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Resumen

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son uno de los padecimientos que
afectan a la poblacion mexicana, consideradas como una de las terceras
infecciones bacterianas de mayor importancia. Estas infecciones son causadas
por bacterias que pertenecen a la familia enterobacteriaceae, en especial a
Escherichia coli, siendo el uropatégeno principal en estas infecciones, seguido
de Klebsiella pneumoniae. En este estudio se trabajaron 43 cepas bacterianas
provenientes de una coleccion de cepas de Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas aisladas de pacientes que presentaron ITU, se
inocularon en agar MacConkey y se identificaron por métodos convencionales

microbiolégicos.

A todas las cepas bacterianas se les realizé la prueba de sensibilidad a
antimicrobianos por el método de Kirby Bauer, los antimicrobianos utilizados
fueron del grupo B-lactdmicos que pertenecen a la familia de las cefalosporinas
de tercera generacion, cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ). Todas las cepas
bacterianas presentaron resistencia a estos antimicrobianos y se les realizé una
prueba de confirmacién de cepas productoras de enzimas BLEE por el método
del disco combinado, el cual consiste en el uso de los mismos antimicrobianos
B-lactamicos en combinacién con un inhibidor de B-lactamasas (&cido
clavulanico), el fundamento de este método consiste en la sinergia entre el (-
lactdmico y el inhibidor lo que conlleva al aumento en el diametro en la zona de
inhibicion del antimicrobiano. Se obtuvo que las 43 cepas presentaron

produccién de enzimas BLEE.

Mediante la técnica de dilucién en placa se determin6 la CMI de cada cepa
bacteriana frente a los antimicrobianos CXT y CAZ, la cual consistio en realizar
diluciones de cada antimicrobiano en placas con agar Mueller Hinton e inocular
cada cepa a trabajar, realizando este procedimiento por duplicado. Después de
obtener el crecimiento de cepas en las placas a diferentes concentraciones se
hicieron tablas comparativas en donde se registraron las CMI de cada cepa
bacteriana trabajada.



1. Introduccién

Uno de los problemas que se presentan hoy en dia para la humanidad es el
combatir infecciones, debido a la alta resistencia que presentan las bacterias. El
efecto de resistencia bacteriana es considerado como una de las grandes
amenazas para la comunidad en general, siendo una problematica alarmante
para los profesionales de la salud y en especial para los pacientes, ya que se
busca la forma de combatir las infecciones sin llegar a modificar o alterar la

resistencia bacteriana.

La resistencia a los antibiéticos se ha desarrollado como un proceso natural e
inevitable por parte de los microorganismos, que a lo largo de su evolucion han
desarrollado estrategias que les permiten habitar nuevos nichos y sobrevivir. El
descubrimiento de los antibidticos ha sido unos de los acontecimientos mas
relevantes para tratar las infecciones bacterianas; uno de los pioneros,
Alexander Fleming, descubrié el primer antibiético mas usado en su época, la
penicilina, pero con el paso del tiempo esto se ha ido devastando, tanto que
Fleming advirti6 que el uso excesivo de su descubrimiento ocasionaria la
seleccion de bacterias resistentes, con lo cual en la actualidad se viene

manifestando (Ponce de Ledn R., et al., 2015).

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son consideradas como el grupo de
infecciones bacterianas mas frecuentes, y se estima que son responsables del
38% de las infecciones intrahospitalarias y del 80% de las relacionadas con la
sonda intrauretral. Durante el afio 2014, las infecciones del tracto urinario eran
consideradas como las infecciones que ocupaban el tercer lugar en todo México.
Ademas, algo alarmante no solo a nivel nacional sino a nivel mundial, es saber
que el incremento de resistencia o multirresistencia por parte de las bacterias
limita las opciones de tratamiento dificultando el control de las ITU (Chavolla-
Canal, et al., 2016).



2. Marco teérico

2.1lInfecciones del tracto urinario (ITU)

El tracto urinario es estéril, excepto la uretra, por lo que cuando una bacteria
llega a establecerse da lugar a un proceso infeccioso el cual se podra manifestar
por multiples cuadros clinicos. Las ITU son causadas principalmente por
patébgenos de origen intestinal que contaminan la uretra y ascienden hasta la
vejiga y otras partes del tracto urinario. Estas infecciones pueden ser adquiridas
en la comunidad y en los hospitales, ademas que estan asociadas con elevadas

tasas de morbilidad en todo el mundo.

En México, las ITU son un problema de salud publica, ya que cada afio se
registran aproximadamente cuatro millones de casos. Las poblaciones con
mayores riesgos de contraer ITU son los recién nacidos, las nifias en edad
preescolar, las mujeres con actividad sexual y ambos sexos en edad avanzada
(Luna-Pineda, et al., 2018).

Se tiene registrado que las infecciones del tracto urinario prevalecen mas en
mujeres que en hombres, ademas hay una probabilidad mas alta de padecer una
ITU durante el transcurso de su vida, incluyendo si se encuentran en estado de
embarazo, aqui la susceptibilidad a padecerla puede incrementar. Por otro lado,
en hombres la incidencia es notablemente a partir de la tercera edad; por otro
lado, la frecuencia de estas infecciones en personas que padecen diabetes es

mayor a la poblacién en general (Wei Tain & Piotr Chlebicki, 2016).

Las ITU constituyen una de las enfermedades mas frecuentes en las consultas
de la atencion primaria, de ahi la importancia en buscar un mejoramiento en el
tratamiento de éstas, asi como el conocimiento o la busqueda del perfil de
resistencia en bacterias responsables de estas infecciones (Aguinaga, et al.,
2018).

2.1.1 Clasificacion de las ITU

Las ITU se pueden clasificar por: a) Su localizacion (vias urinarias altas o bajas),
b) Epidemiologia, pueden ser adquiridas en la comunidad o asociadas al cuidado

de la salud, c) Factores asociados y segun la gravedad en complicadas, no



complicadas o recurrentes, y d) La presencia clinica, en sintomatica o

asintomatica (Orrego-Marin, et al., 2014).
a) Por su localizacion

Infeccion de vias urinarias altas o pielonefritis: Esta es una infeccidon masiva
que va a afectar principalmente el parénquima renal, presentando sintomas
como: fiebre, dolor renal, ndusea y vomito. Estas infecciones pueden provocar
urosepsis y complicaciones mayores tanto que pueden llegar a dafiar al higado
por diseminacion, provocando abscesos y dafio renal. Para el tratamiento se
requiere hospitalizacion y que el antimicrobiano usado como tratamiento sea
administrado por via intravenosa para poder combatir la infeccion urinaria (Rané
& Ranan, 2013). La pielonefritis afecta el parénquima renal, también los célices
y la pelvis renal. Dentro de los sintomas el paciente presenta ataque al estado
general, disuria, hematuria, dolor en la regién lumbar, fiebre mayor a 39 °C, y
representa del 20% y 30% de todas las sepsis sistémicas de esta infeccion
(Forbes, 2009).

Infeccidn de vias urinarias bajas: En este tipo de infeccion se incluye la cistitis
aguda afectando principalmente a la vejiga, la cual se manifiesta por disuria,
polaquiuria, urgencia miccional, dolor en la region lumbar, presencia a veces de
hematuria y orina turbia con olor fétido. También puede presentarse uretritis
gonocdcica, que es considerada una infeccion de transmision sexual, la cual
inflama la uretra. Como microorganismos responsables se encuentran Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis y Ureaplasma
urealyticum. Los sintomas principales son la secrecion uretral mucoso purulento,
polaquiuria y disuria. Sin embargo, los signos y sintomas de acuerdo a la
localizacion de la infeccion (alta o baja) no siempre son tan especificos que

permitan establecer un buen diagnéstico (Lozano, 2001).
b) Por epidemiologia

Las infecciones pueden ser adquiridas en la comunidad o nosocomiales. Para el
caso de las nosocomiales aparecen 48 horas después de haber ingresado a un
hospital, por lo general en pacientes que no presentaban sintomatologia o signos

de infeccion al momento de su ingreso (Pemberthy-LOpez, et al., 2011). También



se manifiestan signos cuando se presentan en pacientes que llegan a utilizar un
catéter uretral, y otras situaciones que desarrollen la infeccion, por ejemplo:
errores en la técnica de colocacion, deficiencia durante los procesos de asepsia
y antisepsia del personal de salud o cuando el paciente ha cursado con un
procedimiento quirdrgico. Algo también importante a considerar es el estado de
salud del paciente, por ejemplo, si presenta diabetes mellitus o insuficiencia renal

cronica (Molano, et al., 2012).
c) Por factores asociados y segun gravedad, se conocen como:

ITU no complicada: Tiene sintomas caracteristicos, los cuales son disuria, ardor
con la miccion, aumento en la frecuencia de la miccion, tenesmo vesical, dolor
suprapubico, y raramente hematuria. Tales sintomas afectan al tracto urinario
bajo. Por lo general este tipo de ITU se presenta en pacientes con una estructura
anatomica vy fisiolégica normal, sin presentar fiebre, vomito o deshidratacion;

ademas de no tener antecedentes de alguna infeccién urinaria.

ITU complicada: Se da cuando aparecen infecciones recurrentes, ademas que
involucra presencia de fiebre, nauseas, vémito, dolor lumbar y ataque al estado
general. También se presenta cuando un paciente tiene alguna alteracion

anatomica del sistema urinario (Calderon J., et al., 2013).

ITU recurrente: Se presenta generalmente en mujeres. Las infecciones
recurrentes se manifiestan por las recaidas, en donde los sintomas se vuelven a
manifestar de nuevo al término del tratamiento y el mismo microorganismo es el
responsable o también puede llegar a ocurrir una reinfeccion, pero en este caso
el microorganismo puede ser otro. En estos casos, los pacientes son expuestos
a tratamientos mas largos con antimicrobianos, lo que puede dar lugar al

aumento de la resistencia antimicrobiana (Rané & Ranan, 2013).
d) Por la presentacion clinica

De acuerdo a la presentacion clinica de la infeccibn en pacientes puede ser
sintomatica o asintomatica. Las ITU sintoméaticas estan acompafnadas de signos
y sintomas urinarios. En cambio, en las asintomaticas son tomadas en cuenta
cuando se detectan mas de 100,000 UFC/mL en dos muestras de orina

cultivadas, provenientes de pacientes que no presentan signos ni sintomas. En
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las mujeres embarazadas toman mayor importancia, ya que al ser asintomatica
la infeccion puede llegar a afectar la salud tanto de la madre como la del bebé
(Calderén J., et al., 2013).

Otro tipo de ITU es el sindrome miccional, el cual se acomparfa de fiebre alta,
escalofrios, disuria, polaquiuria y urgencia miccional. En la exploracion fisica
destaca la existencia de dolor en las fosas renales, dolor en la parte abdominal.
Su incidencia es mayor en mujeres y principalmente es el resultado de la
ascension de microorganismos del tracto urinario inferior y en el diagnostico
sefiala que no cumple con el criterio clasico de 100,000 UFC/mL en la orina, y
ademas Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis

se encuentran en un menor namero (Lozano, 2001).

Las infecciones del tracto urinario no siempre se presentan con manifestaciones
clinicas ya que pueden ser asintomaticas, pero en ocasiones se pueden
presentar fiebre y dolor en una o ambas fosas lumbares considerandose
pielonefritis, o disuria y polaquiuria, las cuales serian propias de la cistitis. Las
ITU presentan una gran cantidad de manifestaciones clinicas que dependeran
del grado de patogenia del agente causal, la zona geogréfica, el estado del

paciente y tratamiento (Calderén J., et al., 2013).

Para la aparicion de ITU hay ciertos factores predisponentes que conllevan a su
desarrollo, se sabe que en las mujeres adultas que no presentan embarazo y un
tracto urinario normal, la bacteriuria evoluciona con poca frecuencia a cistitis
sintomatica o pielonefritis. Ademas, la uretra generalmente esta colonizada por
bacterias y al tener relaciones sexuales permite la entrada de bacterias en la
vejiga urinaria femenina; ademas se sabe que los espermicidas aumentan la

colonizacion por bacterias en la vagina (Sobel & Kaye, 2014).

Los aspectos necesarios a considerar son si el paciente presenta anomalias
estructurales en el tracto urinario, si ha llegado a padecer enfermedades previas,
conocer su historial hereditario, ingesta de medicamentos, ademas de tomar en

cuenta el tipo de oficio. Unos factores mas a considerar son:

e No circuncision



e Hipercalciuria: se recomienda su determinacion en infecciones urinarias
recurrentes

e Fenotipo sanguineo P1: mayor tendencia a ser portador de E. coli P
fimbrias (+), favoreciendo la adhesion al endotelio urinario.

e Menores de dos afos

e Uropatia obstructiva y vejiga neurogénica

e Colonizacién fecal y perineal

e Actividad sexual o abuso sexual

e Presencia de sondas o catéteres
(Ardila, et al., 2015)

2.1.2 Etiologia

La mayor parte de los agentes causantes de las ITU son bacterias de origen
entérico, en donde el 93% son bacilos gramnegativos, 6% cocos grampositivos
y el 1% levaduras, virus, protozoarios o0 parasitos. Uno de los principales
patbgenos es Escherichia coli, y en un porcentaje menor se encuentra
Staphylococcus saprophyticus. Entre otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae se encuentran Klebsiella sp, Proteus sp y Enterobacter sp;
también se ha encontrado a Pseudomonas sp, en particular cuando el paciente
cursa con enfermedades recurrentes, nosocomiales o complicadas a los
tratamientos o si el paciente ha sido sometido a algun tipo de instrumentacion
quirargica (Ardila, et al., 2015). También se puede llegar a encontrar a
Enterococcus faecalis y estreptococos del grupo B. Se sabe que E. coli puede
causar ITU complicadas y no complicadas, como también P. mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus spp. Otro agente es S. saprophyticus
gue puede causar infecciones en mujeres jévenes, quienes si presentan una vida
sexual activa pueden llegar a padecer cistitis. Otro agente es Staphylococcus
coagulasa positiva que puede llegar a invadir el riidn por diseminacion
hematdgena y provocar abscesos renales. Por ultimo, un patdégeno encontrado
es Corynebacterium urealyticum, siendo nosocomial y aislado frecuentemente
en pacientes en tratamiento con catéteres, ademas de Candida spp (Lee S. &
Le, 2018).



2.1.3 Patogenia

Se dice que las infecciones comienzan con la contaminacion periuretral por un
uropatégeno que reside en el intestino, después empieza la colonizacion
bacteriana por la uretra y con ayuda de sus flagelos o pilis, la bacteria puede
llegar a colonizar la vejiga o el rifién. La adherencia es considerada como la

principal patogenia (Lee S. & Le, 2018).

Cuando ocurre la fijacion bacteriana y la invasion en las células epiteliales, los
polisacaridos bacterianos activan los receptores del uroepitelio, los cuales
reconocen estos antigenos y activan el sistema inmune local, iniciando la
respuesta que conlleva el factor nuclear kB, produccién de citoquinas y
quimiocinas; ademas la IL-6 y el FNT se empiezan a correlacionar con el grado
de inflamacion. El tracto urinario tiene su mecanismo de defensa, el cual es el
pH acido de la orina, el flujo descendente de orina del rifidn a la vejiga y el
vaciamiento por la uretra. También participa la proteina Tamm-Horsfall que se
adhiere a las fimbrias tipo | de E. coli, evitando asi la adherencia de la bacteria
en el huésped (Ardila, et al., 2015).

2.1.4 Epidemiologia

Las infecciones del tracto urinario son cada vez mas frecuentes en las personas,
se ha registrado que el 60% de las mujeres tienen una infeccién urinaria durante
su vida, ademas afecta con mayor frecuencia a las mujeres de edad joven y a
las que inician a temprana edad su vida sexual activa, entre los 18 a 25 afios de
edad, apareciendo de manera espontanea la infeccién. Por otro lado, se ha
registrado que la prevalencia de estas infecciones en hombres es menor que en
las mujeres, sin tomar en cuenta si los hombres presentan alguna anomalia en
la estructura urolégica o si se encuentran dentro de la tercera edad (Lee S. &
Le, 2018).

Es necesario conocer los datos epidemiolégicos del paciente, para asi
determinar si puede estar asociada o0 no a mala atencion médica o asociada a la
comunidad; ademas, también influyen los agentes causales y hasta la ubicacién

geografica, por eso la epidemiologia es muy importante, ya que puede ayudar



para una buena seleccion de tratamiento adecuado para el paciente (Tandogdu
& Wagenlehner , 2016).

2.1.5 Diagnostico de las ITU

El diagnodstico presuntivo de las ITU se puede realizar mediante el uroanalisis,
pero para tener una confirmacion diagndstica se requiere el aislamiento del
uropatdgeno. Dentro de las pruebas que se pueden realizar para el uroanalisis

se encuentran las siguientes:

- Tiras reactivas: las cuales son recomendadas para tener una
aproximacion diagnostica; con la determinacion de la presencia de
esterasa leucocitaria y nitritos.

- Microscopio Optico: permite detectar bacteriuria (bacterias en orina), la
cual se puede observar con ayuda de un examen en fresco o mediante
una tincién de Gram, una prueba presuntiva sera la presencia de una o
mas bacterias en la muestra de orina no centrifugada, asi como la
presencia de cinco o0 mas leucocitos por campo.

- Cultivo: permite realizar una cuantificacion, detectando el niumero de
bacterias aproximado por mL de orina y asi dar una interpretacion con
base al criterio de Kass, (210° UFC/mL de orina se considera ITU
positiva). Ademas, con el cultivo también se puede identificar al patégeno
responsable de la infeccion, por otro lado, se puede realizar un
antibiograma para conocer el perfil de sensibilidad antimicrobiano.

- Pruebas de localizacion de la infeccion: se realizan estudios de

adherencia, receptores inmunoldgicos y excrecion enzimatica.

- Técnicas de imagen: radiografia simple de abdomen, cistoureterografia

miccional, urografia intravenosa y ecografia renal (Lozano, 2001).

2.2 Tratamiento delas ITU

El principal tratamiento para las ITU es mediante la administracion de [-
lactAmicos, que son sustancias quimicas que tienen la capacidad de eliminar o
inhibir el crecimiento de microorganismos infecciosos. En un principio los
antibioticos, se generaban a partir de compuestos organicos con origen

bioldgico, los cuales afectan el crecimiento de otros microorganismos; pero hoy
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en dia los antibiéticos son generados a partir de sustancias quimicas o
semisintéticas sobre las cuales se han hecho modificaciones quimicas para asi
mejorar sus propiedades farmacocinéticas o ampliar su espectro de accion,
incluso, para disminuir la toxicidad y asi mejorar la funcion del antibi6tico. Los

antibiéticos se han clasificado segun su:

Estructura quimica

- Espectro de accion: De amplio espectro, intermedio y reducido.

- Efecto antimicrobiano: Bacteriostaticos y bactericidas.

- Mecanismo de accion: Inhibidores de la sintesis de pared celular, de la
permeabilidad de la membrana plasmaética, de la sintesis proteica, de la
sintesis de acidos nucleicos y de las rutas metabdlicas (Lorenzo, et al.,
2008).

2.2.1 B-Lactamicos

Son un grupo de antibiéticos de origen natural o semisintético que tienen como
caracteristica poseer en su estructura quimica, el anillo B-lactamico. Estos
antibioticos acttan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana y
promueven la activacion de enzimas autoliticas que llevan a la lisis bacteriana
(Lorenzo, et al., 2008).

Se consideran compuestos que presentan una accion bactericida lenta, muy
independiente de la concentracién plasméatica, ademas de poca toxicidad para el
organismo humano y con un amplio margen terapéutico. Sin embargo, con el fin
de favorecer aun mas el espectro de accién, se han ido incorporando nuevas
moléculas con mayor actividad sobre bacterias gramnegativas (BGN), pero con
el avance del tiempo, las bacterias han adquirido resistencia y se ha estado

limitando el uso de estos antibidticos (Seija & Vignoli, 2008).

El mecanismo de accion de los B-lactamicos es por 2 tipos, por inhibicion de la
sintesis de la pared bacteriana e induccién de la autdlisis bacteriana. La pared
bacteriana es una estructura que envuelve a las bacterias de todos los géneros,
y esta compuesta por una capa llamada peptidoglucano (figura 1). El anillo B-
lactamico presenta una estructura similar en la region de sintesis de

peptidoglucano, por lo que es capaz de unirse a éste de forma covalente e
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impedir asi la formacién de la pared bacteriana, quedando la bacteria expuesta
al medio y morir por cambios en la presiéon osmatica (figura 2) (Suarez & Gudiol,
2009).

3. Accion de las PBP: union

2. Formacién de las cadenas a la porcién terminal del pentapéptido 4. Formacion del
de NAG y NAM-pentapéptido y transformacion en tetrapéptido peptidoglicano
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. 1. Sintesis de los componentes I I
del peptidoglicano y transporte -
'~\ al espacio periplasmico J
. i
: L
MEMBRANA
CITOPLASMATICA
MEMBRANA

. PEPTIDOGLICANO EXTERNA

NAM: Acido N-acetiimuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina; PBP: Penicillin Binding Protein

Figura 1. Etapas de formacion de la pared celular. Tomado de Suarez & Gudiol, 2009.
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Figura 2. Mecanismo de accion de los betalactamicos. Tomado de Suéarez & Gudiol,
2009.

10



2.2.1.1 Cefalosporinas

Dentro de los B-lactdmicos, las cefalosporinas se han utilizado como tratamiento
para las ITU. Este tipo de antimicrobianos fueron introducidos por Guiseppe
Brotzu, son de origen natural, obtenidos de la fermentacion de Cephalosporium
acremonium. Las cefalosporinas tienen una estructura como de las penicilinas y
son de los mas comunmente prescritos y administrados para tratar infecciones
bacterianas por patégenos, como: Staphylococcus sp, Streptoccocus sp, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenza,
Enterobacter aerogenes y Neisseria sp. (Etebu & Arikekpar, 2016).

Las cefalosporinas presentan el mismo mecanismo de acciébn que un [-
lactdmico, es decir, tienen accidn sobre la pared bacteriana (Madigan T. , 2009).
Las cefalosporinas han ido sufriendo cambios a lo largo del tiempo, es por ello
que se dividen por generaciones de acuerdo a su accion principal, por su accién
de espectro, farmacologia clinica y de la actividad intrinseca. (Mehta & Kumar S.
, 2016). Entre las de tercera generacion se encuentra cefotaxima con una
elevada actividad sobre las enterobacterias, empleandose en sepsis de origen
urinario. Otro antibidtico es ceftazidima, se considera de eleccién para el
tratamiento de las infecciones urinarias (Etebu & Arikekpar, 2016).

2.3 Resistencia alos antimicrobianos

Actualmente existe una gran cantidad de microorganismos capaces de adquirir
resistencia a multiples antibiéticos, con lo cual propicia que la efectividad de los
tratamientos para inhibir las bacterias patdgenas responsables de enfermedades
se vea disminuida. Con ello, definiendo a la resistencia antimicrobiana como la
capacidad de las bacterias u otros microorganismos para contrarrestar el efecto
de algun antibiotico. La proliferaciéon de cepas resistentes como consecuencia
del uso de antibiéticos se da por un proceso natural que se ha acelerado por la

aplicacion inadecuada de ciertos farmacos (De la Fuente-Salcido , et al., 2015).

La resistencia antimicrobiana representa un grave problema de salud publica
para la sociedad humana. Anteriormente la resistencia se limitaba a bacterias
causantes de infecciones de tipo intrahospitalario, pero han empezado a

emerger bacterias resistentes en la comunidad relacionadas con las ITU, lo que
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genera preocupacion debido a las complicaciones que se pueden manifestar
(Brooks, et al., 2011).

Las bacterias adquieren resistencia a los antibidticos B-lactamicos mediante
mecanismos generales, como: a) bombas de expulsion, b) disminucion de la
permeabilidad, c) alteracion del sitio blanco y d) modificacion enzimatica del
antibiético (Calderén Rojas & Aguilar Ulate, 2016).

a) Bombas de expulsién

Las bacterias pueden llegar a expresar bombas de expulsion, favoreciendo la
expulsion del antibiético y con esto disminuyendo la concentracién intracelular,
logrando asi una disminucién de la eficacia del antimicrobiano (Lorenzo, et al.,
2008).

b) Disminucién de la permeabilidad

Las bacterias generan cambios en la membrana externa, para no permitir el paso
de antibioticos al espacio periplasmico. Esto es mediado por porinas, que al
disminuir su expresion se dificulta la entrada del antimicrobiano (Tafur, et al.,
2008).

c) Alteracion del sitio blanco

Un mecanismo mas de resistencia por parte de la bacteria es el de la alteracion
del sitio blanco el cual consiste en la modificacion de algunos sitios especificos
de la bacteria como la pared celular, la membrana celular, la subunidad 50S o
30S ribosomales, disminuyendo la afinidad del sitio blanco con el antimicrobiano
(Pérez-Cano & Robles-Contreras, 2013).

d) Modificacion enzimética del antibiotico

Las bacterias producen ciertas enzimas, como B-lactamasas, que tienen la
capacidad de hidrolizar la estructura e inactivar la funcion del antibiético, lo cual
les proveen resistencia al mismo. Estas enzimas pueden ser codificadas por
genes cromosoémicos, por plasmidos y/o transposones capaces de inactivar una
gran variedad de antibiéticos. Las enzimas capaces de inactivar los mecanismos

de los B-lactamicos se llaman [B-lactamasas; entre otras enzimas son las
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modificadoras de aminoglucésidos como las acetiltransferasas, adenilasas y

fosfotransferasas (Lorenzo, et al., 2008).

Los genes que codifican para las B-lactamasas pueden ser constitutivos o
naturales e inducibles. Para ello la enzima inducible se expresara en presencia
del antibiético B-lactdmico, asi la bacteria presenta la resistencia y que ademas
puede mantener el mecanismo de control y produccién de la enzima. Para el
caso de la enzima natural, la bacteria tiene la capacidad de expresarla de manera
continua, independientemente si hay o no estimulo por parte del antibiético
(Brooks, et al., 2011).

2.3.1 Clasificacion de las B-lactamasas

Las B-lactamasas se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas, una es

con base molecular y otra con base funcional, siendo las siguientes:

a) Clasificacion de Amber: (1980): se basa en la secuencia de
aminoacidos de la enzima, clasificandolas en cuatro clases: A, B, Cy
D. Las clases A, C y D tienen una serina en su sitio activo (serin-§3-
lactamasas), mientras que la clase B necesitan la presencia de un
metal (metalo-B-lactamasas) en este caso zinc, para llevar a cabo su
actividad (Ambler , 1980).

b) Clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros: Estd basada en las
caracteristicas del sustrato de hidrolisis y el patrén de inhibicién, se

clasifican en 3 grupos (tabla 1) (Bush & Jacoby , 2009).

Tabla 1. Clasificacion de B-lactamasas y sus inhibidores
Clase

Grupo Caracteristicas molecular Inhibidor acido | Inhibidor Enzimas
(B-J-M) clavulanico EDTA representativas
(Amber)
1 Cefalosporinasas C - - E.coli AmpC; MIR-1
28 Penicilasas A + - PCI
2 Enzimas de amplio A + ) TEML.2: SHV1
espectro
2be Enzimas de espectro A + ) TEM3-28: SHV2-6

extendido (BLEE)
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Enzimas de amplio

2br A +/- - TEM30-36; TRC-1
espectro
- PSE-1; CARB3,
2c Carbenicilasas A + - RTGA
2d Cloxacilinasas D +/- - OXA1-48; PSE2
2e Cefalosporinasas A + - CepA
2f KPC-2, VIM-1,
Carbapenemasas A +/- - SME-1
3 L1, CAU-1, GOB-1,
Metalo-B-lactamasas B - + FEZ-1

Fuente: (Bush & Jacoby , 2009)

Por otro lado, existen sustancias que actian como inhibidores de las [3-
lactamasas, que son un grupo de medicamentos que ejercen accion en
combinacion con B-lactamicos que permiten la inactivacion de determinadas [3-
lactamasas producidas por bacterias. El uso de inhibidores constituye uno de los
desarrollos importantes como alternativa terapéutica. El primer inhibidor
comercializado fue el &cido clavulanico, conocido como un inhibidor suicida, el
cual es producido por Streptomyces clavuligerus. La estructura quimica que
presenta esta sustancia le permite interactuar con la enzima B-lactamasa

secretada por ciertas bacterias e inhibir a la enzima (Goméz, et al., 2015).

Con la introduccion del acido clavulanico se impulsé el desarrollo de nuevas
moléculas, como el sulbactam y el tazobactam, que presentan el anillo -
lactdmico en su estructura con lo cual tienen la capacidad de unirse de forma

irreversible a las B-lactamasas e inactivarlas (Lorenzo, et al., 2008).

2.3.1.1 Origen y tipos de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las primeras B-lactamasas mediadas por plasmidos en bacterias gramnegativas
(TEM-1, SHV-1) se describieron en los afios 60. Estas enzimas se encuentran
con frecuencia en enterobacterias, principalmente en Klebsiella sp y Escherichia
coli. La presencia de BLEE se asocia también con alta resistencia a otros
antibiéticos no B-lactamicos, como son las fluoroquinolonas, aminoglucésidos o

cotrimoxazol (Garcia Tello, 2014).

Por el afio 1983 en Alemania se descubri6 la primera enzima a partir de una cepa

de Klebsiella ozaenae, capaz de hidrolizar a las cefalosporinas de amplio
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espectro, recibiendo el nombre de SHV-2. Posteriormente, en 1984 en Francia
se describi6é otra enzima, una TEM-3, con un fenotipo semejante a la anterior.
Con el paso del tiempo, en 1989, se encontrd en un aislado de E. coli una enzima
diferente a las anteriores, denominada CTX-M, con actividad hidrolitica con
especificidad por cefotaxima. Esta ultima enzima ha adquirido una gran
relevancia debido a su dispersion extra e intrahospitalaria, pudiéndose extender
por varios paises. Para el afio 1991, en Turquia y Francia se detectaron por
primera vez las oxicilinasas, fueron aisladas en P. aeruginosa y Acinetobacter
baumanni las cuales son inhibidas débilmente por el &cido clavulanico, pero

presentan un fenotipo similar al de las BLEE (Seral Garcia , et al., 2010).

Continuamente se estan descubriendo nuevas BLEE, con lo que en la actualidad
se suman mas de 200 tipos. Otras familias de BLEE menos prevalentes son las
PER, VEB-1, BES-1, SFO-1, TLA-1, CME-1, GES/IBS (Morején Garcia , 2013).

Otro tipo de enzimas que se han descrito en enterobacterias como E.coli, son
del tipo AmpC, que es una proteina codificada por el cromosoma de la bacteria
y su expresion es inducible en presencia de ciertos B-lactamicos y acido
clavulanico. Segun un estudio, la recurrencia natural de AmpC suele ser comun
en Pseudomonas, pero también se han encontrado en enterobacterias, las
cuales se pueden expresar en niveles basales y permitir la resistencia a
penicilina G, aminopenicilinas, ureidopenicilinas, monobactamas y carbapenem.
Otro problema con estas enzimas es que los inhibidores de B-lactamasas no

tienen efecto alguno sobre ella (Delgado , et al., 2013).

Hoy en dia se desconoce la prevalencia que tienen las BLEE, segun un estudio
realizado por el programa de vigilancia antimicrobiana SETRY, un programa que
monitorea patdgenos en todo el mundo y los cambios en los patrones de
resistencia a través del tiempo, refleja un incremento de resistencia bacteriana
con lo cual ha causado una situacion alarmante. Por otra parte, el incremento en
el numero de aislamientos va ocurriendo de forma paulatina y las cifras que se
manejan en la actualidad no se consideran nada discretas, ya que van
ascendiendo la cantidad de enzimas encontradas, 233 BLEE tipo TEM, 228 tipo
SHV (principalmente en E. coli y Klebsiella sp), tipo OXA asciende a mas de 500
dentro de la clase D y 43 tipo GES (Garcia Hernandez, et al., 2011).
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2.3.2 Identificacion de bacterias resistentes

La deteccidn de bacterias resistentes en el Laboratorio de Microbiologia Clinica
se realiza por métodos fenotipicos para detectar enzimas como las -
lactamasas, y por métodos genotipicos, los cuales utilizan técnicas moleculares
para la deteccion de genes presentes en las bacterias con capacidad de codificar
enzimas de resistencia (Garcia Tello, 2014).

El United States Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ha publicado
guias para la deteccion de produccién de BLEE en enterobacterias, en especial

en E.coli, Klebsiella sp y Proteus sp.

La prueba de sensibilidad a antimicrobianos, también llamado antibiograma o
prueba de Kirby Bauer, es un método fenotipico que tiene como objetivo evaluar
la respuesta de un microorganismo frente a uno o varios antimicrobianos y ver el
grado de sensibilidad o resistencia ante ellos e identificarlos mediante las
recomendaciones (tabla 2) del CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute,
2015) Ademas, existe un método llamado disco combinado para identificar
bacterias productoras de BLEE, en donde se trabaja con cefotaxima y
ceftazidima con/sin acido clavulanico mediante difusion en agar, en este caso
Mueller Hinton (Seral Garcia , et al., 2010).

Tabla 2. Antimicrobianos usados en los antibiogramas para
Enterobacterias, segun los criterios del CLSI.

Agente Concentracion Halos de inhibicién (mm)
antimicrobiano (ng) S I
Cefotaxima
> - <
(CTX) 30 > 26 23-25 <22
Ceftazidima
> - <
(CAZ) 30 =21 18-20 <17

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente.
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3. Marco de referencia

Las infecciones por bacterias son muy comunes en varias partes del mundo,
para ello se han venido tratando con antibiéticos, en este caso 3-lactamicos, es
por ello su importancia e investigacion sobre el manejo y control de esos
antibioticos para que pueda proporcionar informacién con respecto al uso de los

antibiéticos, pudiendo ser como guia para un mejor tratamiento.

En un estudio realizado en hospitales de la ciudad de Makkah, Arabia Saudita
por Alyamani y colaboradores entre el 2014 y 2015, analizaron un total de 58
aislamientos bacterianos de pacientes con infecciones del tracto urinario. Como
resultado se obtuvo que el mayor numero de aislamientos de E. coli fueron
resistentes a ampicilina en un 96.61%, cefotaxima 76.27%, cefepima 74.58%,
ceftazidima 81.36%, aztreonam 89.83% y cefoxitina 15.25% (Alyamani, et al.,
2017).

Castro y colaboradores realizaron un estudio en el Laboratorio Clinico de la
Universidad de San Buenaventura en Cartagena (Colombia), del 2005 al 2008
con el objetivo de determinar el patron de resistencia antimicrobiana de bacterias
patbgenas asociadas a infecciones urinarias en pacientes ambulatorios y
hospitalizados, se evalu6 la susceptibilidad antimicrobiana en cefalosporinas y
como resultado obtuvieron porcentajes de resistencia que fueron del 50 a 80 %
de los aislados de E. coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis quienes presentaron
resistencia a -lactamicos con inhibidores de B-lactamasas. Por otro lado, E. coli
y K. pneumoniae mostraron un alto porcentaje de resistencia a cefalosporinas de
segunda generacion y baja resistencia (23 y 36 %) a las de tercera generacion
(CTXy CAZ), pero en el caso de Proteus mirabilis present6 susceptibilidad a las
cefalosporinas probadas. Ademas, demostraron que la resistencia bacteriana en
pacientes hospitalizados fue mayor que en pacientes ambulatorios (Castro
Orozco, et al., 2010).

En Latinoamérica también se han realizado estudios sobre resistencia
bacteriana, un estudio por Pereiray colaboradores entre septiembre y noviembre
de 2012 en el Laboratorio San Roque en Asuncion, Paraguay, se buscaron cepas
productoras de enzimas B-lactamasas tipo BLEE en diferentes tipos de pacientes

ambulatorios y hospitalizados que padecian infeccién urinaria. Estudiaron 481

17



cepas de enterobacterias provenientes de pacientes ambulatorios e internados
en diferentes servicios clinicos y aislaron de fuentes, como orina y secrecion
purulenta. Como resultados obtuvieron que la cepa mas frecuente fue E. coli en
un 13.5% y K. pneumoniae con un 3.5%, ademas, observaron que E.coli se
encontraba en mayor porcentaje en pacientes ambulatorios (92.3%) que en
pacientes internados (7.7%). La cepa que presentd mayor produccion de BLEE
fue K. pneumoniae (30.8%) y en menor porcentaje E.coli (6.6%). Los autores
sefialaron que el tipo de BLEE segun el fenotipo tuvo actividad cefotaximasa
(49%) y ceftazidimasa (51%). Por ultimo, con la informacién de cada muestra
proveniente de pacientes, las cepas de mayor productividad BLEE provienen de
pacientes internados (31.6%) que de pacientes ambulatorios (6.8%) (Pereira , et
al., 2016).

Un estudio realizado por Escalante y colaboradores en el Hospital Nacional
Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Per(; mostraron resultados de bacterias
portadoras de B-lactamasas tipo BLEE en una poblacién de 59 pacientes con
edades de alrededor de 60 afios y observaron que ocho pacientes presentaron
bacterias productoras de BLEE en hemocultivos 13.5% y cincuenta y uno en
urocultivos 86.4%, en donde el 61% se confirmé como E.coli y 39% K.
pneumoniae. Los antibidticos usados fueron cefalosporinas de tercera
generacion (ceftriaxona y ceftazidima), fluoroquinilonas y aminoglucésidos
(Escalante M., et al., 2013).

En México hay pocos estudios acerca de la resistencia bacteriana, uno de ellos
fue realizado en el hospital de servicio de Medicina Interna del Nuevo Sanatorio
Durango de la Ciudad de México donde Paramo y colaboradores buscaron
identificar la frecuencia de patdgenos y los patrones de resistencia a
antimicrobianos por microorganismos aislados de pacientes con infeccion en
vias urinarias adquirida y de pacientes hospitalizados. Los resultados mostraron
gue E. coli se aislé con mayor frecuencia (91.5%), donde el 53.2% no fueron
productoras de BLEE y el 38.2% productoras de BLEE. Las cepas de E. coli no
productoras de BLEE fueron sensibles a cefalosporinas de tercera generacion
(ceftriaxona y cefotaxima) mientras que las cepas de E. coli productoras de BLEE
fueron resistentes a varios antibioticos, entre ellos ceftriaxona con un 88.9% y

cefotaxima con un 88.9% (Paramo Rivas, et al., 2015).
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Un estudio mas por Chavolla y colaboradores realizado en el Hospital General
Regional Numero 46 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) del estado
de Jalisco durante el periodo 2007-2015, en donde se realiz6 un analisis
descriptivo de las muestras positivas a bacteriuria significativa. Analizaron 8164
cultivos de orina durante ese periodo, en donde E. coli fue aislada en un 67.89%,
seguido de Klebsiella pneumoniae en un 5.34%, Enterococcus faecalis 3.91%,
Proteus mirabilis 3.82%, P. aeruginosa 2.87%, Acinetobacter baumannii 0.51%.
E. coli fue la bacteria mas aislada a partir de infecciones del tracto urinario y la
que presentd mayor resistencia a los antibiéticos fue P. aeruginosa seguido de
A. baumanni (Chavolla-Canal, et al., 2016).

Garza-Montufar y colaboradores realizaron un estudio en urocultivos positivos
de pacientes de consulta externa del Laboratorio Central del Hospital General de
Zona del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Monterrey, Nuevo Ledn,
México en el periodo de diciembre de 2015 a mayo de 2016 con el objetivo de
identificar patrones de resistencia bacteriana. Trabajaron con 190 urocultivos, en
donde 90 provenian de mujeres y 100 de hombres. ElI microorganismo mas
aislado fue E. coli (61.1%), seguido de K. pneumoniae (6.8%), P. mirabilis (6.3%),
P. aeruginosa (6.3%) entre otros microorganismos. E. coli presentd una
sensibilidad del 100% a imipenem, y una resistencia del 80% a quinolonas, 30%
a ceftazidima y 40% a cefotaxima. Para K. pneumoniae mostré una sensibilidad
a imipenem en 92%, y resistencia del 100% a ampicilina y para cefalosporinas
en un 72%, en donde un 60% para ceftazidima y 12% para cefotaxima. Con sus
resultados concluyen que se debe dar otro tipo de antibiotico, ya que mostraron

altos niveles de resistencia (Garza-Montufar , et al., 2018).
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4. Planteamiento del problema

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son consideradas como una de las mas
frecuentes, en la actualidad estas infecciones se han venido tratando con
diversos antibidticos incluidos los B-lactamicos, sin embargo, estas infecciones
se han prolongado y los tratamientos con frecuencia son poco efectivos, lo que
representa una seria preocupacion para el tratamiento farmacolégico. Este
problema se ha incrementado notablemente, principalmente por la produccion
de enzimas [B-lactamasas, ya que afectan la accién de los antimicrobianos -

lactamicos y otras familias de antimicrobianos.

Existe un método fenotipico que permite identificar la resistencia por cepas
productoras de BLEE. Estos métodos se han ido ocupando alrededor del mundo
para estudio de resistencia bacteriana, en este caso de las ITU. En México
también se han venido realizando estudios para conocer mas de este tema,
ademas en Puebla también hay investigaciones de esto, pero estos métodos
utilizados muestran informacion cualitativa y no dan informacion del grado de
resistencia (cuantitativa) que presentan las cepas bacterianas ante los agentes
utilizados; por lo que con este proyecto se pretende dar respuesta a la siguiente

pregunta:

¢Cual es la concentracion de los agentes antimicrobianos, cefotaxima y
ceftazidima, necesaria para conseguir el efecto antimicrobiano en cepas
productoras de BLEE?
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5. Justificacién

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre las primeras causas
de atencion primaria o de muerte humana y qué, ademas, en paises en
desarrollo su mortalidad es aun mayor. Las infecciones por microorganismos
resistentes a los antimicrobianos son una amenaza significativa para la salud
publica, ya que la gravedad de la infeccion ocasionada por una cepa resistente
tiende a ser mayor, por no contar con suficientes opciones terapéuticas. La
resistencia a los antimicrobianos es multifactorial y con alta variabilidad que
depende, entre algunos factores como el uso excesivo de los antimicrobianos o
la variabilidad epigenética de las bacterias hoy en dia. Para ello, hay datos que
proporcionan informacién para configurar un mejor panorama epidemiolégico
gue coadyuve a la realizacién de programas de control y del tratamiento exitoso

de las enfermedades infecciosas.

La técnica de dilucién en placa empleada en este proyecto ayudara a entender
y conocer el nivel o grado de resistencia que tienen bacterias comunes
responsables de las infecciones del tracto urinario y que ademas proporcione
informacion de forma cuantitativa de cada antibiético probado, asi con estos
datos obtenidos dara informacién para mejorar las guias clinicas para el
tratamiento empirico de los pacientes con sintomas de infeccién del tracto
urinario y que pueda mejorar las politicas de prescripcion médica vigentes.

La resistencia bacteriana en cepas que dan lugar a ITU es muy alta; se ha
reportado en Europa, Latinoamérica e inclusive en México, pero hay pocos
reportes en Puebla y la informacion es escasa por lo que este estudio es
importante para indicar el grado de resistencia bacteriana ante antibioticos que
se viene dando en el estado de Puebla.
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6. Objetivos

Objetivo General

- Determinar el nivel de resistencia a cefotaxima y ceftazidima en cepas

bacterianas provenientes de infecciones del tracto urinario.
Objetivos Particulares

- Determinar la produccién de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
en cepas provenientes de infecciones del tracto urinario por el método del
disco combinado.

- Determinar por la técnica de dilucion en placa la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de cefotaxima y ceftazidima de las cepas productoras de
BLEE.
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7. Disefo de estudio

a) Tipo de estudio
Transversal, observacional, descriptivo y prospectivo.
b) Universo del estudio

Cepas bacterianas de una coleccion del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP, aisladas de pacientes de todas las

edades y sin distincion de género que presentaron infeccion del tracto urinario.
c) Tamafio de muestra
43 cepas bacterianas aisladas durante el periodo de Agosto-Diciembre 2018

d) Sedey lugar del estudio

El estudio se realizo en la Ciudad de Puebla, en el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Puebla.

e) Criterios de seleccidn

Criterios de inclusion:

- Cepas bacterianas que provinieron de muestras de pacientes que
presentaron infeccion del tracto urinario.

- Cepas que pertenecieron a la familia enterobacteriaceae

- Cepas que presentaron resistencia a cefotaxima y ceftazidima.

Criterios de exclusion:

- Cepas que pertenecieron a una familia distinta a la familia
enterobacteriaceae.
- Cepas bacterianas que presentaron sensibilidad a cefotaxima vy

ceftazidima.
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f) Recursos humanos

Director: M.C. Alejandro C. Ruiz Tagle

Asesor: D.C. Alma Lopez Garcia

Tesista: pQFB. Daniel Balbuena Mendoza

g) Recursos financieros

Proyecto de Cuerpo Académico Microbiologia 038
h) Disefio estadistico

Los resultados que se obtuvieron se analizaron mediante estadistica

descriptiva (graficas y tablas).
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8. Esquema general de trabajo
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9. Materiales y métodos

Se utilizaron los equipos necesarios, como vértex, autoclave e incubadora, para
la realizacion de este trabajo que pertenecen al Laboratorio de Microbiologia de

la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP.

En este estudio se trabajé con cepas de referencia: Escherichia coli ATCC
25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, sus caracteristicas se mencionan
en la tabla 3.

Para la realizacion de esta investigacion se trabajé con 43 cepas bacterianas
provenientes de una coleccion de cepas del Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP que fueron aisladas de pacientes
gue presentaron infeccidn del tracto urinario (ITU), registrando su edad y sexo.
El género y la especie de las cepas se ratificd por métodos microbiol6gicos

convencionales.

Tabla 3. Caracteristicas de cepas ATCC

Cepa ATCC Descripcion Condiciones de Notas Nivel de
crecimiento bioseguridad
- Designacion: FDA cepa Seattle
1946 ATCC 25922 es una
- Nombre depositado: Escherichia cepa de referencia
coli (Migula) Castellani y Chalmers para las pruebas de
- Propiedades antigénicas: serotipo | Medio: Agar o caldo | susceptibilidad a
06, biotipo 1 soya tripticasa antibiéticos.
- Cepa control de CLSI para
antimicrobianos Temperatura: 37°C | Los pases en caldos
E. coli ATCC | - Pruebas de susceptibilidad: pueden dar lugar a 1
25922 1) Control negativo para produccién | Atmdsfera: aerobia | cambios en los niveles
de toxina LT. de CMI, por lo que se
2) Pruebas de susceptibilidad de recomienda mantener
neomicina, colistina, cefalexina, en agar.
gentamicinas, tetraciclinas,

cloranfenicol, entre otros.

- Designacién: K6

- Nombre depositado: Klebsiella | Medio: Agar o caldo
pneumoniae (Schroeter) Trevisan nutritivo.

- Control positivo para produccion

de pB-lactamasa de espectro | Temperatura: 37°C

ATCC 700603 es una
cepa de referencia

K. para las pruebas de

neumoniae extendido. sensibilidad a 2
P - Produce B-lactamasa SHV18 Atmésfera: aerobia - )
ATCC 700603 X antimicrobianos.
- Cepa control de calidad CLSI para
pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana.
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9.1Determinacion del perfil de sensibilidad por el Método de Kirby-Bauer e

identificacion de BLEE por el método de disco combinado.

o

Se sembraron las cepas bacterianas en agar soya tripticasa

Se realiz6 una suspension de las colonias a 0.5 de la escala de
MacFarland en solucién salina isotonica (SSI).

Se sembrd en una placa de agar Mueller Hinton con un hisopo en 3
direcciones diferentes.

Se colocaron sensidiscos de antimicrobianos: cefalosporinas con/sin acido
clavulanico (CAZ, CAZ-CLA, CTX, CTX-CLA) con ayuda de un
dispensador de antibioticos

Se incubd a 37°C por 24 horas.

Se interpretaron los resultados con base a los criterios establecidos por el
CLSI.

Para confirmacion de cepas resistentes, se tomaron los criterios para
cefotaxima un didmetro de resistencia < 22mm, y para ceftazidima un
diametro de resistencia < 17mm.

Para la confirmacion de cepas productoras de BLEE se consideraron las
cefalosporinas combinadas con acido clavulanico con un didmetro mayor
o igual a 5 mm tomando como comparacion a las cefalosporinas sin acido
clavulanico. (diagrama de trabajo 1)
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Diagrama de trabajo 1: Determinacion del perfil de sensibilidad por el Método
de Kirby-Bauer e identificacion de BLEE por el método de disco combinado.

Suspension al 0.5 MacFarland
de la cepa a probar y sembrar
en agar Mueller Hinton

de género y especie

Cepas bacterianas ratificadas

Prueba de sensibilidad a

Y

Colocar los sensidiscos de
cefotaxima y ceftazidima

Analizar los resultados segtn
los criterios del CLSI

Fy

de Kirby-Bauer

antimicrobianos por el método

Y
Seleccidn de cepas
resistentes a los
antimicrobianos CTX y CAZ

Prueba del disco combinado

para confirmacion de cepas | ———

BLEE

Cepas BLEE listas para
determinar su CMI
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9.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por la

técnica de dilucion en placa.

a. Se prepararon placas a diferentes concentraciones de cefotaxima y
ceftazidima (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,128, 256 y 512 ug/mL) en cada placa
por separado, se incluyeron placas como controles carentes de
antibiotico. Este proceso se realiz6 por duplicado.

b. Se preparé suspension al 0.5 MacFarland de la cepa a probar e incluir las
cepas control ATCC como E. coli y K. pneumoniae.

c. Con un asa de mango rojo calibrada de 1 pL, se tomé una alicuota de 1
uL de la suspension y se sembr6 cada cuadro de placa, incluyendo las
placas control, por ultimo, se pusieron en incubacion por 24 horas a 37°C.

d. Pasado el tiempo de incubacién, se interpreto los resultados de las placas

segun los criterios del CLSI. (diagrama de trabajo 2).
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Diagrama de trabajo 2: Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
(CMI) por la técnica de dilucion en placa.
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cepa
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0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
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[ Analisis de resultados ]
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10.Resultados

10.1 Ratificacién de género y especie de las cepas

Se analizaron 43 cepas bacterianas que pertenecian a una coleccion del
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
provenientes de muestras de pacientes que presentaron sintomatologia de
infeccion en tracto urinario, recolectadas en el periodo de agosto-diciembre
2018. Los cultivos bacterianos se realizaron en medios de cultivo, como soya
tripticasa y Mac Conkey. En la tabla 4 se muestran las pruebas que se llevaron

a cabo para la ratificacion de género y especie mediante métodos

microbiolégicos convencionales y con ayuda de pruebas bioquimicas como TSI,
LIA, MIO, Citrato y Urea (figura 3).

A) E. coli B) K. pneumoniae C) Medio MacConkey

Figura 3. Pruebas bioquimicas para identificacion de A) E. coli y B) K.
pneumoniae; y C) Medio MacConkey con viraje color rosa caracteristico de
una cepa lactosa positiva.

Fuente: Resultados de laboratorio.
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Tabla 4. Pruebas bioquimicas para identificacion de Enterobacterias
Bacteria TSI LIA MIO Citrato Urea
Escherichia glucosa: + Descarboxilacion | movilidad: +
coli lactosa: + de la lisina: + indol: + - -
gas: + ornitina: +
H.S: -
Klebsiella glucosa: + Descarboxilacion | movilidad: -
pneumoniae lactosa: + de la lisina: + indol: - + +
gas: + ornitina; -
H,.S: -

Fuente: Resultados de laboratorio.

De las 43 cepas analizadas, el 95% (41/43) fueron Escherichia coliy el 5% (2/43)

Klebsiella pneumoniae (grafica 1). Las especies identificadas coincidieron con

las cepas control usadas en este trabajo, es decir, mostraron las mismas

caracteristicas para su ratificacion de género y especie.

Gréfica 1. Porcentaje de género y especie de las 43 cepas trabajadas.

K. pneumoniae
5%

E. coli

Fuente: Resultados de laboratorio.
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10.2 Prueba de sensibilidad a antimicrobianos

Una vez ratificado el género y especie de las 43 cepas de este estudio, se les
realiz6 el perfil de sensibilidad mediante la técnica de Kirby-Bauer (figura 4).

Se determind que las 43 cepas presentaron resistencia a CTX y CAZ, lo cual
concordoé con la cepa control ATCC K. pneumoniae, que es una cepa resistente
a los antimicrobianos probados, los resultados fueron basados en los criterios de

sensibilidad establecidos por el CLSI (tabla 5).

Tabla 5. Antimicrobianos probados en los antibiogramas para
Enterobacterias segun los criterios del CLSI.
Agente Concentracién Halos de inhibicién (mm)
antimicrobiano (M) S I
Cefotaxima
> - <
(CTX) 30 =26 23-25 <22
Ceftazidima
> - <
(CAZ) 30 =21 18-20 <17

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente.

Figura 4. Placa Mueller Hinton que muestra el patrén de resistencia a CTX y
CAZ de una cepa responsable de ITU. Método de Kirby-Bauer (antibiograma).
Fuente: Resultados de laboratorio.
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10.3 Confirmacion de cepas productoras de BLEE

A las 43 cepas que presentaron resistencia para CTX y CAZ, se les realiz6 la
determinacion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante el

método del disco combinado.

En el estudio las 43 cepas presentaron produccién de BLEE y correspondieron
con los resultados basados en los controles usados. Segun los criterios del CLSI,
las cepas probadas presentaron un halo de inhibicién = a 5mm CTX-CLA y CAZ-
CLA respecto a CTX y CAZ (figura 5). Los diametros de las cepas probadas con

los antimicrobianos combinados se aprecian en la tabla 1 de anexos.

Figura 5. Medio Mueller Hinton con una cepa productora de BLEE; se aprecia
diferencia de diametro de halos de inhibicion entre los antimicrobianos CTX
con respecto a CTX-CLA y CAZ con respecto a CAZ-CLA.

Fuente: Resultados de laboratorio.
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10.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por la
técnica de dilucion en placa de cefotaxima (CTX) y ceftazidima (CAZ).

A las 43 cepas que presentaron produccion de BLEE se les determind por
duplicado la CMI por la técnica de dilucion en placa a diferentes concentraciones
de CTX y CAZ, obteniendo los resultados que se muestran en la figura 6.

Figura 6. Crecimiento de cepas de estudio en placas de Mueller Hinton con
diferentes concentraciones de CTX.
Fuente: Resultados de laboratorio.

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 6, las 43 cepas bacterianas
probadas con el antimicrobiano CTX a diferentes concentraciones, el 100% de
las cepas mostraron resistencia, con una CMI > 30 ug/mL para el antimicrobiano
CTX, en donde 41 de éstas fueron cepas de E. coliy 2 fueron de K. pneumoniae.
Ademas, cabe mencionar que se obtuvieron 26 cepas (marcadas en rojo) que
presentaron una resistencia elevada, llegando a un valor de CMI de 1024 pg/mL.

En estos resultados fueron utilizados las cepas control.
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de CTX en cepas responsables de ITU y bacteria identificada.

Cepa CMI (ug/mL) R/S Bacteria Identificada
21 512 R E. coli
26 256 R E. coli
33-s 1024 R E. coli
34 256 R E. coli
18 1024 R K. pneumoniae
13 512 R E. coli
53 1024 R E. coli
46 1024 R E. coli
51 1024 R E. coli
45 512 R E. coli
40 512 R E. coli
39 1024 R E. coli
75 1024 R E. coli
12 512 R E. coli
70 1024 R E. coli
69 1024 R E. coli
65 256 R E. coli
57 1024 R E. coli
92 1024 R E. coli
33-D 512 R E. coli
95 1024 R E. coli
91 1024 R E. coli
94 1024 R E. coli
102 1024 R E. coli
99 1024 R E. coli
109 1024 R E. coli
110 512 R E. coli
100 1024 R E. coli
97 1024 R E. coli
93 256 R K. pneumoniae
101 1024 R E. coli
104 512 R E. coli
107 1024 R E. coli
105 512 R E. coli
79 1024 R E. coli
09 512 R E. coli
56 1024 R E. coli
38 512 R E. coli
108 1024 R E. coli
96 256 R E. coli
246 1024 R E. coli
204 1024 R E. coli
84 512 R E. coli

R: Resistente. S: Sensible. CTX: Cefotaxima
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Para el antimicrobiano de ceftazidima (CAZ) se realizé el mismo procedimiento,
es decir, se inocularon las 43 cepas en agar Mueller Hinton a diferentes

concentraciones del antimicrobiano para determinar la CMI, obteniendo

resultados como se muestran en la figura 7.

\ ]

Figura 7. Muestra el crecimiento de las 43 cepas en placas de Mueller Hinton
a diferentes concentraciones de CAZ.
Fuente: Resultados de laboratorio.

En la tabla 7, se muestra que las 43 cepas bacterianas probadas con el
antimicrobiano a diferentes concentraciones de CAZ, el 81.3% (35/43 cepas)
presentaron resistencia, es decir, CMI = 30 pg/mL, dentro de estas cepas
resistentes 34 fueron E. coli y 1 fue K. pneumoniae. Ademas, hubo 4 cepas
(marcadas en rojo) que mostraron resistencia elevada, es decir, llegando a un
valor de CMI de 1024 pg/mL. En cambio, el 18.6% (8 cepas) mostraron
sensibilidad, CMI < 30 pg/mL, de las cuales estan indicadas en color azul. En la
grafica 3 se muestran los diferentes porcentajes que presentaron las 43 cepas
frente a los B-lactdmicos. En la tabla 8 indica la comparativa de ambos [3-
lactdmicos (CTX y CAZ) con sus diferentes CMI frente a las 43 cepas. Como en

el estudio anterior, se incluyeron las cepas control.
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Tabla 7. Concentraciéon minima inhibitoria promedio (CMI) de CAZ en cepas responsables de ITU y bacteria identificada.

Cepa CMI (ng/mL) R/S Bacteria Identificada
21 64 R E. coli
26 8 S E. coli

33-s 64 R E. coli
34 64 R E. coli
18 16 S K. pneumoniae
13 256 R E. coli
53 32 R E. coli
46 1024 R E. coli
51 256 R E. coli
45 16 S E. coli
40 32 R E. coli
39 1024 R E. coli
75 64 R E. coli
12 16 S E. coli
70 64 R E. coli
69 128 R E. coli
65 512 R E. coli
57 128 R E. coli
92 1024 R E. coli

33-D 32 R E. coli
95 32 R E. coli
91 64 R E. coli
94 32 R E. coli
102 8 S E. coli
99 64 R E. coli
109 16 S E. coli
110 64 R E. coli
100 128 R E. coli
97 128 R E. coli
93 64 R K. pneumoniae
101 64 R E. coli
104 128 R E. coli
107 64 R E. coli
105 32 R E. coli
79 1024 R E. coli
09 128 R E. coli
56 256 R E. coli
38 16 S E. coli
108 256 R E. coli
96 16 S E. coli
246 128 R E. coli
204 64 R E. coli
84 64 R E. coli

R: Resistente. S: Sensible. CAZ: Ceftazidima
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Sensibles 18.6 %

Resistentes 81.3 %

Grafica 3. Muestra el porcentaje de cepas que presentaron resistencia para CAZ,
CMI =230 pg/mL (81.3%) y sensibles, CMI <30 pg/mL (18.6%).
Fuente: Resultados de laboratorio.

Con los datos recabados de las 43 cepas trabajadas con procedencia de
pacientes con ITU como edad y sexo, en la grafica 4 se aprecia que la poblacién
de mujeres presentd un porcentaje mayor de ITU, variando la edad, pero
recayendo entre los 50 y 54 afios. En cambio, para los hombres la edad en que

se manifestaron con ITU fue entre los 60 y 64 afios.

Tabla 8. Numero de cepas (n=43) a diferentes CMI (pg/mL)

Numero de cepas CMI CTX Numero de cepas CMI CAZ
0 1 0 1
0 2 0 2
0 4 0 4
0 8 2 8
0 16 6 16
0 32 6 32
0 64 13 64
0 128 7 128
5 256 4 256
13 512 1 512
25 1024 4 1024
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Poblacion de pacientes con ITU
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Grafica 4. Muestra el numero de poblacion de hombres y mujeres a diferentes
edades que presentaron ITU.
Fuente: Resultados de laboratorio
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11.Discusién

11.1 Ratificacién de género y especie de las cepas

En este estudio se determin6 que el patdgeno mas aislado fue Escherichia coli,
microorganismo que pertenece a la microbiota intestinal del organismo humano.
Este patdgeno tiene la capacidad de contaminar del recto a la uretra, llegando a
diseminar a vejiga e iniciar una infeccion al momento de excrecion, afectando
mas éste patdgeno a las mujeres. El segundo patdgeno que se identifico en un
porcentaje menor fue Klebsiella pneumoniae; cabe mencionar que estos
patdgenos pertenecen a la familia enterobacteriaceae. Estos resultados
coinciden con los presentados por Paramo-Rivas y col., quienes en el afio 2015
realizaron en México un estudio con urocultivos de pacientes hospitalizados
donde obtuvieron que el principal patdgeno aislado fue Escherichia coli, seguido
de Klebsiella pneumoniae. Varios estudios en el mundo, por mencionar uno
como el de Orrego-Marin y col., en Colombia en el afio 2014, han demostrado

gue E. coli es el microorganismo aislado con mayor frecuencia en una ITU.

11.2 Perfil de sensibilidad

Analizando los resultados obtenidos en la prueba de sensibilidad antimicrobiana
realizado a las cepas de estudio mediante la técnica de Kirby-Bauer
(antibiograma), las 43 cepas bacterianas presentaron 100 % de resistencia al -
lactdmico CTX, éste es un antibidtico que presenta en su estructura al grupo
amino-tiazoil, que se ha demostrado que aumenta su actividad microbiana sobre
las PBPs (penicilin binding proteins) y el radical metoxi-imino situado en el
carbono a de la estructura de las cefalosporinas y dan mayor estabilidad frente
a la hidrdlisis de B-lactamasas. (Mella M., et al., 2001). Las cepas bacterianas
han logrado evadir la actividad antimicrobiana de estas estructuras presentes en
las cefalosporinas, dando un ejemplo de la resistencia presentada en las cepas
de este estudio. Los estudios de sensibilidad antimicrobiana y BLEE son escasos
en México, pero Paramo-Rivas y col., realizaron un estudio en la ciudad de
México en 2015, obteniendo que el 88.9 % de las cepas de E. coli eran
resistentes a cefotaxima lo cual se pudo demostrar también en este trabajo con

el alto porcentaje de resistencia a CTX presentado por las cepas de estudio.
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Por otro lado, el 81.3% de cepas presentaron resistencia a CAZ, cefalosporina
de tercera generacion que se ha reportado que ésta cefalosporina tiene una
mejor actividad frente a Pseudomonas aeruginosa (Mella M., et al., 2001),
considerara ésta bacteria con alta resistencia frente a los antibiéticos, CAZ tiene
la capacidad de mejor actividad frente a esta bacteria (antipseudomonas) y ha
demostrado mejor respuesta clinica en ITU (Duran , 2018) lo que coincide con
los resultados de este trabajo en donde también se observé ligeramente una
resistencia menor para CAZ que para CTX. Alcantar-Curiel y col., realizaron un
trabajo en el Hospital General Naval de Alta Especialidad, hospital de tercer nivel
en México en 2015, en donde obtuvieron una resistencia del 72.8% en E. coli
frente a CAZ similar a los resultados obtenidos en este estudio. Cabe mencionar
que en este estudio también se obtuvo una resistencia a CTX del 100% en E.

coli, lo que coincide con este trabajo.

11.3 Confirmacion de cepas productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE)
Las BLEE constituyen un factor muy importante en la resistencia bacteriana a
nivel mundial en miembros de la familia Enterobacteriaceae. En el presente
trabajo las 43 cepas probadas presentaron resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion, CTX y CAZ, que fueron trabajadas tomando en cuenta los
puntos de corte que sefiala el CLSI para la deteccién fenotipica de las enzimas.
Se pudo confirmar que las 43 cepas resultaron fenotipicamente positivas a la
produccion de BLEES, es decir, se apreci6 la diferencia en el halo de inhibicién
(>5mm) en los antimicrobianos combinados con el acido clavulanico, actuando
este sobre las enzimas BLEE, inactivando su actividad debido a la union del sitio
activo en la enzima y asi pueden actuar los antimicrobianos, indicando la

presencia de enzimas BLEE.

Retomando los estudios realizados en México por Paramo-Rivas y col., en 2015
reportaron el 38.3 % y Alcantar-Curiel y col., en el mismo afio, el 31 % de cepas
productoras de BLEE, siendo E. coli el principal microorganismo productor de B-

lactamasas que coincide con los resultados aqui descritos.

Como se pudo observar en los resultados, el perfil de sensibilidad antimicrobiana

muestra una resistencia mayor a CTX que a CAZ, sugiriendo con ello la posible
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produccion de BLEE con actividad mayoritaria de accion cefotaximasa y menor

accion ceftazimasa.

11.4 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La preocupacion de la resistencia bacteriana ha aumentado en los tltimos afios,
tal es el caso de este trabajo en donde se muestra que las 43 cepas probadas

presentaron una resistencia del 100% para CTX 'y 81.3% para CAZ.

De acuerdo con los resultados de las CMI se puede ver que las 43 cepas
presentaron una resistencia del 100% frente a la cefalosporina de tercera
generacion CTX, es decir, superando los 30 pg/mL segun los criterios del CLSI,
demostrando también que hubo cepas (25/43) capaces de hidrolizar a CTX por
encima del valor de CMI de 512 pug/mL. En cambio, para la cefalosporina CAZ,
sélo 35 cepas presentaron resistencia, por encima del valor de CMI de 30 pg/mL,
donde también hubo cepas con elevada capacidad hidrolitica (4/43) que
presentaron crecimiento hasta un valor de CMI de 512 pug/mL. Sugiriendo que la
BLEE tipo CTX-M es responsable de la resistencia, ya que es un genotipo que
mas abunda en la familia enterobacteriaceae, este genotipo tiene como sustrato

preferente a CTX y CAZ inactivando con ello la actividad antimicrobiana.

No existe suficiente informacion de la CMI frente a los B-lactamicos, pero en un
estudio realizado por Grover y col., en 2006 en la India, demostr6 una alta
resistencia a CTX con una CMI de 256 pg/mL y CAZ con una CMI de 256 pg/mL
en cepas de K. pneumoniae. Para el afio 2012, Martin-Pozo y col., en un hospital
de Espafia, demostraron que E. coli presenté frente a CTX una CMI > 8 pg/mL y
para CAZ una CMI > 16 pg/mL, y K. pneumoniae presentd los mismos valores
de CMI. En México hay pocos estudios, pero en 2015 Alcantar-Curiel y col.,
obtuvieron cepas de E. coli con una CMI > 138 ug/mL frente a CTX y una CMI >
126 pg/mL para CAZ. Para el 2017, Alyamani y col., en un hospital de Arabia
Saudita obtuvieron cepas resistentes de E. coli con CMI de 512 pg/mL frente a
CTX y CMI de 512 pg/mL frente a CAZ. También haciendo mencion que
Alyamani y col., obtuvieron cepas con elevada resistencia, llegando a los 1024
png/mL y superando dicha concentracion. Todos estos estudios coinciden con los
resultados obtenidos en este trabajo.
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Una explicacion de estos resultados es la elevada productividad y actividad
enzimatica BLEE que tienen las cepas ante la presencia de antimicrobianos -
lactamicos y en combinacién con inhibidores, por su elevada capacidad de
hidrolizar el anillo B-lactamico e inactivar su actividad antimicrobiana. Se
consideran a las enzimas BLEE tipo CTX y TEM como responsables de la
capacidad hidrolitica, ya que son las enzimas con gran relevancia epidemiolégica
debido a su dispersion intra y extrahospitalaria, aisladas en casi todas las

enterobacterias, en particular en E. coli y K. pneumoniae. (Warjri, et al., 2015)

En este trabajo se demostré que las 43 cepas de estudio presentaron la misma
expresion de BLEEs para ambas cefalosporinas, indicandonos que hay cepas
capaces de inactivar a estos antimicrobianos; asi como lo demostré Casabonne
C. y col.,, en Argentina en 2012 quienes reportaron un alto porcentaje de [-

lactamasas en coexistencia en las cepas estudiadas.
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12.Conclusién

» Se evaluaron dos B-lactamicos en 43 cepas bacterianas, de las cuales el
100% (43/43) presentaron resistencia para cefotaxima (CTX) y el 81.3%
(35/43) presentaron resistencia para ceftazidima (CAZ).

e Se demostré la presencia de BLEE en las 43 cepas bacterianas trabajadas.
41 de 43 cepas productoras de BLEE fueron E. coli y 2 de 43 fueron K.
pneumoniae.

e Las 43 cepas bacterianas estudiadas mostraron resistencia a CTX, 5 de 43
cepas presentaron una CMI arriba de 128 pug/mL para este B-lactamico,
mientras que 25 de 43 cepas su CMI fue arriba de 512 pg/mL.

e Parael B-lactamico CAZ, 35 de 43 cepas presentaron resistencia. 6 de estas
35 cepas presentaron una CMI arriba de 30 pg/mL, mientras que 4 de las

35 cepas resistentes mostraron una CMI arriba de 512 pg/mL.

La administracion indiscriminada de antimicrobianos, la falta de informacién de
un antibiético o la combinacion con otros medicamentos ha llevado a la
generacion de cepas bacterianas resistentes, en este caso responsables de
ITU, mostrando una alta resistencia a B-lactamicos usados en el tratamiento
empirico, manifestandose por los altos valores de CMI obtenidos en este

trabajo.

E. coli continta siendo el uropatdégeno mas frecuente como responsable de una
ITU, seguido de K. pneumoniae; mostrando que son los microorganismos que
van adaptandose a los antimicrobianos utilizados, mediante la adquisicion de

un mecanismo de resistencia, como la produccion de BLEE.
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13.Perspectivas

Mediante el uso de métodos moleculares conocer los mecanismos de
transferencia genética en estas cepas que hacen de ellas bacterias
multirresistentes, ya que en este estudio mostraron una elevada actividad
frente a los antimicrobianos.

Identificar los diferentes tipos y variedades de BLEES presentes en las
cepas de estudio.

Se debe insistir en tomar medidas para lograr una reduccion de estos
uropatégenos tanto en la comunidad como en hospital, asi como
complementarse con mejoras en el manejo higiénico y terapéutico de los

pacientes que padezcan infecciones bacterianas.
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15.Anexo

Tabla 1. Dinametros (@) de halos de inhibicion en mm de los antimicrobianos y confirmacion de BLEE

Cepa ¢ CTX @ CTX-CLA ¢ CAZ ¢ CAZ-CLA BLEE
21 10 29 17 28 S|
26 13 30 20 28 S|

33-s 8 30 18 31 S|
34 8 28 16 28 S|
18 0 28 20 27 S|
13 0 27 12 26 S|
53 8 28 6 28 S|
46 0 0 0 9 S|
51 0 23 9 23 S|
45 0 30 20 30 S|
40 12 33 26 35 S|
39 0 19 0 22 S|
75 9 30 18 30 S|
12 12 31 22 31 S|
70 0 28 17 30 S|
69 0 28 15 28 S|
65 10 28 15 28 S|
57 0 25 13 25 S|
92 0 21 0 22 S|

33-D 0 27 17 25 S|
95 0 28 14 30 S|
91 0 25 15 25 S|
94 0 28 19 28 S|
102 0 30 22 32 S|
99 0 25 13 25 S|
109 0 29 18 30 S|
110 0 27 16 28 S|
100 0 25 13 25 S|
97 8 27 15 25 S|
93 10 28 15 25 S|
101 0 25 14 25 S|
104 0 25 12 25 N
107 0 26 17 26 S|
105 0 27 18 26 N
79 0 17 0 20 S|
09 0 25 8 28 N
56 0 12 9 12 N
38 0 30 20 30 S|
108 0 21 10 22 N
96 0 28 18 28 S|
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53

246 28 20 30 S|

204 25 14 24 S|

84 29 20 28 S|
CAZ: ceftazidima. CTX: cefotaxima. CLA: acido clavulanico. g: diametro




