1/4
261 32/16 16/4
265 4/2 0,5/4
266 4/2 2/4
267 4/2 8/4
268 8/4 0,5/4
269 8/4 8/4
270 8/4 4/4
272 32/16 8/4
273 8/4 2/4
274 8/4 2/4
276 8/4 1/4
277 4/2 1/4
280 4/2 1/4
282 4/2 1/4
284 4/2 16/4
285 4/2 0,5/4
288 4/2 2/4
290 4/2 2/4

Aislado
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AMC: Amoxicilina-clavulanico; PTZ: Piperacilina-tazobactam; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima
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Tabla 11 (continuacion)

CMI CC CMI  CC
FEP  FEP ETP ETP

1 8 0,03
16 2 0,016
25 4 <0,008
26 16 0,125
27 2 0,016
41 16 0,03
42 4 <0,008
46 64 0,25
47 0,06
51 0,016
54 0,03
56 <0,008
58 <0,008
62 0,016
63 0,03
65 0,06

0,06
0,06
0,03

0,125

0,125

0,016

0,06

0,03

0,03
<0,008

0,016

0,03
0,03
0,016
0,03
0,016
0,016
0,03
0,03
<0,008
0,03
0,06
0,03
0,03
0,03

0,016

0,016

0,016
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
FEP: Cefepima; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; ETP: Ertapenem
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Tabla 11 (continuacion)

CMI CC
FEP  FEP

170 128
171 16
177 8

178 1

179 32
180 2

181 0,5
183 4

185 32
186 1

187 4

189 32
190 8

191 32
192 4

193 2

195 8

196

198

200

204

207

208

210

211

214

217

218

219

220

221

224

226

227

228

229

230

231

232

233

235

237

240

242

245

Aislado
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
FEP: Cefepima; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; ETP: Ertapenem
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4. Resultados

Tabla 11 (continuacion)

CMI  CC
FEP  FEP
246 1

248 4

249 0,5
253
254
255
258
260
261
265
266
267
268
269
270
272
273
274
276
277
280
282
284
285
288
290

Aislado

w2
w2
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1
4
4
4
4
8
8
8
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
FEP: Cefepima; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; ETP: Ertapenem
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4. Resultados

Tabla 11 (continuacion)

CMI  CC CMI CcC CMI CC
AK AK CIP CIP LEV LEV
16 8
64 16
8 4
32 16
1

Aislado

1
16
25
26
27
41
42
46
47
51
54
56
58
62
63
65

32

16

64
1
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AK: Amikacina; TO: Tobramicina; CIP: Ciprofloxacino; LEV: Levofloxacino
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4. Resultados

Tabla 11 (continuacion)

CMI CC CMI CcC CMI CC CMI CcC
AK AK TO TO CIP CIP LEV LEV

170 2 32 16

171 2 <0,125 0,25
177 1 8 4

178 0,5 32 16

179 2 64 16

180 32 16

181 64 16

183 32 16

185 32 16

186
187
189
190
191
192
193
195
196
198
200
204
207
208
210
211
214
217
218
219
220
221
224
226
227
228
229
230
231
232
233
235
237
240
242
245

Aislado
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AK: Amikacina; TO: Tobramicina; CIP: Ciprofloxacino; LEV: Levofloxacino
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4. Resultados

Tabla 11 (continuacion)

CMI CC CcC CMI CC CMI CcC

AK AK TO CIP CIP LEV LEV

<0,125 <0,125
32 16
32 8

32

64

8

16

8

32

16

32

4

0,5

1

32

16

8

Aislado

246
248
249
253
254
255
258
260
261
265
266
267
268
269
270
272
273
274
276
277
280
282
284
285
288
290
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
AK: Amikacina; TO: Tobramicina; CIP: Ciprofloxacino; LEV: Levofloxacino

109




4. Resultados

Tabla 12: Valores del didmetro de inhibicion de crecimiento, CMI y categoria clinica,

segun el CLSI, para tigeciclina, en los 115 aislados de E. coli productores de BLEEs

Aislado  Diametro de inhibicion CMI Tigeciclina CC Tigeciclina

1 23 0,25 S
16 19 0,75
25 25 0,094
26 24 0,125
27 23 0,19
41 25 0,094
42 23 0,38
46 23 0,125
47 21 0,38
51 25 0,094
54 26 0,094
56 25 0,19
58 21 0,75
62 27 0,094
63 29 0,047
65 23 0,25
24 0,19
25 0,094
25 0,094
24 0,125
28 0,094
24 0,19
23 0,19
24 0,125
23 0,25
24 0,125
25 0,125
24 0,19
25 0,094
23 0,38
26 0,094
25 0,19
27 0,064
24 0,19
26 0,094
27 0,064
25 0,125
26 0,094
27 0,094
27 0,064
27 0,094
28 0,094
26 0,094
28 0,094

N unnunmnonrnunouwuwunononmnmomnvun unmnmorn uounmoununomvm nun nn nrn nn nun uorvn unn nn N n NN n NN nn NN Y1 YN 1 »n

CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
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Tabla 12 (continuacion)

Aislado  Diametro de inhibicion CMI Tigeciclina CC Tigeciclina

170 27 0,064 S
171 25 0,19

177 24 0,125
178 24 0,19

179 26 0,094
180 25 0,19

181 24 0,19

183 25 0,125
185 26 0,125
186 27 0,094
187 25 0,19

189 26 0,094
190 29 0,064
191 27 0,064
192 26 0,094
193 25 0,19

195 29 0,064
196 24 0,19

198 25 0,19

200 25 0,125
204 26 0,094
207 26 0,125
208 24 0,19

210 25 0,125
211 26 0,125
214 21 0,5

217 27 0,064
218 23 0,5

219 25 0,19
220 28 0,064
221 25 0,125
224 27 0,094
226 25 0,19
227 27 0,094
228 23 0,125
229 27 0,094
230 27 0,094
231 25 0,125
232 23 0,19
233 28 0,064
235 26 0,125
237 20 0,75

240 25 0,125
242 25 0,125
245 23 0,25
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
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Tabla 12 (continuacion)

Aislado  Diametro de inhibicion CMI Tigeciclina CC Tigeciclina

246 25 0,125 S
248 25 0,125
249 26 0,094
253 27 0,064
254 20 0,75
255 24 0,25
258 23 0,25
260 22 0,38
261 21 0,38
265 22 0,38
266 22 0,38
267 22 0,38
268 22 0,25
269 22 0,38
270 22 0,25
272 22 0,25
273 24 0,25
274 21 0,75
276 25 0,19
277 27 0,094
280 19 0,75
282 20 0,75
284 20 0,5

285 23 0,5

288 22 0,38
290 22 0,5
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CMI: Concentracion minima inhibitoria; CC: Categoria clinica
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4. Resultados

Tabla 13: Valores de rango, CMIsy, CMlIy, y porcentaje de sensibilidad a los diferentes

antibidticos ensayados, frente a los 115 aislados clinicos de E. coli productores de

BLEEs

Antibidticos

Rango (pg/ml)

CMlso (Hg/ml)

CMlgo (Hg/ml)

Aislados
sensibles
(%0)

Amoxicilina-
clavulanico

2/1-32/16

8/4

32/16

81,7

Piperacilina-
tazobactam

<0,25/4 - 128/4

8/4

95,7

Cefoxitina

0,5-32

91,3

Ceftazidima

<0,25->256

67,8

Cefepima

<0,25-128

80

Imipenem

0,03-2

Meropenem

<0,008 - 1

Ertapenem

<0,008-0,5

Amikacina

<0,25-8

Tobramicina

<0,125-128

Ciprofloxacino

<0,125- 128

Levofloxacino

<0,125->128

Tigeciclina

0,047-0,75
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4. Resultados

Tabla 14: Valores de rango, CMIsy, CMlIy, y porcentaje de sensibilidad a los diferentes
antibidticos ensayados, frente a los 67 aislados clinicos de E. coli productores de CTX-

M9

Aislados
Antibiéticos Rango (ug/ml) | CMlg (ug/ml) | CMlIgo (Hg/ml) sensibles
(%)

Amoxicilina-
clavulanico

2/1-32/16 8/4 16/8 85,1

Piperacilina-

<0,25/4 - 128/4 95,5
tazobactam

Cefoxitina 0,5-32 91

Ceftazidima <0,25-16

Cefepima <0,25-128

Imipenem 0,03 -0,25

Meropenem <0,008 - 0,06

Ertapenem <0,008 - 0,125

Amikacina 0,5-8

Tobramicina <0,125-128

Ciprofloxacino <0,125-128

Levofloxacino <0,125-64

Tigeciclina 0,047-0,75
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4. Resultados

Tabla 15: Valores de rango, CMIsy, CMlIy, y porcentaje de sensibilidad a los diferentes

antibidticos ensayados, frente a los 48 aislados clinicos de E. coli productores de SHV

Antibidticos

Rango (ug/ml)

CMlso (pg/ml)

CMilg (pg/ml)

Aislados
sensibles
(%0)

Amoxicilina-
clavulanico

2/1-32/16

8/4

32/16

77,1

Piperacilina-
tazobactam

<0,25/4 - 64/4

2/4

16/4

95,8

Cefoxitina

1-32

91,7

Ceftazidima

<0,25->256

Cefepima

<0,25-128

Imipenem

0,03-2

Meropenem

<0,008 -1

Ertapenem

<0,008-0,5

Amikacina

<0,25-8

Tobramicina

<0,125-32

Ciprofloxacino

<0,125- 128

Levofloxacino

<0,125->128

Tigeciclina

0,064-0,75
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4. Resultados

En las tablas 16 a 27 se representa la distribucion, en porcentajes,
de los aislados clinicos de E. coli que presentaron cada valor de CMI (en
ug/ml) para los diferentes antibidticos ensayados mediante el método de

microdilucion.

Tabla 16: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para amoxicilina-clavulanico

CMI (ug/ml)

Tipo de BLEEs

8/4

Productores de BLEEs 49.6

Productores de CTX-M9 61

Productores de SHV

Para amoxicilina-clavulanico los aislados presentaron, mas

frecuentemente, valores de CMIs comprendidos entre 4/2 y 8/4 pg/ml.
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4. Resultados

Tabla 17: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para piperacilina-tazobactam

CMI (ug/ml)

Productores
de BLEEs

Productores
de CTX-M9

Productores
de SHV

En el caso de piperacilina / tazobactam los valores de CMIs mas
frecuentes, para el total de las cepas, se encontrdé comprendido entre 0,5/4

y 4/4 pg/ml.

Tabla 18: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para cefoxitina

CMI (ug/ml)
Tipo de BLEES

Productores de BLEEs

Productores de CTX-M9

Productores de SHV
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Para cefoxitina, mas del 85% de aislados presentaron valores de
CMI comprendidos entre 2 y 8 pg/ml. Comparando los aislados
productores de BLEEs tipo CTX-M9 y SHV entre si, vemos, como los
productores de SHV presentaron valores de CMI en torno a una dilucion
inferior respecto a los productores de CTX-M9 (entre 2 y 4 ug/ml para

SHV, frente a 4 y 8 pug/ml para CTX-M9).

Tabla 19: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para ceftazidima

CMI (ug/ml)

Productores
de BLEEs

Productores
de CTX-M9

Productores
de SHV

Frente a ceftazidima, respecto al total de aislados clinicos, existio
una distribucidon irregular de frecuencias, que se despeja cuando
analizamos por tipo de BLEE. Se puede observar como los aislados
productores de BLEEs tipo CTX-M9 presentaron una distribucion de

CMIs mas bajas que los aislados productores de SHV.
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4. Resultados

Tabla 20: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para cefepima

CMI (ug/ml)

Tipo de BLEEs

Productores de
BLEEs

Productores de
CTX-M9

Productores de
SHV

Respecto a cefepima, mas del 50% de aislados,
independientemente del tipo de BLEE que expresaran, presentaron CMIs
comprendidas entre 1 y 8 pg/ml. Al comparar por tipo de BLEE, se
observd que los aislados que expresaron BLEEs tipo CTX-M9

presentaron CMIs mayores.
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4. Resultados

Tabla 21: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para imipenem

CMI (ug/ml)

.Tipo de BLEEs

0,125

Productores de BLEEs 58,3

Productores de CTX-M9 64,1

Productores de SHV 49,9

Tabla 22: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para meropenem

CMI (ug/ml)
Tipo de BLEEs

0,03 | 0,06 | 0,125

Productores de BLEEs 20 0,9

Productores de CTX-M9

Productores de SHV

120
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Tabla 23: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para ertapenem

CMI (pg/ml)

Tipo de BLEEs

0,03 | 0,06 | 0,125

Productores de BLEEs 304 | 12,2 7,8

Productores de CTX-M9 372 | 134 7,5

Productores de SHV 20,8 | 10,4

En el caso de los antibidticos carbapenémicos se puede observar
que el mayor porcentaje de aislados presentaron CMIs comprendidas
entre: 0,125-0,25; 0,016-0,03 y 0,06-0,03 (pg/ml) frente a imipenem,

meropenem y ertapenem, respectivamente.

Tabla 24: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para amikacina

CMI (pg/ml)
Tipo de BLEES

Productores de BLEEs

Productores de CTX-M9

Productores de SHV
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En lo que respecta a amikacina, el mayor porcentaje de aislados
se encontr6 comprendido en valores de CMI que van de 1 a 4 pg/ml,

independientemente del tipo de BLEE que expresaran.

Tabla 25: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para tobramicina

CMI (pg/ml)

Productores
de BLEEs

Productores
de CTX-M9

Productores
de SHV

En el caso de tobramicina, los valores de CMI fueron mas bajos
que en el caso de amikacina, estando comprendidos la mayoria de los
aislados entre 0,25 y 1 pg/ml. Los que expresaron CTX-M9 presentaron

valores de CMIs mads bajos que los que expresaron BLEEs tipo SHV.
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Tabla 26: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para ciprofloxacino

CMI (ug/ml)

Productores
de BLEEs

Productores
de CTX-M9

Productores
de SHV

Para ciprofloxacino se observd una distribucion equitativa entre
los diferentes valores de CMIs, con un mayor porcentaje de aislados en
32 pg/ml, tanto para el total de aislados, como para la diferenciaicon

entre productores de CTX-M9 y SHV.

Tabla 27: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para levofloxacino

CMI (ug/ml)

Productores
de BLEEs

Productores
de CTX-M9

Productores
de SHV
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Respecto a levofloxacino, el mayor porcentaje de aislados
presentaron valores de CMI comprendidos entre 8 y 16 pg/ml, situacion
que se repitio tanto para los que expresaron BLEEs tipo CTX-M9 como
SHV. En el caso de las cepas con SHV nos encontramos con valores de
CMIs ligeramente superiores que frente a las CTX-M9.

En la tabla 28 se muestra, porcentualmente, la distribucion de
aislados de E. coli productores de BLEEs que presentaron cada valor de
CMI (en pg/ml) de tigeciclina por el procedimiento de E-test. La mayor
parte de los aislados presentaron CMIs entre 0,094 y 0,19 pg/ml. Los
valores obtenidos indican una excelente actividad de tigeciclina frente a
estos aislados clinicos, siendo valores similares los obtenidos para los

aislados productores de enzimas CTX-M9 y SHV.

Tabla 28: Distribucion (en porcentaje) de aislados clinicos que presentaron cada valor

de CMI para tigeciclina

CMI (ug/ml)

Tipo de

BLEEs
0,125 | 0,19 | 0,25

Productores

de BLEEs 19,2 | 182 | 87

Productores

de CTX-M9 239 | 164

Productores

de SHY 12,5 | 20,9
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En la tabla 29 podemos observar los resultados obtenidos en la
prueba exacta de Fisher, al comparar los aislados productores de CTX-
M9 y los productores de SHV, respecto del comportamiento de cada
antibiotico, desde el punto de vista de la distribucion de CMIs y también
de la categoria clinica. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos de enzimas para la actividad de
ceftazidima en ambas variables de estudio (p<0,001), de tal forma que
ceftazidima fue mas activa frente a los aislados productores de enzimas
CTX-M9. También hubo diferencias significativas para cefepima en la
distribucion de CMIs (p=0,003), siendo €éstas mas bajas entre los aislados
productores de SHV. Y por ultimo, también las hubo para tobramicina,
pero exclusivamente en la distribucidon por categorias clinicas (p=0,049),
siendo mayor el porcentaje de resistencia entre los aislados productores

de enzimas SHV.
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Tabla 29: Resultados de la prueba exacta de Fisher al comparar la actividad de los

diversos antibidticos frente a los aislados productores de CTX-M9 vs SHV

Antibidticos Distribucion de CMIs Categorias clinicas

Amoxicilina-clavulanico 0,065 0,342

Piperacilina-tazobactam 0,810 1,000

Cefoxitina 0,828 1,000

Ceftazidima <0,001 <0,001

Cefepima 0,003 1,000

Imipenem 0,289 1,000

Meropenem 0,263 1,000

Ertapenem 0,178 1,000

Amikacina 0,102 1,000

Tobramicina 0,086 0,049

Ciprofloxacino 0,609 0,674

Levofloxacino 0,128 0,523

Tigeciclina 0,135 1,000

En negrita aparecen los resultados estadisticamente significativos

4.1.2. Relacion entre el método de difusion con disco y la prueba
Epsilon, para la determinacién de la actividad de tigeciclina

Los valores de rango, CMlIsyp y CMly, (en pg/ml) obtenidos
mediante E-test, y rango, media (en mm) y desviacion estandar obtenidos
mediante el método de difusién con disco para tigeciclina, en los 115

aislados de E. coli productores de BLEEs, se reflejan en la tabla 30.
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Tabla 30: Valores de rango, CMIsy y CMIy, (en pg/ml) obtenidos mediante E-test; y
rango, media (mm) y desviacion estandar obtenidos mediante el método de difusion con

disco para tigeciclina en los 115 aislados de E. coli productores de BLEEs

Difusion con disco

Desviacion
estandar

Rango Rango | Media

Productores

deBLEEs | Q047075 1929 | 245 22

Productores

de CTX-M9 0,047-0,75 20-29 24,8

Productores

de SHV 0,064-0,75 19-29 24,2

Considerando los puntos de corte para definir las categorias
clinicas establecidos por la FDA para tigeciclina en Enterobacteriaceae
en el afio 2005, el 100% de los aislados de E. coli se mostraron sensibles
a tigeciclina, y todos los microorganismos fueron inhibidos por una
concentracion < 0,75 pg/ml, presentando un halo de inhibicion del
crecimiento alrededor del disco > 19 mm.

Por otra parte, en la figura 7 se representa, en el eje de abscisas, el
diametro del halo de inhibiciéon del crecimiento (en mm), y, en
ordenadas, las CMIs (en pg/ml), indicandose, sobre cada punto, el
numero de aislados que obtuvieron el mismo valor.

La ecuacion que relaciona los valores de CMI (y) con los

diametros del halo de inhibicion del crecimiento alrededor de los discos
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de 15 pg (x) fue, y=1,8656-0,0674x y el coeficiente de correlacion fue

r=-0,845 que muestra una importante relacion entre ambas variables.

Figura 7: Diagrama que relaciona los valores de CMI (y), determinados mediante E-
test, y los halos de inhibicion del crecimiento alrededor del disco de 15 pg de tigeciclina

(x) para el total de aislados de E. coli productores de BLEEs

0,9 -
0,8 2 3 2
0,7
y = 1,8656-0,0674x
0,6 -
3 075 - [ ) ® ° = '0,845

g/ml)

= 0,4 - 2
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4.2. VALORES DE CMI DE LOS 50 AISLADOS EN MEDIOS
NUTRIENT-BROTH Y MUELLER-HINTON

En la tabla 31 aparece la relacion completa de los 50 aislados de
E. coli productores de BLEEs en los que se realizé un procedimiento de
microdilucion en NB, con los valores de CMI obtenidos para cada uno de
los antibidticos ensayados por microdilucion.

Por su parte, en las tablas 32 y 33 se representan los rangos de las
CMIs detectadas y los valores de CMlIsy y CMlIygy, de los 50 aislados
clinicos, para cada uno de los antibidticos ensayados, en NB y MH,

respectivamente.
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Tabla 31: Valor de CMI para cada uno de los antibidticos ensayados, en NB, en los 50

aislados de E. coli productores de BLEEs en los que se realizo extraccion de porinas

CMI CMI  CMI CMI CMI CMI
AMC PTZ FOX CAZ FEP IPM

1 8/4 2/4 0,5 2 0,016
25 4/2 4/4 1 4 0,03
26 16/8 4/4 1 16 <0,008
27 16/8 4/4 0,5 2 0,016
41 8/4 2/4 0,5 4 0,016
46 8/4 8/4 16 16 <0,008
47 8/4 4/4 1 8 0,016
51 8/4 2/4 0,5 2 0,03
58 4/2 2/4 0,5 4 <0,008
62 16/8 4/4 <025 <025 <0,008
65 8/4 2/4 2 16 <0,008
101 4/2 4/4 32 4 <0,008
102 16/8 4/4 16 32 0,016
115 32/16 32/4 1 32 <0,008
122 8/4 4/4 0,5 8 0,016
124 8/4 2/4 0,5 8 0,016
134 2/1 0,5/4 16 0,5 0,016
140 8/4 4/4 0,5 0,5 0,016
141 16/8 2/4 0,5 4 <0,008
153 16/8 4/4 4 8 0,016
159 8/4 2/4 0,5 4 0,016
169 16/8 4/4 1 32 <0,008
179 8/4 32/4 32 0,016
180 8/4 4/4 64 4 0,016
185 8/4 1/4 4 32 <0,008
187 4/2 1/4 0,5 4 <0,008
189 16/8 4/4 16 32 <0,008
190 2/1 2/4 8 8 0,016
191 8/4 4/4 32 <0,008
195 8/4 2/4 8 <0,008
198 8/4 4/4 32 <0,008
200 8/4 2/4 <0,008
207 8/4 1/4 <0,008
217 4/2 1/4 <0,008
219 16/8 4/4 <0,008
224 16/8 8/4 <0,008
226 8/4 2/4 0,016
232 32/16 16/4 0,016
235 8/4 4/4 <0,008
237 16/8 8/4 <0,008

Aislado

—_ —_ —_
A0 JONNRXOOREAN Q== DABRNDO®

—_
a N

oo A BANDDADoODNDOON

—_
=)}
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4. Resultados

Tabla 31 (continuacion)

Aislado

CMI
AK

1
25
26
27
41
46
47
51
58
62
65

0,5
0,5
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
0,5
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
0,5
<0,25
<0,25
<0,25
<0,25
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Tabla 31 (continuacion)

CMI CMI  CMI CMI CMI CMI CMI CMI
AMC PTZ FOX CAZ FEP IPM MEM ETP
1 <0,008 0,016 0,03
0,5 <0,008 0,016 0,03
<0,008 0,016 0,03

<0,008 <0,008 0,016

<0,008 0,016 0,06

<0,008 0,03 0,06

<0,008 <0,008 0,06

0,016 0,03 0,06

<0,008 0,03 0,03

0,016 0,016 0,03

Aislado

n

245 4/2 4/4
246 8/4 4/4
255 8/4 4/4
258 8/4 2/4

260 16/8 2/4
274 16/8 4/4
276 8/4 1/4
285 8/4 2/4
288 4/2 2/4
290 4/2 2/4

E >N \C T S R \S e R S Nl Y

Tabla 31 (continuacion)

CMI CMI CMI CMI
AK TO CIP LEV

245 <0,25 <0,125 1 1
246 <0,25 <0,125 <0,125 <0,125
255 <0,25 <0,125 1
258 <0,25 <0,125

Aislado

260 <0,25 <0,125

274 <0,25 <0,125

276 <0,25 <0,125

285 <0,25 <0,125

288 <0,25 <0,125 <0,125 <0,125
290 <0,25 <0,125 8 8
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4. Resultados

Tabla 32: Valores de rango, CMIs, y CMlIy, de los diferentes antibioticos ensayados,
en NB, frente a los 50 aislados clinicos de E. coli productores de BLEEs en los que se

realizd extraccion de las porinas

Antibidticos

Rango (ug/ml)

CMlso (ug/ml)

CMlg (pg/ml)

Amoxicilina-
clavulanico

2/1-32/16

8/4

16/8

Piperacilina-
tazobactam

0,5/4 - 32/4

4/4

8/4

Cefoxitina

1-16

Ceftazidima

<0,25-128

Cefepima

<0,25-64

Imipenem

<0,008 - 0,03

Meropenem

<0,008 - 0,125

Ertapenem

0,016 - 0,125

Amikacina

<0,25-0,5

Tobramicina

<0,125-32

Ciprofloxacino

<0,125- 128

Levofloxacino

<0,125-32
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Tabla 33: Valores de rango, CMIs, y CMlIy, de los diferentes antibioticos ensayados,

en MH, frente a los 50 aislados clinicos de E. coli productores de BLEEs en los que se

realizd extraccion de las porinas

Antibidticos

Rango (ug/ml)

CMlso (ug/ml)

CMlg (pg/ml)

Amoxicilina-
clavulanico

2/1-32/16

8/4

32/16

Piperacilina-
tazobactam

<0,25/4 - 64/4

2/4

16/4

Cefoxitina

1-32

16

Ceftazidima

<0,25->256

64

Cefepima

<0,25-64

32

Imipenem

0,03 -2

Meropenem

<0,008 -1

Ertapenem

<0,008 -0,5

Amikacina

0,5-8

Tobramicina

<0,125- 128

Ciprofloxacino

<0,125- 128

Levofloxacino

<0,125-32
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4. Resultados

4.3. EXPRESION DE PORINAS EN MEDIOS NUTRIENT-

BROTH Y MUELLER-HINTON

En las figuras 8 y 9 podemos observar las porinas expresadas en

ambos medios (NB y MH)

Figura 8: Expresion de porinas en medio Nutrient-Broth.

K12 K12 27 41 sl 102 124 134 140

MH HNB
LamB -
OmpC
OmpF - N
OmpA —
S -

Los carriles 1 y 2 muestran la cepa de referencia E. coli K12 crecida en MH y NB,
observandose como en MH no se expresa la porina OmpF, que si se expresa en el resto

de los aislados, crecidos en NB.
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4. Resultados

Figura 9: Expresion de porinas en medio Mueller-Hinton.

LamB

OmpC
OmpF

OmpA

El carril 1 muestra la cepa de referencia E. coli K12 crecida en MH. Se observa como
los aislados 134, 180 y 187 expresan una banda entre OmpA y OmpC que se

corresponde con OmpF, que no aparece en los aislados 124, 140 y 141.
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4. Resultados

4.4, PATRONES DE EXPRESION DE PORINAS

En la tabla 34 aparecen los 50 aislados en los que se estudi6 la
presencia/ausencia de las porinas OmpF y OmpC en medios NB y MH.
El 66% de los aislados eran productores de BLEEs tipo CTX-M9 y el
34% del tipo SHV.

La presencia de porinas se expres6 con el simbolo “+” y la
ausencia con el simbolo “-“. Se cred una tercera columna (categoria Omp
F/C), para aquellos casos en los que no fue posible distinguir, con los
medios disponibles, si la porina presente en cada medio fue OmpF u
OmpC. Esto sucedié en 8 aislados en los que, en ambos medios, se
expresd un solo tipo de porina, que no se pudo identificar dada la
similitud de pesos moleculares y antigenicidad.

Analizando la expresion de OmpC y OmpF en NB, observamos
que ambas porinas se expresaron en 42 de los 50 aislados (84%). Por otra
parte, en 8 casos (16%) se expres6 Unicamente una porina, que puede
corresponder tanto a OmpC como a OmpF.

En MH, OmpC estuvo presente en 42 de los 50 aislados (84%).
Sin embargo, OmpF se expreso sélo en 13 aislados (26%). Al igual que
sucedidé en NB, en 8 casos (los mismos aislados en ambos medios) no

pudimos diferenciar si se trataba de OmpC u OmpF.
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4. Resultados

Tabla 34: Relacion de aislados en los que se estudio la presencia de las porinas OmpF y

OmpC en medios NB y MH

OmpC (NB) | OmpF (NB) | OmpF/C (NB) | OmpC (MH) | OmpF (MH) | OmpF/C (MH)

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ +
+ +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
288 + + + +
290 + + + -
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En resumen, los patrones de expresion de porinas, en ambos

medios, fueron los representados en la tabla 35.

Tabla 35: Patrones de expresion de las porinas OmpF y OmpC en medios NB y MH

Nutrient-Broth

Mueller-Hinton

Expresion de:

Expresion de:

1 porina 2 porinas
(OmpF o C) (OmpF y C)

1 porina 1 porina 2 porinas
(OmpC) (OmpF o C) (OmpF y C)

8* 42

Fueron los mismos 8 aislados en ambos medios

29 8* 13
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4. Resultados

4.5. VALORES DE CMI PARA CADA PATRON DE EXPRESION

DE PORINAS

En la tabla 36 se muestra el rango de CMI (en pg/ml) obtenido

para cada antibiotico, en cada uno de los grupos de expresion de porinas,

en ambos medios (NB y MH).

Tabla 36: Rango de CMI (en pg/ml) en los distintos grupos de expresion de porinas.

Antibidticos

2enNBy2en MH
(n=13)

lenNBylen MH

(n=8)

2enNBylen MH
(n=29)

NB

MH

NB

MH

NB

MH

Amoxicilina-
clavulanico

2-16

2-32

4-32

4-32

Piperacilina-
tazobactam

<0,25-32

1-32

<0,25-64

Cefoxitina

1-8

1-32

4-16

8-32

2-32

Ceftazidima

<0,25-64

<0,25-64

1-32

0,5-32

0,5-128

<0,25->256

Cefepima

<0,25-32

<0,25-16

2-32

1-32

0,5-64

0,5-64

Imipenem

<0,008-0,016

0,03-2

<0,008-0,016

0,125-0,25

<0,008-0,03

0,06-0,25

Meropenem

<0,008-0,03

<0,008-0,25

<0,008-0,125

<0,008-1

0,016-0,03

<0,008-0,03

Ertapenem

0,016-0,06

<0,008-0,125

0,03-0,125

<0,008-0,5

0,016-0,125

<0,008-0,25

Amikacina

<0,25-0,5

0,5-4

<0,25-0,5

1-8

<0,25-0,5

0,5-4

Tobramicina

<0,125-0,25

<0,125-4

<0,125-32

0,25-128

<0,125-1

<0,125-16

Ciprofloxacino

<0,125-64

<0,125-32

2-128

8-128

<0,125-64

<0,125-128

Levofloxacino

<0,125-32

<0,125-16

1-32

4-16

<0,125-32

<0,125-32

Se puede observar una importante variabilidad de los valores de

CMI para cada antibidtico en todos los grupos, independientemente del

medio de cultivo. Estos datos son acordes con la desviacion tipica de la

CMI ajustada que observamos, mas adelante, en la tabla 48.

140




4. Resultados

4.6. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EXPRESION DE
PORINAS Y SENSIBILIDAD DE LOS AISLADOS
4.6.1. En medio NB

Los resultados de las pruebas estadisticas para establecer la
relacion entre la expresion de uno o dos tipos de porinas en NB, y la
sensibilidad a los distintos antibioticos, en términos de CMI, se expresan

en la tabla 37.

Tabla 37: Asociacion estadistica entre el valor de CMI y la expresion de uno o dos

tipos de porinas en medio NB

Valores ajustados segun el test

Expresion de .
P estadistico

Antibidticos )
porinas

Media Desviacion tipica
Amoxicilina- 2 porinas 2,50 0,12703
clavulanico 1 porina 3,13 0,29149
Piperacilina- 2 porinas 1,02 0,17122
tazobactam 1 porina 1,63 0,39199

2 porinas 1,33 0,13379
1 porina 2,87 0,30708
2 porinas 0,69 0,37541
1 porina 1,75 0,86022
2 porinas 1,88 0,24874
1 porina 3,50 0,56999
2 porinas -7,37 0,08414
1 porina -6,99 0,19851
2 porinas -6,26 0,11139
1 porina -5,99 0,25281
2 porinas -5,12 0,12080
1 porina -4,38 0,27670
2 porinas -2,16 8,36178
1 porina -2,00 0,06532
2 porinas -3,24 0,22098
1 porina -1,12 0,50521
2 porinas 0,88 0,42392
1 porina 3,75 0,97134
2 porinas 0,69 0,35986
1 porina 2,75 0,82458

Cefoxitina

Ceftazidima

Cefepima

Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Amikacina

Tobramicina

Ciprofloxacino

Levofloxacino
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4. Resultados

4.6.1.1. Amoxicilina-acido clavulanico

En la figura 10 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 10: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para amoxiclina-acido

clavulénico
B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
60 T
50 50

50 A
2 40 - 37,5
<
€
3 30 ~
s 19,05
& 20 :

10 1 4,76 H

0 1]
2/1 4/2 8/4 16/8 32/16
CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que, en este caso, las
que expresaron una sola, presentaron indicios de una CMI media

significativamente mas elevada (p=0,053)
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4.6.1.2. Piperacilina-tazobactam

En la figura 11 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 11: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para piperacilina-

tazobactam
W Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
60
50
50 ~
40,48
® 40 - 38,1
=)
€
(5]
2
o
o
12,5 12,5
476 938 238
0.5/4 1/4 2/4 4/4 8/4 16/4 32/4
CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que, en este caso, no

existieron diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,164)
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4. Resultados

4.6.1.3. Cefoxitina

En la figura 12 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.
Figura 12: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para cefoxitina

60 W Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

50

40 1 3333
30

Porcentaje

20 ~

10 ~ 4,76

CMI (mg/1)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que, las que
expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,000)
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4.6.1.4. Ceftazidima

En la figura 13 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.
Figura 13: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para ceftazidima

B Expresion de 1 porina [ Expresion de 2 porinas

35 7 30,96
30 + ]
25 4

2619 25 5

20 A
15 12,5

Porcentaje

10 -
4,76 4,76
54 2,38
o ‘

<0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que no existieron

diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,262)
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4.6.1.5. Cefepima

En la figura 14 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 14: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para cefepima

60 - W Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

Porcentaje

<025 05 1 2 4 8 16 32 64

CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que las que
expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,012)
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4.6.1.6. Imipenem

En la figura 15 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 15: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para imipenem

M Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

1C. 87,5

90 -
80
70
60
50 A 40,48
40
30
20 12,5
10

54,76

Porcentaje

4,76

<0,008 0,016 0.03

CMI (mg/1)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que, en este caso, las
que expresaron una sola, presentaron indicios de una CMI media

significativamente mas elevada (p=0,084)
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4.6.1.7. Meropenem

En la figura 16 observamos la distribucion de los aislados, que

expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este

antibiotico.

Figura 16: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para meropenem

M Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
60 - 57,14
50
50 A
2 40 ~ 33,33
<
€
g 301 25
g
207 125 12,5
9,52
0 -
<0.008 0.016 0.03 0,125
CMI (mg/1)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina

respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que no existieron

diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,323)
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4.6.1.8. Ert

apenem

En la figura 17 observamos la distribucion de los aislados, que

expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este

antibiotico.

Figura 17: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para ertapenem

50 ~
45 A
40 ~
35 A
30 A
25 A
20 ~
15 -
10

Porcentaje

B Expresion de 1 porina

25

11,9

O Expresion de 2 porinas

45,24

37,5 37,5

35,71

7,14

0.016 0.03 0.06 0.125

CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina

respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que las que

expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,017)
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4.6.1.9. Amikacina

En la figura 18 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.
Figura 18: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para amikacina

M Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
90 - 85,71

80 -
70 A
60 -
50 A
40 ~
30 A
20 ~
10 A

Porcentaje

14,29

<025 0.5

CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina

respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que, en este caso, no

existieron diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,339)
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4.6.1.10. Tobramicina

En la figura 19 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 19: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para tobramicina

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
90 ~
80 -
70 -
60 -
50 ~
40 1 37,5
30 25
20 1 14,29

10 2,38 2,38
O | — —

80,95

37,5

Porcentaje

<0.125 0.25 0.5 1 32

CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que las que
expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,000)
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4. Resultados

4.6.1.11. Ciprofloxacino

En la figura 20 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 20: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para ciprofloxacino

W Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
30
25
20
5 - 14,29
] 11,9 125 11,9
10 9,53
7,15
4,76
. H
0 T T T
<0.125 025 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
CMI (mg/l)

Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que las que
expresaron una sola, presentan una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,009)
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4.6.1.12. Levofloxacino

En la figura 21 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 21: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para levofloxacino

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
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Comparando los 8 aislados que expresaron una sola porina
respecto a los 42 que expresaron dos, encontramos que las que

expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,026)
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4.6.2. En medio MH

Los resultados de las pruebas estadisticas para establecer la

relacion entre la expresion de uno o dos tipos de porinas en MH, y la

sensibilidad a los distintos antibioticos, en términos de CMI, son los

siguientes (tabla 38).

Tabla 38: Asociacion estadistica entre sensibilidad antibidtica y expresion de uno o dos

tipos de porinas en medio MH

Expresion de

Antibidticos -
porinas

Valores ajustados segin el test

estadistico

Media

Desviacién tipica

Amoxicilina- 2 porinas

2,69

0,1682

clavulénico 1 porina

2,19

0,2839

Piperacilina- 2 porinas

1,00

0,2839

tazobactam 1 porina

0,25

0,4917

2 porinas

1,34

0,1762

Cefoxitina -
1 porina

2,31

0,2970

2 porinas

1,68

0,9192

Ceftazidima -
1 porina

1,71

0,5418

2 porinas

1,68

0,2833

Cefepima -
1 porina

2,47

0,5196

2 porinas

-3,66

0,2479

Imipenem -
1 porina

-3,36

0,1477

2 porinas

-5,79

0,3409

Meropenem -
1 porina

-6,00

0,1823

2 porinas

-5,72

0,4003

Ertapenem -
1 porina

-4,82

0,2059

2 porinas

0,11

0,2541

Amikacina -
1 porina

0,10

0,1505

2 porinas

1,41

0,6397

Tobramicina -
1 porina

-0,08

0,3692

2 porinas

2,87

0,8263

Ciprofloxacino -
1 porina

3,29

0,4008

2 porinas

0,77

0,6076

Levofloxacino

1 porina

2,08
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4. Resultados

4.6.2.1. Amoxicilina-acido clavulanico

En la tabla 39 se muestra la relacién entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.
Tabla 39: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a amoxicilina-
acido clavuléanico y los patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de

E. coli productores de BLEEs

| Amoxicilina/clavulanico Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento

Intermedio
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de

porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
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existid asociacion entre la resistencia a amoxicilina/clavulanico y la
expresion de una sola porina (p=0,480).

En la figura 22 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 22: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para amoxiclina-acido

clavuldnico

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
50 ~ 45,95

38,46 38,46

30 A 27,03

18,92

Porcentaje
N
(9]
L

10 1 7,69 8,1 7,69 7,69

2/1 4/2 8/4 16/8 32/16
CMI (mg/l)

Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que, al igual que respecto a la
categoria clinica, no existieron diferencias entre las CMIs de ambos

grupos (p=0,136)
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4.6.2.2. Piperacilina-tazobactam

En la tabla 40 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.
Tabla 40: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a piperacilina-
tazobactam y los patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli

productores de BLEEs

| Piperacilina/tazobactam Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Intermedio
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de
porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
existid asociacion entre la resistencia a piperacilina-tazobactam y la

expresion de una sola porina (p=1,000).
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En la figura 23 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 23: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para piperacilina-

tazobactam

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

40 | 3846 3846

32,43

21,62

Porcentaje

10,81 10,81

7,69
541 541
1 a0
T T
4/4 8/4

16/4 32/4 64/4

7,69 811 7,69

<0.25/4  0.5/4 1/4 2/4
CMI (mg/l)

Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que, al igual que respecto a la
categoria clinica, no existieron diferencias entre las CMIs de ambos

grupos (p=0,190)
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4.6.2.3. Cefoxitina
En la tabla 41 se muestra la relacién entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de

porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.

Tabla 41: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a cefoxitina y los
patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de

BLEEs

| Cefoxitina Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento

Intermedio
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de

porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
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existid asociacion entre la resistencia a cefoxitina y la expresion de una
sola porina (p=1,000).

En la figura 24 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 24: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para cefoxitina

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

40,53

38,46 38,46

29,73

Porcentaje

10 - 7,69 8,11

1 2 4 8 16 32
CMI (mg/l)

Sin embargo, comparando las 37 cepas que expresaron una sola
porina respecto a las 13 que expresaron dos, encontramos que las que
expresaron una sola, presentaron una CMI media significativamente mas

elevada (p=0,007)
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4.6.2.4. Ceftazidima

En la tabla 42 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.

Tabla 42: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a ceftazidima y los
patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de

BLEEs

| Ceftazidima Patréon de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento 1

Intermedio
% 100,0%

Recuento 5

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de

porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
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existid asociacion entre la resistencia a ceftazidima y la expresion de una
sola porina (p=1,000).

En la figura 25 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 25: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para ceftazidima

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

30 ~

24,32
25 1

20 ~

16,22
3,5]15’3 15,38 15,38 15,38 15,38

15 A

Porcentaje

10 - 7.7 8,11

8,11 7.7
5,41

2,7 2,7

<025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >256
CMI (mg/l)

Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que, al igual que respecto a la
categoria clinica, no existieron diferencias entre las CMIs de ambos

grupos (p=0,972)
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4.6.2.5. Cefepima

En la tabla 43 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.

Tabla 43: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a cefepima y los
patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de

BLEEs

| Cefepima Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento

Intermedio
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de

porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, hubo
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indicios de asociacidon entre la resistencia a cefepima y la expresion de
una sola porina (p=0,098).

En la figura 26 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 26: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para cefepima

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

25 7 23,08 23,08
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Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que, en este caso, no existieron

diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,185)
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4.6.2.6. Imipenem, meropenem, ertapenem y amikacina

En la tabla 44 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a estos antibioticos y los patrones de expresion
de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs

en medio MH.

Tabla 44: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a imipenem,
meropenem, ertapenem y amikacina y los patrones de expresion de porinas encontrados
en los aislados de E. coli productores de BLEEs

| Imipenem, |
meropenem, Patrén de expresion

ertapenemy
amikacina

Categoria clinica

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

En el caso de imipenem, meropenem, ertapenem y amikacina, el
100% de las cepas fueron sensibles, luego, en ninguno de los supuestos
estudiados, existi0 la posibilidad de medir la asociacion entre la
expresion de porinas y la categoria clinica.

En las figuras 27 a 30 observamos la distribucion de los aislados,
que expresaron uno o dos tipos de porinas, segun el valor de CMI para

cada uno de estos antibioticos.
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Figura 27: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para imipenem

M Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

80 -

70,27

(5]
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c
S
S
o
21,62
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0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 1 2
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Figura 28: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para meropenem

W Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

70 -
62,16

60

50 + 46,15

40 |

29,73
30

Porcentaje

23,08 23,08

7,69
10 95,41

’ ﬂ 2,7
0- —
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Figura 29: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para ertapenem

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

38,46
359 3077
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Figura 30: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para amikacina

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

70

61,54
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2 4 8
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Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que no existieron diferencias
entre las CMIs de ambos grupos para imipenem, meropenem y amikacina
y la expresion de uno o dos tipos de porinas (p=0,303; p=0,582;
p=0,479; p=0,226, respectivamente). Sin embargo, si hubo indicios de
asociacion para ertapenem (p= 0,051), en el sentido en que las que

expresaron una sola porina presentaron una CMI media mas elevada

4.6.2.7. Tobramicina
En la tabla 45 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibidtico y los patrones de expresion de

porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.
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Tabla 45: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a tobramicina y los
patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de

BLEEs

Tobramicina Patron de expresion

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento 1

Intermedio
% 100,0%

Recuento 25

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de
porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, hubo
indicios de asociacion entre la resistencia a tobramicina y la expresion de
una sola porina (p=0,093).

En la figura 31 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este

antibiotico.
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Figura 31: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para tobramicina

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

60 1 53,85
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Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos, también, que las que
expresaron una sola, presentaron indicios de una CMI media

significativamente mas elevada (p=0,076)
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4.6.2.8. Ciprofloxacino

En la tabla 46 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.

Tabla 46: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a ciprofloxacino y
los patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores

de BLEEs

| Ciprofloxacino Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de
porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
existi6 asociacion entre la resistencia a ciprofloxacino y la expresion de

una sola porina (p=0,149).
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En la figura 32 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 32: Distribucion de los aislados en funcién de la CMI para ciprofloxacino

B Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas
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Comparando las 37 cepas que expresaron una sola porina respecto
a las 13 que expresaron dos, encontramos que, tampoco en este caso,

hubo diferencias entre las CMIs de ambos grupos (p=0,185)
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4.6.2.9. Levofloxacino

En la tabla 47 se muestra la relacion entre los valores de las
categorias clinicas frente a este antibiodtico y los patrones de expresion de
porinas encontrados en los aislados de E. coli productores de BLEEs en

medio MH.

Tabla 47: Relacion entre los valores de las categorias clinicas frente a levofloxacino y
los patrones de expresion de porinas encontrados en los aislados de E. coli productores

de BLEEs

| Levofloxacino Patron de expresion |

Categoria clinica

Recuento

Resistente
%

Recuento

Intermedio
%

Recuento

Sensible
%

Recuento

%

Si se analiza la influencia de la presencia de uno o dos tipos de

porinas sobre la categoria clinica (R o S), encontramos que, en MH, no
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hubo asociacion entre la resistencia a levofloxacino y la expresion de una
sola porina (p=0,149).

En la figura 33 observamos la distribucion de los aislados, que
expresaron uno o dos tipos de porinas, segin el valor de CMI para este
antibiotico.

Figura 33: Distribucion de los aislados en funcion de la CMI para levofloxacino

M Expresion de 1 porina O Expresion de 2 porinas

40
35,14
35

30

2431
25 23,08 23.08
20

15,38 15,38

Porcentaje

15

10
5,41 5.41

2,7

<0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32
CMI (mg/l)

Sin embargo, comparando las 37 cepas que expresaron una sola
porina respecto a las 13 que expresaron dos, encontramos que las que
expresaron una sola, presentaron indicios de una CMI media

significativamente mas elevada (p=0,064)
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4.6.3. Influencia del tipo de porinas y el medio de cultivo sobre el
valor de CMI

Los resultados de las pruebas estadisticas que establecen si existe
variacion de los valores de CMI de los aislados dependiendo del medio
de cultivo, y, en su caso, si esta variacion depende de la modificacion en
la expresion de porinas o s6lo de las caracteristicas del medio, se

muestran en la tabla 48.

Tabla 48: Valores de media y desviacion tipica ajustados segun el test estadistico

Valores ajustados

Antibiotico segun el test estadistico

Media

Desviacién tipica

Amoxicilina- Media

clavulanico Desviacion tipica

Media

Desviacién tipica

Media

Desviacién tipica

Piperacilina- Media

tazobactam Desviacion tipica

Media

Desviacién tipica

Media

Desviacién tipica

Media

Cefoxitina —
Desviacion tipica

Media

Desviacién tipica

Grupo A: Aislados con el mismo niimero de porinas en ambos medios (1 en NB y MH, 2 en NB y MH)
Grupo B: Aislados con diferente nimero de porinas en ambos medios (2 en NB y 1 en MH)
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Tabla 48 (continuacion)

Valores ajustados
segun el test estadistico

Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media

Antibidtico

Ceftazidima

Cefepima

Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Desviacion tipica

Grupo A: Aislados con el mismo niimero de porinas en ambos medios (1 en NB y MH, 2 en NB y MH)
Grupo B: Aislados con diferente numero de porinas en ambos medios (2 en NB y 1 en MH)
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Tabla 48 (continuacion)

Valores ajustados segin
el test estadistico

Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacidn tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica
Media

Antibidtico

Amikacina

Tobramicina

Ciprofloxacino

Desviacion tipica

Media
Desviacion tipica
Media
Desviacion tipica

Levofloxacino

Grupo A: Aislados con el mismo niimero de porinas en ambos medios (1 en NB y MH, 2 en NB y MH)
Grupo B: Aislados con diferente nimero de porinas en ambos medios (2 en NB y 1 en MH)
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Por tanto, llevado a cabo el analisis del disefio factorial se

obtuvieron los siguientes resultados, analizados para cada antibiotico:

4.6.3.1. Amoxicilina-acido clavulanico

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,372), lo
que indico que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados si los efectos individuales del numero de porinas y
del medio eran significativos, tampoco se encontrd significacion en
ninguno de los casos (p=0,727). En definitiva, se puede decir que las
medias de los valores de CMI de este antibidtico no se dejaron afectar ni

por el nimero de porinas, ni por el medio de cultivo.

4.6.3.2. Piperacilina-tazobactam

Se encontr6 que la interaccion no fue significativa (p=0,634), lo
que indic6 que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, s6lo se encontr6 significacion en el medio (p=0,013), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue superior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibiotico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)
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4.6.3.3. Cefoxitina

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,988), lo
que indic6 que los efectos del numero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, solo se encontré significacion en el medio (p=0,0003), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue inferior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibiotico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)

4.6.3.4. Ceftazidima

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,170), lo
que indic6 que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados si los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio eran significativos, tampoco se encontré significacion en
ninguno de los casos (p=0,257). En definitiva, se puede decir que las
medias de los valores de CMI de este antibidtico no se afectaron ni por el

numero de porinas, ni por el medio de cultivo.
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4.6.3.5. Cefepima

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,441), lo
que indic6 que los efectos del numero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados si los efectos individuales del numero de porinas y
del medio eran significativos, tampoco se encontrd significacion en
ninguno de los casos (p=0,897). En definitiva, se puede decir que las
medias de los valores de CMI de este antibiotico no se afectaron ni por el

numero de porinas, ni por el medio de cultivo.

4.6.3.6. Imipenem

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,574), lo
que indic6 que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, so6lo se encontr6 significacion en el medio (p<0,0001), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue inferior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibidtico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)
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4.6.3.7. Meropenem

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,175), lo
que indicaba que los efectos del numero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados si los efectos individuales del numero de porinas y
del medio eran significativos, tampoco se encontrd significacion en
ninguno de los casos (p=0,485). En definitiva, se puede decir que las
medias de los valores de CMI de este antibiotico no se afectaron ni por el

numero de porinas, ni por el medio de cultivo.

4.6.3.8. Ertapenem

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,302), lo
que indic6 que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados si los efectos individuales del numero de porinas y
del medio eran significativos, tampoco se encontré significacion en
ninguno de los casos (p=0,076). En definitiva, se puede decir que las
medias de los valores de CMI de este antibidtico no se afectaron ni por el

numero de porinas, ni por el medio de cultivo.
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4.6.3.9. Amikacina

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,563), lo
que indic6 que los efectos del numero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, solo se encontr6 significacion en el medio (p<0,0001), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue inferior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibidtico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)

4.6.3.10. Tobramicina

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=0,535), lo
que indic6 que los efectos del nimero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, so6lo se encontr6 significacion en el medio (p<0,0001), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue inferior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibiotico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)
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4.6.3.11. Ciprofloxacino

Se encontrd que la interaccion fue significativa (p=0,036), lo que
indic6é que los efectos del niimero de porinas y el medio estaban
asociados. A consecuencia de esto, se llevo a cabo la comparacion entre
medios para cada grupo. Se obtuvieron significaciones en ambos grupos
entre NB y MH (p=0,024 para el grupo A, p=0,0004 para el grupo B), y,
en ambos casos, en el sentido de que la media de CMI en NB fue inferior
a la media de la CMI en MH, pero como la interaccion fue significativa,

hubo mas diferencia entre medias en el grupo B.

4.6.3.12. Levofloxacino

Se encontrd que la interaccion no fue significativa (p=1,000), lo
que indico que los efectos del numero de porinas y el medio no estaban
asociados. Estudiados los efectos individuales del nimero de porinas y
del medio, s6lo se encontr6 significacion en el medio (p=0,013), en el
sentido de que la media de CMI en NB fue inferior a la media de la CMI
en MH. Se puede decir que las medias de los valores de CMI de este
antibidtico se afectaron por el medio de cultivo, pero al no haberse
obtenido interaccion, podemos afirmar que el efecto del medio fue el

mismo en los dos grupos (A y B)
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5.1. ACTIVIDAD IN VITRO DE DIVERSOS ANTIBIOTICOS
FRENTE A ESCHERICHIA COLI PRODUCTORES DE BLEEs

En la tabla 49 se muestran los resultados de sensibilidad
obtenidos en el presente estudio, comparados con los obtenidos en otros
trabajos recientes, para los diferentes antibidticos ensayados por

microdilucion en caldo Mueller-Hinton.

Tabla 49: Porcentaje de aislados sensibles a diversos antibidticos, en estudios recientes,

sobre aislados clinicos de E. coli productores de BLEEs

Nuestro Casellas et Saderetal, | Hobanetal, | Mulvey etal,
estudio al., 2003 2005 2005 2004

Amocicilina-
clavulanico
Piperacilina-
tazobactam

81,7 12,5 81

79,2 89

Cefoxitina

Ceftazidima

Cefepima

Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Amikacina

Tobramicina

Ciprofloxacino

Levofloxacino

- Antibidtico no ensayado
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5.1.1. Actividad de amoxicilina-clavulanico

En este estudio amoxicilina-clavuldnico presenté una actividad
aceptable frente a E. coli productor de BLEESs, no existiendo diferencias
de sensibilidad entre los dos tipos estudiados (CTX-M9 vs. SHV). Esta
actividad frente a aislados productores de BLEEs se debe a la presencia
de 4cido clavuldnico, que protege a amoxicilina de la hidrdlisis mediada
por betalactamasas, incluidas las de origen plasmidico.

Es muy importante determinar cual es la CMI de este antibidtico
en este tipo de microorganismos, pues, por ejemplo, en el tratamiento de
una ITU no complicada, en un paciente extrahospitalario, por un
microorganismo portador de una BLEE, amoxicilina-clavulanico podria
ser una buena opcion terapéutica, siempre y cuando se muestre con CMlIs
bajas y en el rango de sensibilidad (Spanu et al., 2002; Oliver y Canton,
2004).

En cualquier caso, el comportamiento de esta combinacion de
antibioticos ante la presencia de una BLEE es variable, pudiéndose
mostrar activo o no, seguin el caso. Como apreciamos en la tabla 49, en
otros estudios los resultados de sensibilidad para amoxicilina-clavuldnico
son similares a los obtenidos por nosotros (Mulvey et al., 2004), aunque
esto no ocurre en todos los casos (Hoban et al., 2005).

La coexistencia en el mismo microorganismo productor de BLEE

de una enzima AmpC (E. coli) o SHV-1 (K. pneumoniae), o, en menor
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medida, las alteraciones de la permeabilidad o la hiperproduccion de la
propia BLEE, pueden hacer que la combinacion amoxicilina-clavuldnico

se muestre poco activa (Navarro et al., 2002).

5.1.2. Actividad de piperacilina-tazobactam

Piperacilina-tazobactam se mostr6 muy activo frente a los
aislados productores de BLEEs, con un porcentaje de aislados sensibles
similar al estudio de Mulvey et al. (2004), y ligeramente superior al de
los estudios de Casellas et al. (2003), Sader et al. (2005) o Hoban et al.
(2005) (tabla 49), y sin diferencias significativas entre ambos grupos de
aislados (productores de CTX-M9 y de SHV).

Segtin algunos autores, piperacilina-tazobactam es una buena
opcidn terapéutica, a nivel hospitalario, para pacientes con infecciones
sistémicas por microorganismos productores de BLEEs, siempre y
cuando presente CMIs dentro del rango de sensibilidad (Spanu et al.,
2002); otros, sin embargo, no aconsejan su uso por haberse producido

fracasos terapéuticos (Johnson et al., 2002).

5.1.3. Actividad de cefoxitina
Cefoxitina, in vitro, es un antibidtico que se muestra activo frente
a las BLEEs, salvo que coexistan en el mismo aislado la presencia de

estas enzimas con alteraciones de la permeabilidad, cefamicinasas o

187




5. Discusion

betalactamasas AmpC hiperproducidas, en cuyo caso, existira resistencia
a cefoxitina por estos mecanismos (Navarro et al., 2002).

La sensibilidad de los aislados productores de BLEEs a cefoxitina
es variable dependiendo de los estudios (Sader et al., 2005) (tabla 49). En
nuestro caso, la actividad demostrada fue superior al estudio de Sader, y
no se apreciaron diferencias significativas en su actividad entre ambos
grupos de aislados.

Sin embargo, y considerando que su uso clinico no es aconsejable
frente a este tipo de microorganismos, debido a la seleccion de mutantes
resistentes de permeabilidad (Martinez-Martinez et al., 1996), siempre
debe ser informado como resistente. So0lo es una posibilidad cuando no

existe ninguna otra alternativa.

5.1.4. Actividad de cefepima

La sensibilidad de los aislados productores de BLEEs a cefepima
es variable dependiendo de los estudios (Casellas et al., 2003; Sader et
al., 2005; Hoban et al., 2005) (tabla 49). Sin embargo, su uso clinico no
es aconsejable, por haberse descrito fracasos terapéuticos (Paterson et al.,
2001b).

Los aislados productores de CTX-M9 presentaron, de forma

significativa, valores mas elevados de CMI para cefepime, ya que estas
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enzimas hidrolizan este antibiotico con mayor eficacia que las SHV (Yu

etal., 2002).

5.1.5. Actividad de ceftazidima

Como es propio de la menor capacidad hidrolitica de las enzimas
CTX-M9 sobre ceftazidima (Bradford, 2001), las CMIs obtenidas en este
grupo son significativamente inferiores, y en el rango de sensibilidad,
respecto a las obtenidas entre los aislados productores de SHV. Casellas
et al., (2003) y Hoban et al., (2005) (tabla 49) encontraron un porcentaje
de sensibilidad muy inferior al nuestro, mientras que en el estudio de
Sader et al. (2005) el resultado fue muy similar, y para Mulvey et al.

(2004) la sensibilidad a ceftazidima fue muy alta.

5.1.6. Actividad de los antibidticos carbapenémicos

Imipenem, meropenem y ertapenem fueron los tnicos antibidticos
betalactdmicos que se mostraron activos en el 100% de los aislados, y sin
diferencias significativas entre ambos tipos de enzimas, siendo
meropenem el antibidtico que presenté las CMIs mdas bajas para cada
aislado, convirtiéndose asi en la mejor opcion, in vitro, de entre todos los
antibioticos ensayados.

De la misma forma, en el estudio de DeRyke et al., (2007)

también el antibidtico carbapenémico mas activo, in vitro, frente a
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aislados de E. coli productores de BLEEs fue meropenem, con una CMI
media de 0,125 pg/ml (rango 0,03-32 ug/ml), mientras que para
ertapenem fue de 0,5 pg/ml (rango 0,012-128 pg/ml). En el trabajo de
Colodner et al., (2007), en ¢l que se estudid la sensibilidad de 1011
aislados de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEEs frente a
diferentes antibioticos, se observdé que los Unicos antibidticos que
mantenian su actividad intacta fueron los carbapenémicos y de estos,
también meropenem presentd los valores de CMIsy y CMlIyy mas bajos

(0,06 y 0,19, respectivamente).

5.1.7. Actividad de los aminoglucésidos
Amikacina se mostro activa en el 100% de los aislados
productores de BLEEs, sin diferencias significativas entre ambos grupos
de enzimas. En otros estudios (tabla 49) se comprueba, en general, la
excelente actividad de este antibidtico en este tipo de microorganismos.
Tobramicina también se mostré muy activa entre estos aislados,
mostrandose significativamente mas activa entre los aislados productores

de CTX-MO.
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5.1.8. Actividad de fluorquinolonas

Las quinolonas se mostraron poco activas, sin diferencias
significativas entre los grupos de aislados productores de CTX-M9 y
SHV.

La asociacion entre la produccion de BLEEs y la resistencia a
estos antibidticos es bien conocida (Valverde et al., 2004), aunque no se
produce en todos los casos (Sader et al., 2005) (tabla 49).

En el trabajo de Lautenbach et al. (2001b) el 55,8% de los
aislados de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEEs fueron
resistentes a fluorquinolonas. En otros estudios, como el realizado en
Turquia por Tolun et al. (2004) encontraron mas asociacion de
resistencias entre BLEEs y ciprofloxacino en la especie E. coli (p=0,015)
que en la especie K. pneumoniae (p=0,276).

La frecuencia de resistencia a fluorquinolonas ha alcanzado ya
niveles preocupantes, especialmente en E. coli. Hay una tendencia en
Espaia al aumento del consumo de fluorquinolonas, principalmente fuera
del hospital, que ha hecho que la resistencia a éstos en E. coli adquiridos
en la comunidad haya aumentado significativamente en los tltimos afios
(Lazaro et al., 2004). En general, se observa una asociacion significativa
entre la produccion de BLEEs y la resistencia a estos antibioticos,
especialmente en aislados de E. coli causantes de infeccion del tracto

urinario en la comunidad. Puesto que la resistencia a fluorquinolonas en
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enterobacterias depende casi exclusivamente de mutaciones en genes
cromosomicos, la asociacion de estas resistencias podria deberse a la
transferencia conjunta de ambos mecanismos de resistencia a través de
plasmidos [Martinez-Martinez et al (1998) ya demostraron Ia
transferencia de resistencia a fluorquinolonas a través de plasmidos] y
también, probablemente, a la seleccion de aislados con ambos
mecanismos de resistencia por el frecuente uso de betalactamicos y
fluorquinolonas en un mismo contexto terapéutico, como es el
tratamiento de las infecciones del tracto urinario.

Desde 1997 a 2002 se ha producido un incremento constante del
consumo extrahospitalario de fluorquinolonas del 20%, mientras que el
consumo total extrahospitalario de antibidticos ha descendido un 9% en
el mismo periodo (Oteo y Campos, 2004). Ademas a nivel
intrahospitalario, Neuhauser et al. (2003) sefialan que el descenso de la
sensibilidad a ciprofloxacino de un 86% en 1994 a un 76% en el afo
2000 en aislados procedentes de UCI esta significativamente asociado al
incremento en el uso de fluorquinolonas.

Recientemente, nuestro grupo ha publicado un estudio (Sorl6zano
et al., 2007) sobre la presencia de mutaciones en la region determinante
de resistencia a quinolonas (QRDR) de los genes gyrA, gyrB, parC y
parE en treinta aislados clinicos de Escherichia coli productores de

betalactamasas de espectro extendido (BLEEs) y resistentes a
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fluorquinolonas (30 de los 115 aislados del presente estudio). No se
observaron cambios en el gen gyrB en ninguno de los aislados. Las
mutaciones en el gen gyrA, Ser83Leu y Asp87Asn, estuvieron presentes
en todos los aislados. En la region QRDR del gen parC se detectaron seis
mutaciones distintas: Ser80Ile (76.7% de los aislados), Ser80Arg (6.7%),
Glu84Lys (3.3%), Ser80Ile y Glu84Gly (3.3%), Ser80Ile y Glu84Val
(3.3%), Ser80Ile y Alal08Val (6.7%). Por ultimo, en diez (33.3%) de los
treinta aislados se detectd, ademas, una mutacion en el gen park
(Ser458Ala) que se relaciond, estadisticamente, con el incremento de

CMI de fluorquinolonas.

5.1.9. Actividad de tigeciclina

Los valores de CMIsy y CMlIy, en diferentes estudios (tabla 50)
oscilan entre 0,12 a 1 pug/ml y 0,25 a 1 pg/ml, respectivamente (0,125 y
0,38 pg/mL en nuestro estudio). Como podemos comprobar, por tanto,
nuestros resultados son similares a los aportados por otros autores.

Dada la importancia de estos microorganismos en las infecciones
intraabdominales, y las indicaciones iniciales para el uso de tigeciclina,
los resultados presentados demuestran que tigeciclina posee una
excelente actividad frente a este patégeno. Ademads, dicha actividad se

mantiene, en nuestra serie, independientemente del tipo de BLEE.
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Tabla 50: Actividad de tigeciclina frente aislados de E. coli (productores y no

productores de BLEEs) en diferentes estudios

Referencia

Microorganismo

Rango
(ng/ml)

CMls,
(ng/ml)

CMlg,
(ng/ml)

Gales y Jones, 2000

E. coli (no BLEE)

0,12-0,25

0,25

0,25

Biedenbach et al., 2001

E. coli (BLEE)

0,06-0,5

0,12

0,5

Betriu et al., 2002

E. coli (no BLEE)

0,5-2

Milatovic et al., 2003

E. coli (no BLEE)

0,06-1

Zhang et al., 2004

E. coli (no BLEE)

0,125-1

Reynolds et al., 2004

E. coli (BLEE y no BLEE)

0,125-2

Fritsche et al., 2005a

E. coli (no BLEE)

0,06-2

Fritsche et al., 2005b

E. coli (BLEE)

0,06-2

Sader et al., 2005

E. coli (no BLEE)

0,03-1

Hoban et al., 2005

E. coli (BLEE)

Hoban et al., 2005

E. coli (no BLEE)
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5.2. REPERCUSION DE OmpC Y OmpF EN LA ACTIVIDAD DE
LOS ANTIBIOTICOS

Con la finalidad de dar respuesta a los objetivos planteados, en el
presente estudio se evaluo la actividad de diversos antibidticos
(betalactamicos, aminoglucosidos y fluorquinolonas) en aislados clinicos
de E. coli productores de BLEEs en dos medios de cultivo con diferente
osmolaridad, y, por tanto, en teoria, con diferente expresion de porinas.

Para ello, en primer lugar, se demostrd6 que la expresion de
porinas en ambos medios era distinta: en MH, un medio de alta
osmolaridad, hubo una pérdida significativa de la porina OmpF, respecto
de NB, un medio de baja osmolaridad, como estd descrito previamente
(Giuliodori et al., 2007; Yoshida et al., 2006).

Por otro lado, al analizar la actividad de cada antibidtico en cada
uno de los medios de cultivo, de forma independiente, se comprob6 que
la pérdida de porinas estéd relacionada con la disminucion de la actividad
de algunos antibidticos. Asi, en medio NB, se observd que los aislados
que expresaron una sola porina poseian valores de CMI media de
cefoxitina, cefepima, ertapenem, tobramicina, ciprofloxacino y
levofloxacino superiores a la de los aislados que expresaron las dos
porinas; mientras que, en MH, este hecho sdlo ocurri6 para cefoxitina.

Otros autores también han determinado esta relacion entre el

déficit de expresion de porinas de la membrana externa y la disminucion
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de la actividad de diversos antibioticos (Ananthan y Subha, 2005;
Hernandez-Allés et al., 2000; Mitsuyama et al., 1992).

Son diversos los estudios que evaluan, en especies bacterianas
como E. coli o K. pneumoniae, la actividad de distintos antibidticos en
relacion con la pérdida de porinas (Hancock et al., 1991, Hernandez-
Allés et al., 2000). Sin embargo, lo hacen considerando un tnico medio
de cultivo, habitualmente, Mueller-Hinton, por ser éste el medio de
cultivo que mejor reproduce las concentraciones fisiologicas de los
diferentes iones y por ser el medio estandarizado para los estudios de
actividad antibiotica. Sin embargo, faltan estudios que evaluen el efecto
que el propio medio puede tener sobre la actividad de los antibidticos,
independientemente de la alteracion en la expresion de porinas, ya que
esta descrito que los medios de alta osmolaridad, no s6lo reducen la
expresion de porinas, sino que pueden, por ejemplo, incrementar la
expresion de bombas de expulsion activa, lo cual también contribuye a
disminuir la actividad de algunos antibioticos (Giuliodori et al., 2007).
Siguiendo este planteamiento, en el presente estudio, se pudo comprobar
que, en MH, el incremento de la osmolaridad, respecto de NB, se
relaciond, de forma significativa, con una disminucion de la actividad de
piperacilina-tazobactam, cefoxitina, imipenem, amikacina, tobramicina y
levofloxacino, independientemente del perfil de expresion de porinas, tal

vez debido a otros mecanismos, como se ha comentado. Sin embargo,

196




5. Discusion

para amoxicilina-clavulanico, ceftazidima, cefepime, meropenem Yy
ertapenem no hubo modificacién de la actividad frente a los aislados de
E. coli, ni en relacion con la modificacion de porinas ni en relacion con la
osmolaridad del medio de cultivo.

So6lo ciprofloxacino presentd menor actividad en MH como

consecuencia de la menor expresion de porinas en este medio.

5.2.1. Antibidticos betalactamicos

Cefoxitina fue el tnico antibidtico, de entre los ensayados, cuya
actividad disminuyd, de forma significativa, como consecuencia de la
pérdida de porinas, tanto en NB como en MH. Ademas,
independientemente de la pérdida o no de porinas, también su actividad
se vio directamente influida por la osmolaridad del medio, presentando
menor actividad en el medio de mayor osmolaridad, MH.

Diversos autores también han encontrado esta relacion directa
entre la actividad de cefoxitina y la pérdida de porinas, tanto en E. coli
como en K. pneumoniae (Ananthan y Subha, 2005; Martinez-Martinez et
al., 1996). En este sentido, Clarke et al (2003) demostraron que, en cepas
de E. coli con sensibilidad intermedia a cefoxitina se podria inducir
resistencia dando pases sucesivos en medios con cefoxitina, explicandose
este fenomeno por mutaciones que desencadenan hiperproduccion de

AmpC y pérdida en la expresion de OmpF y OmpC. Mortimer y Piddok
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(1993) también observaron que la ausencia de la porina OmpF reducia
drasticamente la acumulacion intracelular de cefoxitina, demostrando que
esta porina es la ruta de entrada preferida para este antibidtico.

La sensibilidad de nuestros aislados frente a piperacilina-
tazobactam no se relacion6 con el déficit de porinas. Este hecho podria
explicarse por el gran volumen y carga ionica de piperacilina, que
dificultan el paso a través de la luz de la porina, jugando por lo tanto un
papel secundario en la resistencia a este antibiotico (Danelon et al.,
2006). Sin embargo, su actividad si se vio afectada por la osmolaridad
del medio.

En el caso de cefepima estd descrita la importancia de OmpF en la
penetracion bacteriana (Jacoby y Carreras, 1990). Ademas, se sabe, por
estudios que emplearon cefepima marcada radiactivamente, que,
mutaciones puntuales que conducen a la modificacion de la polaridad de
la luz de OmpF, alteran significativamente la difusion de cefepima al
interior celular (Simonet et al., 2000).

En nuestro trabajo, todas las cepas de E. coli estudiadas fueron
sensibles a los antibidticos carbapenémicos. Ertapenem fue el unico
antibiotico de este grupo en el que la pérdida de la porina OmpF se
relacion6, de forma significativa, con un incremento de la CMI, sin
alcanzar niveles de resistencia clinica, lo cual puede estar relacionado

con el hecho de que se trata del carbapenémico mas voluminoso de los
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tres. Diversos estudios han determinado que el déficit de porinas, por si
solo, no se relaciona con resistencia de alto nivel a estos antibioticos
(Hancock, 1997), sin embargo, su asociacion con diferentes
betalactamasas como CMY-2 (Poirel et al., 2004), hiperproduccion de
AmpC (Low et al., 2001; Nordmann y Poirel., 2002; Odeh et al., 2002) o
la produccién de una carbapenemasa como KPC-3 (Hong et al., 2005), si
se asocian a alto grado de resistencia. Mas recientemente se ha
relacionado la resistencia a ertapenem con el déficit de porinas en un
aislado clinico productor de una BLEE tipo CTX-M2 en una paciente
pretratada con imipenem durante 10 dias (Lartigue et al., 2007).

Por otro lado, para cada uno de los tres patrones de expresion de
porinas, los valores de CMI de los antibiodticos betalactdmicos evaluados
presentaron un alto grado de variabilidad en ambos medios de cultivo,
especialmente para ceftazidima y cefepima. Este hecho puede explicarse
por la hidrolisis debida a la presencia de los enzimas BLEEs: los aislados
que poseian una enzima tipo CTX-M9 presentaron resistencia de alto
nivel a cefepima, practicamente sin incrementar las CMIs de ceftazidima,
mientras que lo aislados que presentaron una enzima SHV fueron mas
resistentes a ceftazidima (Sorlozano et al., 2006a). Ello sugiere que el
papel de las porinas en la resistencia de E. coli productores de BLEEs a
los antibidticos betalactdmicos es secundario, siendo mas importante la

accion de la propia betalactamasa.
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5.2.2. Aminoglucosidos

En lo que respecta a los aminoglucésidos, tanto amikacina como
tobramicina incrementaron su CMI en relacion a la mayor osmolaridad
en medio MH, independientemente de la expresion de porinas.

En cualquier caso, el principal mecanismo de resistencia a estos
antibidticos es la presencia de enzimas modificantes (Shaw et al., 1993),

que no han sido valoradas en el presente estudio.

5.2.3. Fluorquinolonas

En relacion a las fluorquinolonas, ademas de penetrar por difusion
pasiva a través de la membrana externa de las bacterias gramnegativas,
pueden penetrar en la bacteria a través de porinas de membrana externa
(Gootz et al., 1996; Hooper, 2001; Nikaido y Thanassi, 1993). Es
conocido que la reduccion en la expresion de OmpF en la membrana
externa de E. coli se asocia a un incremento en la resistencia frente a
fluorquinolonas en estas bacterias (Mitsuyama et al., 1992).

Ademas, como se comentd antes, con ciprofloxacino se observo,
en MH, menor actividad, consecuencia de la menor expresion de porinas
en este medio. Algunos autores consideran que, quizas, la presencia de
concentraciones suprainhibitorias de fluorquinolonas también pueden

disminuir la expresion de OmpF (Giuliodori et al., 2007).
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5. Discusion

La variabilidad de la CMI de las fluorquinolonas también se
puede explicar por la presencia, en algunos aislados y no en otros, de
mutaciones en gyrA, parC y park, que ya fueron descritas en un estudio
previo sobre estos mismos aislados productores de BLEEs (Sorlozano et

al., 2007).

Por ultimo, hay que aclarar que la separacion de las porinas de E.
coli por electroforesis no siempre resulta sencilla, ya que los pesos
moleculares de OmpC y OmpF (38,284 kDa y 37,061 kDa,
respectivamente) son muy similares, dificultando su resolucion. Por eso,
para facilitar la identificacion diferencial de ambas porinas se empleo
urea en el gel de poliacrilamida: en geles con urea, OmpC migra mas
lentamente que OmpF debido a su mayor peso molecular (Hernandez-
Allés et al., 1999). Atn asi, en 8 de los aislados no se pudo identificar

correctamente la porina expresada.
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Amoxicilina-clavulanico,  piperacilina-tazobactam, cefoxitina,
cefepima, imipenem, ertapenem, meropenem, amikacina,
tobramicina y tigeciclina mostraron una excelente actividad frente a
los aislados de Escherichia coli productores de betalactamasas de
espectro extendido. Por el contrario, dicha actividad fue reducida

para ceftazidima, ciprofloxacino y levofloxacino.

Piperacilina-tazobactam fue la combinacion con inhibidores de
betalactamasas que presentd mayor actividad. Meropenem fue el
antibidtico carbapenémico mas activo, e imipenem el que menos.
No hubo diferencias clinicamente relevantes en la actividad entre
los dos aminoglucdsidos ensayados. La actividad de tigeciclina
ocupd una posicion intermedia entre aminoglucosidos 'y

carbapenémicos.

Al comparar la actividad de los antibidticos frente a los aislados
productores de CTX-M9 y SHV, no hubo diferencias significativas,
frente a ambos tipos de enzimas, en la actividad de amoxicilina-
clavulanico, piperacilina-tazobactam, cefoxitina, carbapenémicos,
amikacina, fluorquinolonas y tigeciclina, y si las hubo para

ceftazidima, cefepima y tobramicina.
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Cefepima fue mas activo frente a los aislados productores de SHV,
mientras que ceftazidima y tobramicina lo fueron frente a los

aislados productores de CTX-MO.

Considerando los puntos de corte establecidos para tigeciclina en
Enterobacteriaceae en el afio 2005 para definir las categorias
clinicas, todos los aislados de Escherichia coli productores de
betalactamasas de espectro extendido se mostraron sensibles a
tigeciclina, e inhibidos por concentraciones muy bajas del
antibiotico. Cuando se relacionaron los valores de CMI mediante
E-test con los diametros de los halos de inhibicion del crecimiento
mediante disco-placa, se encontré6 una excelente relacion entre
ambos parametros de laboratorio. Tigeciclina es, por tanto, una
buena alternativa para el tratamiento de las infecciones causadas
por estos microorganismos, y su actividad se puede determinar

facilmente mediante un procedimiento de disco-placa.

Los patrones de expresion de porinas de los aislados en dos medios
de cultivo con diferente osmolaridad fueron distintos: en Mueller-
Hinton, un medio de alta osmolaridad, hubo una pérdida
significativa de la porina OmpF, respecto de Nutrient-Broth, un

medio de baja osmolaridad.
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Al analizar la actividad de cada antibiotico en cada uno de los
medios de cultivo, de forma independiente, se comprobd que la
pérdida de porinas esta relacionada con la disminucion de la
actividad de algunos antibidticos. Asi, en medio Nutrient-Broth, se
observo que los aislados que expresaron una sola porina poseian
valores de CMI media de cefoxitina, cefepima, ertapenem,
tobramicina y fluorquinolonas superiores a la de los aislados que
expresaron las dos porinas; mientras que, en Mueller-Hinton, este

hecho sélo ocurrid para cefoxitina.

En Mueller-Hinton, el incremento de la osmolaridad, respecto de
Nutrient-Broth, se relaciono, de forma significativa, con una
disminucion de la actividad de piperacilina-tazobactam, cefoxitina,
imipenem, aminoglucosidos y levofloxacino, independientemente
del perfil de expresion de porinas. Sin embargo, para amoxicilina-
clavulanico, ceftazidima, cefepima, meropenem y ertapenem no
hubo modificacion de la actividad, ni en relacion con la
modificacion de porinas, ni en relacion con la osmolaridad del
medio de cultivo. Sélo ciprofloxacino presenté menor actividad en
Mueller-Hinton como consecuencia de la menor expresion de

porinas en este medio.
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10.

11.

Cefoxitina fue el Unico antibidtico cuya actividad disminuyo, de
forma significativa, como consecuencia de la pérdida de porinas,
tanto en Nutrient-Broth como en Mueller-Hinton. Ademas,
independientemente de la pérdida de porinas, también su actividad
se vio directamente influida por la osmolaridad del medio,

presentando menor actividad en el medio de mayor osmolaridad.

Segun lo anterior, se pone en evidencia la importancia de la
naturaleza quimica del medio al realizar estudios de sensibilidad in
vitro, en unos casos, porque se modifica la expresion de porinas, y,
en otros, por la interaccion quimica dependiente de la propia

composicion del medio.

Con la metodologia empleada, no se pudo demostrar que la pérdida
de porinas sea responsable de cambios clinicamente relevantes en
la CMI de aislados de Escherichia coli productores de
betalactamasas de espectro extendido. Ello sugiere que el papel de
las porinas en la resistencia de estos microorganismos a los
antibidticos betalactamicos es secundario, siendo méas importante la
accion de la propia betalactamasa, sin descartar la coexistencia de
otros mecanismos que incrementen los valores de CMI de otros

antibioticos ensayados.
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