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CLslI Clinical & Laboratory Standards Institute
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CNRAM-INSPI Centro de referencia nacional de resistencia
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CRO Ceftriaxona

CYP Citocromo P450

CYP1A2 Citocromo P450 1A2

CYP3A4 Citocromo P450 3A4

Ccz Cefazolina

D Acido aspartico

E Acido glutamico

E. coli Escherichia coli

ECUP E.coli uropatégena

EMO Elemental y microscépico de orina
EPA Efecto postantibiético

ETP Ertapenem

FEP Cefepime

FOS Fosfomicina
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FOX Cefoxitina

FQ Fluoroquinolonas

G Glicina

GABA Acido y-aminobutirico
GN Gentamicina

gyrAy gyrB  Genes que codifican topoisomerasa |l

IMP Imipenem

INEC Instituto Nacional de Estadistica y Censos. Ecuador
ITU Infeccién del tracto Urinario

L Leucina

LEV Levofloxacina

Lk Propiedad topolégica de las moléculas
MDR Moderadamente resistente

MRSA S. aureus resistente a meticilina
MR/VP Metilo/Voges Proskauer

MSSA S. aureus sensible a meticilina

N Aspargina



NA Acido Nalidixico

NIT Nitrofurantoina

OAT Transporte organico de Aniones

OoCT Transporte organico de Cationes
OmpA Proteina de membrana externa A
OmpC Proteina de membrana externa C
OmpD Proteina de membrana externa D
OmpF Proteina de membrana externa F

OMS Organizacién mundial de la salud

OPS Organizacién panamericana de la salud

parCy parE Genes que codifican topoisomerasa IV

pb pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDR Panresistente

Qnr Gen plasmidico de resistencia a quinolonas

RAM Resistencia antimicrobiana

RDRQ Regidén determinante de resistencia a las quinolonas



ReLAVRA Red Latinoamericana de Vigilancia de Resistencia a los

Antimicrobianos

RIM Razon internacional normatizada

RND Resistencia-nodulacién-division

RQMP Resistencia a quinolonas mediadas por plasmidos
S Serina

SAM Ampicilina/sulbactam

SIM Sulfuro indol para motilidad

SNC Sistema nervioso central

SOS Sistema de reparacion de emergencia del ADN
SXT Trimetoprim/sulfametoxazol

TOB Tobramicina

TZP Piperacilina/tazobactam

tue Vida media de eliminacion

UCl Unidad de cuidados intensivos

UFC Unidades formadoras de colonias

\% Valina

XDR Extremadamente resistente
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INTRODUCCION




Evaluacion de Mecanismos Moleculares de
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas
de E. coli Uropatogenas en Poblacion
Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guaméan Gualpa

1. INTRODUCCION

Introduccion

La Organizacibn Panamericana de la Salud, que actla como

Oficina Regional de la OMS para América Latina y el resto del mundo,

coordina la recopilacion de datos sobre la resistencia a los antimicrobianos

en los hospitales y laboratorios de referencia de los paises integrantes. En

2014, este organismo publico un informe que muestra una elevada

resistencia a fluoroquinolonas en E. coli en todas las regiones del mundo

(Tabla 1) (OMS, 2014).

Tabla 1. Escherichia coli: Tasas de resistencia a fluoroquinolonas en

varias regiones del mundo

Modificada de OMS 2014

Region (numero de paises
que son parte de lared)

Rango de proporcion
de resistencia (%)

Rango de proporcién
de resistencia en
muestras invasivas*

Regién de América Latina 8-58 % n/d
(n=16 paises)
Region de Africa 14-71 % 34-53 %
(n=14 paises)
Region de Europa 8-48 % 8-47 %
(n=35 paises)
Region del Pacifico Occidental 3-96 % 7%

(n=16 paises)

*: Infecciones de torrente sanguineo y meningitis principalmente; n/d: no definido

En este informe, la OMS reporta un rango de resistencia del 8 al

58% a fluoroquinolonas en cepas de E. coli, en 16 paises que conforman la




Evaluacion de Mecanismos Moleculares de Introduccién
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas

de E. coli Uropatogenas en Poblacion

Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guaméan Gualpa

Red Latinoamericana de Vigilancia de Resistencia a los Antimicrobianos

(Red ReLAVRA) (OMS, 2014).

1.1. Situacion actual de la resistencia

antimicrobiana

En 2017 la Organizacion Mundial de la Salud lanzé un informe del
Sistema Mundial de Vigilancia de Resistencia a los Antimicrobianos GLobal
Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS report) donde se
reportaron altos niveles de resistencia antimicrobiana en los diferentes
paises del mundo, y las acciones a implementar para evitar el incremento

de este problema de salud publica (OMS, 2017).

En Ecuador los reportes de resistencia antimicrobiana realizados
por el Centro de Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana del
Instituto Nacional de Investigaciéon en Salud Publica (CRNRAM-INSPI),
mostraron niveles de resistencia a fluoroquinolonas superiores al 40% en
cepas de E. coli aisladas de ITU comunitarias y mayor al 50% en cepas

hospitalarias (CRNRAM-INSPI, 2018).

1.2. Uso de antimicrobianos en veterinaria

Uno de los principales usos de antimicrobianos se da en veterinaria,
donde estos farmacos son empleados como suplemento alimenticio para
engorde. El uso de estos farmacos se ve reflejado con el aumento de

resistencia antimicrobiana y la presencia de estos farmacos en residuos
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(Gouvéa at al., 2015). La OMS, en su informe de resistencia antimicrobiana
de 2014, pone de manifiesto que el uso de estos farmacos en veterinaria
esta relacionado con el desarrollo de resistencia por la presion selectiva
que supone (OMS, 2014). De igual manera, el dltimo reporte de la OMS del
sistema GLASS report pone las directrices necesarias para el control en el

uso de antimicrobianos en veterinaria (OMS, 2017).

En Ecuador, el uso de antimicrobianos en el campo agricola ha
reportado altos niveles de resistencia a varios antibioticos de uso clinico,
entre las que se destaca un 30% de resistencia a ciprofloxacino en
muestras obtenidas de los excrementos de aves de corral (Braykov et al.,

2016).

1.3. E. coli

E. coli es parte de la flora normal del intestino en seres humanos y

animales. Sin embargo, es:

e La causa mas frecuente de infecciones del tracto urinario altas y
bajas adquiridas en la comunidad y en el hospital;

e La causa mas frecuente de bacteremia en todas las edades;

e Causa de infecciones intraabdominales como peritonitis,
infecciones de piel y de tejidos blandos junto con otros
microorganismos;

e Una causa de meningitis en neonatos;
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e Uno de los principales agentes causantes de las infecciones

transmitidas por alimentos a nivel mundial (OMS, 2014)

Esta bacteria presenta resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion, la cual es debida principalmente a enzimas conocidas como
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales hidrolizan estos
antibiéticos. Un problema con estas enzimas es su facilidad para
transmitirse entre bacterias e incluso entre especies bacterianas por medio
de elementos genéticos méviles (pladsmidos). E. coli productora de BLEE
generalmente se presenta con perfil de multirresistencia, de modo que la
opcion de tratamiento en infecciones por estos microorganismos son
frecuentemente los carbapenémicos. El incremento del uso de esta familia
de antimicrobianos ha dado lugar a una nueva amenaza emergente, como
es la resistencia a carbapenémicos en enterobacterias mediada por la
produccion de carbapenemasas, que confieren resistencia a practicamente
todos los beta-lactdmicos disponibles y que, al igual que las BLEE, pueden

ser transferibles por plasmidos. (OMS, 2014).

Las guias internacionales, como la de la Asociacibn Americana de
Urologia, recomiendan el uso de trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) en
Infecciones de Tracto Urinario (ITU) no complicadas. Sin embargo, SXT no
debe utilizarse como antibiotico de primera eleccién en poblaciones que
presenten una tasa de resistencia superior al 20% en E. coli, por lo que se

hace necesario conocer las tasas de resistencia a antimicrobianos para la
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implementacién de tratamientos empiricos eficaces (Grabe et al., 2010). En
Quito-Ecuador, segun datos del afio 2016 generados por el CRNRAM-
INSPI, la resistencia a SXT en E. coli fue superior al 60% en aislados

comunitarios y hospitalarios.

Para Quito, el antibidtico de primera eleccién en infecciones
urinarias no complicadas es nitrofurantoina, por su efectividad, bajo costo y
seguridad. Segun datos del hospital Voz Andes (Quito), la resistencia de E.
coli a nitrofurantoina es de 6% (Zurita, 2017). En Ecuador disponemos
actualmente de nitrofurantoina en macrocristales de liberacion retardada
(Uvamin retard o Nyfuryl). En su presentacién de liberacion retardada la
dosis es 100 mg por via oral cada 12 horas. El costo promedio en el
mercado de cada captula es de 24 centavos de ddlar por lo que el costo
del tratamiento oscila entre 2,4 y 3,36 délares (datos actualizados al 2020).
Nitrofurantoina ademas puede considerarse como el antibiotico de eleccion
durante el embarazo (clase B) y lactancia, ya que la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion en Quito supera el 30% (CRNRAM-
INSPI, 2018); aun asi, hay que tener en cuenta que el uso de
nitrofurantoina esta contraindicado en personas con insuficiencia renal

(Grabe et al., 2010).

No se justifica el uso de aminoglucésidos (amikacina, gentamicina)
como antibiéticos de primera linea porque conllevan el riesgo de nefro y

ototoxicidad, ademas de requerir administracion parenteral (Grabe et al.,
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2010). Otros antibidticos mas costosos como las quinolonas, cefuroxima o
fosfomicina deben reservarse para los casos complicados o si el urocultivo
justifica su uso (Grabe et al., 2010). El abuso en la prescripcion de
fluoroquinolonas como ciprofloxacino o norfloxacino para el tratamiento de
ITU no complicadas se traduce en un aumento de las tasas de resistencia,
ya que, en Quito en el afio 2016, las cepas de E. coli aisladas de pacientes
hospitalizados y comunitarios presentaron mas del 50% de resistencia a

ciprofloxacino (CRNRAN-INSPI, 2016).

Entre las terapias no farmacoldgicas, se recomienda el consumo
regular de jugo de arandano para la profilaxis de ITU recurrentes,
especialmente en adultos mayores. La evidencia es insuficiente para
recomendar su uso en el tratamiento de ITU y ademas se ha reportado un
aumento de alteraciones gastrointestinales como diarrea. No existe
evidencia suficiente para recomendar el aumento de la ingesta de liquidos.

(Jepson et al., 2003).

1.4. Condicion SocioeconOmica y de Salud de las

poblaciones estudiadas

Las comunidades estudiadas pertenecen a la poblacién nativa
amerindia Kichwa, vulnerable por los altos niveles de pobreza que segun
datos de INEC 2011 (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos del

Ecuador) son: Comunidad de Guamote: 95,5%, Comunidad Colta: 93,3% y



Evaluacion de Mecanismos Moleculares de Introduccién
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas

de E. coli Uropatogenas en Poblacion

Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guaméan Gualpa

en la Comunidad de Zumbahua: 98,1%; mientras que el nivel de
analfabetismo en las mismas comunidades es del 21,7%, 29,02% y 40,6%

respectivamente.

Se destaca la comunidad de Zumbahua, donde el 98,8% de la
poblacion se autoidentific6 como indigena, con un 50.66 % de
analfabetismo en la poblacion femenina y 17,04% de embarazo

adolescente.

No se disponen de indicadores de salud ni sanitarios en la

poblacion estudiada.
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2. OBJETIVOS

El manejo clinico de las ITU no complicadas se basa generalmente
en la implementacion de tratamiento empirico, el cual se sustenta en el
conocimiento de las tasas de resistencia antimicrobiana local. En Ecuador,
son muy escasos los estudios y reportes de resistencia antibiética en
zonas rurales, ya que los centros de salud de estas zonas no cuentan con
laboratorios de bacteriologia. En estas circunstancias, no se pueden
conocer los niveles de resistencia antimicrobiana en las zonas rurales del
Ecuador, para recomendar un tratamiento empirico eficaz. Con los
resultados de este estudio se puede prevenir la propagacion de
microorganismos multirresistentes y mantener bajas tasas de resistencia,
por medio de la implementacibn de protocolos de uso racional de

antimicrobianos.

En los dltimos afios han aumentado los reportes de resistencia a
fluoroquinolonas, que son uno de los antibiéticos mas usados en el
tratamiento de ITU, por lo que objetivo principal de este estudio ha sido
identificar la prevalencia y los mecanismos moleculares de resistencia a
fluoroquinolonas en cepas de E. coli uropatégenas aisladas de poblacion

nativa amerindia Kichwa del Ecuador.

Para lograr este objetivo principal, se propuso identificar el agente
etiolégico de ITU en las poblaciones investigadas, asi como también

determinar los perfiles de sensibilidad antimicrobiana en los aislados
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identificados como E. coli. Una vez obtenidos los perfiles de sensibilidad
antimicrobiana se plantea investigar las mutaciones en las Regiones
Determinantes de Resistencia a Quinolonas (RDRQ) de los genes gyrA,
gyrB, parC y parE de las cepas de E. coli que presenten cualquier fenotipo
de resistencia a fluoroquinolonas. Con los resultados obtenidos se
pretende comparar la resistencia encontrada en las poblaciones

estudiadas con la de los reportes de poblaciones rurales de Latinoamérica.

11
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. E.coliuropatdogena

E. coli es uno de los microorganismos comensales mas abundantes
del tracto gastrointestinal de los seres humanos, asi como una de las
causas mas frecuentes de varias infecciones, incluyendo enteritis,
infecciones del tracto urinario, septicemia y otras infecciones, tales como

meningitis neonatal (Korona-Glowniak et al., 2016).

E. coli es la causa mas frecuente de ITU, y contribuye a casi el 90%
de las infecciones primarias en mujeres jovenes. La infeccion del sistema
urinario puede ocasionar septicemia. La mayor parte de las ITU en
pacientes sanos son causadas por un pequefioc numero de tipos
antigénicos O, que han elaborado especificamente factores de virulencia
que facilitan la colonizacién y las infecciones clinicas subsecuentes. Estos
microorganismos se designan como E. coli uropatégena (ECUP) (Ferjani,

2011).

Las ITU son una de las infecciones bacterianas mas comunes y
ECUP es el agente etiolégico en el 75% a 95% de las ITU en individuos
previamente sanos. Basandose en la presencia o ausencia de anomalias
anatémicas y la historia reciente de manipulacién del tracto urinario, las
ITU se dividen en casos complicados o no complicados (Millan et al.,

2014).
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El criterio de ITU desde el punto de vista microbioldgico se
considera significativo por la presencia de 10° UFC/ml, si bien en la
actualidad los criterios de diagndstico se han modificado segun las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica. Estos nuevos criterios de diagnéstico incluyen tener
en cuenta la edad, sexo del paciente, la técnica de recogida y el
microorganismo identificado. Por ejemplo, un recuento de 10?2 UFC/ml
puede ser considerado significativo cuando hay presencia de sintomas de
ITU. En varones, un recuento de 102 UFC/ml se considera significativo y en
caso de muestras tomadas a través de catéteres se consideran
significativos los recuentos de 10? a 10* UFC/ml. También en los casos de
toma de muestra de orina por puncion suprapubica, cualquier recuento se

debe considerar como significativo (Cueto, 2013).

3.1.1. Resistencia antimicrobiana en E. coli

La resistencia antimicrobiana es un problema emergente a nivel
mundial presente en diversas bacterias, en especial en E. coli, miembro
predominante de la flora intestinal normal aerdbica, que tiene altos
porcentajes de resistencia a quinolonas (acido nalidixico), y
fluoroquinolonas (ciprofloxacino), lo que supone grandes complicaciones

en el tratamiento antibidtico cuando este es requerido (Ferjani et al., 2014).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos hace que su

tratamiento sea mas complicado y dificil, lo cual se presenta cada vez con
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mayor frecuencia convirtiéndose en una crisis de salud a nivel mundial.
Esta resistencia a los antimicrobianos esta codificada por muy diversos
genes, que eventualmente pueden transferirse de una bacteria a otra (Blair

et al., 2014).

La evolucion dentro de los clones y la transferencia horizontal de
genes entre ellos conducen posteriormente a la diversificacion, de modo
gue los organismos de origen clonal no siempre pueden ser facilmente
discernibles, y la expansion clonal podria ser dificil de distinguir de la

convergencia evolutiva (Blair et al., 2014).

Entre los factores que producen un aumento de ITU estan las
infecciones intestinales, por su cercania sobre todo con el aparato
genitourinario femenino. Estas infecciones intestinales se dan por la falta
de saneamiento, la higiene, la seguridad alimentaria y el acceso al agua
potable. La falta de esta infraestructura basica contribuye a la endemicidad
en entornos con pocos recursos y amplifica la prevalencia de cepas
resistentes en los seres humanos, asi como en animales y los reservorios
ambientales. Las oportunidades para que las bacterias se trasladen de un
individuo colonizado a otro mejoran la difusion de los clones resistentes.
En Africa, las ciudades atestadas y un numero significativo de personas
inmunocomprometidas son factores potenciales que podrian aumentar la

difusién de los clones (Chattaway et al., 2016).
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Las bacterias pueden tener una resistencia intrinseca a ciertos
antimicrobianos, adquirir esta resistencia a los antibiéticos a través de
mutaciones en genes cromosOmicos, o adquirirla por transferencia de
material genético de un organismo donador a un receptor no descendiente

(transferencia de genes horizontal) (Blair et al., 2014).

En el caso de las fluoroquinolonas, la resistencia se debe
fundamentalmente a la aparicibn de mutaciones en localizaciones
especificas dentro de areas denominadas Regiones Determinantes de
Resistencia a Quinolonas (RDRQs), localizadas en los genes gyrA 'y parC.
En segundo lugar, ha de tenerse en cuenta la resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos (RQMP), donde se destacan los genes gnr y
aac(6)-IB-cr. La resistencia a quinolonas también puede ser atribuible a
otros genes (gepA y 0gxAB) que van a promover el flujo de salida de la

quinolona (Chattaway et al., 2016).

La carga de la resistencia a mdultiples farmacos en bacilos gram
negativos (BGN) representa en la actualidad un problema de todos los dias
de la administracién de la terapia antimicrobiana en la unidad de cuidados
intensivos (UCI). En enterobacterias, el aumento espectacular de las tasas
de resistencia a cefalosporinas de tercera generacibn se debe
principalmente a la propagaciéon de plasmidos portadores de una beta-
lactamasa de espectro extendido (BLEE), especialmente los que

pertenecen a la familia CTX-M (Ruppé et al., 2015).
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3.1.2. Mecanismos de resistencia en E. coli

La resistencia bacteriana puede ser tratada desde el punto de vista
molecular y bioquimico de tal forma que se pueden clasificar en tres
mecanismos: 1) inactivacion del antibiético, 2) alteracion de la diana del
antibidtico y 3) alteraciobn de barreras de permeabilidad. Se podria
mencionar que los tres mecanismos pueden ocurrir simultdneamente

(Pérez et al., 2013).

La resistencia antimicrobiana por inactivacion del antibiotico es un
proceso molecular caracterizado por la produccion de enzimas que van a
destruir la estructura quimica del medicamento. Ocurre asi con enzimas
presentes muy frecuentemente en aislados clinicos, como las
betalactamasas, que se caracterizan por hidrolizar el nacleo betalactamico
rompiendo el enlace amida, la eritromicina esterasa, que cataliza la
hidrolisis del anillo de lactona del antibiético, el cloranfenicol
acetiltransferasa y las diferentes enzimas que modifican a los
aminoglucésidos, lincosamidas y estreptograminas (acetilasas, adenilasas

y fosfatasas) (Giedraitiené et al., 2011) (Fuchs et al., 1994).

En cambio, la resistencia bacteriana que se produce por la
alteracion del sitio en donde actia el antibidtico, consiste en la
modificacion de algunos sitios especificos de la célula bacteriana, como la
pared celular, la membrana celular, las subunidades 50S o 30S

ribosomales, entre otras. Dentro de este grupo se encuentra el mecanismo
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principal de resistencia a fluoroquinolonas, la modificacion por mutacion de
los genes gyrA y parC, que codifican las subunidades A de las
topoisomerasas Il y IV respectivamente. Se trata del mecanismo de
resistencia a quinolonas mas habitual en géneros tan distantes
taxon6micamente como enterobacterias, estafilococos, pseudomonas,
micobacterias (De la Fuente et al., 2007) (Fuchs et al., 1994) (Mosquito et

al, 2011).

Finalmente, el mecanismo de alteracion de barrera de

permeabilidad se puede deber a dos causas:

¢ En gram negativos, se puede asociar a alteraciones en las
porinas, que bien disminuyen en namero, habitualmente por
alteraciones en los genes que controlan su sintesis, o bien
sufren alteraciones en su morfologia debidas a mutaciones
en los propios genes estructurales de la porina. En el primer
caso, la reduccion, en ocasiones drastica, del nimero de
porinas, supone una reduccién significativa en la
penetracién de sustancias hidrofilicas, entre las que se
encuentran la mayor parte de los antimicrobianos, de modo
gue no alcanzan la concentracion necesaria para ejercer su
accion. Se trata de mecanismos que son habitualmente de
amplio espectro (afectan a diferentes familias de

antimicrobianos no emparentadas, y a otras moléculas con
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funcionalidades diversas), tienen una repercusién soélo
moderada en las concentraciones inhibitorias minimas
(CIMs) de los antimicrobianos, y suelen repercutir de forma
importante en el fithess bacteriano. En el segundo caso, las
alteraciones morfolégicas del canal de entrada en la célula
gue supone la porina, pueden dificultar la penetracién tanto
de antimicrobianos como de otras moléculas. Como en el
caso anterior, se trata de mecanismos habitualmente de
amplio espectro, y que tienen una repercusion moderada en
las CIMs de los antimicrobianos,

Tanto en gram positivos como en gram negativos se puede
dar otro mecanismo de interferencia de la penetracion de los
antimicrobianos en la célula bacteriana, que es la
sobreexpresion de bombas de expulsion. Las bombas de
expulsion son mecanismos que, mediante consumo de
energia, expulsan solutos presentes en el citoplasma
bacteriano en contra de gradiente. Estas bombas existen en
condiciones basales, pero pueden sobreexpresarse,
eliminando mayores cantidades de antimicrobiano, de modo
que pueden llegar a repercutir en sus CIMs. Es un
mecanismo de impermeabilizacion posible en gram
negativos, y practicamente el Gnico factible en gram

positivos, en los que no existen porinas propiamente dichas.
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Su espectro es mas variable, aunque tienden a tener un
espectro mas bien amplio, y es infrecuente que, por si solo,
pueda condicionar resistencia, de modo que habitualmente
se comportan como mecanismos de resistencia

complementarios a otros mas eficaces (Pérez et al., 2013).

3.2. Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos de amplio espectro con
actividad frente a microrganismos gram nhegativos y gram positivos,
empleados para el tratamiento de numerosas enfermedades infecciosas

(Azanza et al., 1998) (Deck et al., 2010).

Las fluoroquinolonas acttan inhibiendo la replicacién del ADN por
inhibicion de la ADN girasa y la topoisomerasa IV, enzimas esenciales para
la replicacion y transcripcion del ADN. Son empleadas tanto a nivel extra
como intrahospitalario. La forma de administracion es tanto parenteral

como enteral (Deck et al., 2010) (Azanza et al., 1998).

Las quinolonas presentan una estructura biciclica heteroaromatica
constituida por un ndcleo piridona-f acido carboxilico y un anillo aromatico

(Campos et al., 2008).

La primera quinolona utilizada de manera amplia en clinica fue el

acido nalidixico, obtenido en el proceso de sintesis de la cloroquina. Ha
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sido utilizado fundamentalmente para el tratamiento de infecciones
urinarias. Posteriormente, se descubrioé la primera quinolona con un atomo
de fltor, la flumequina, con lo que se inici6 la era de las quinolonas
fluoradas, con un mejor perfil farmacolégico (Petri, 2006) (Azanza et al.,

1998).

Estructuralmente, hay dos grandes grupos de quinolonas: 4

quinolonas y 6 fluoroquinolonas.

Las 4 quinolonas (naftiridina, cinolina, quinoleina y piridopirimidina)
se caracterizan por la sustitucion de nitrdgeno en las posiciones 1 y 8
(naftiridina), 1 y 2 (cinolinas), 1 (quinoleina) y 1, 6, 8 (piridopirimidina). A
este grupo pertenecen el &cido nalidixico, &cido oxolénico, &cido
pipemidico, acido piromidico, cinoxacina y acrosoxacina (Azanza et al.,

1998) (Campos et al., 2008).

Las 6 fluoroquinolonas presentan un grupo flor en la posicién 6. La
diferencia estructural entre las fluoroquinolonas depende de la sustitucién
en la posicién 1, 5, 7 y 8. En la posicién 1 la presencia del grupo ciclopropil
proporciona mayor actividad frente a bacilos gram negativos. En la
posicibn 2 no hay apenas posibilidades de modificacién, mientras las
posiciones 3 y 4 modifican la afinidad por la topoisomerasa. Los cambios
en la posicion 5, como la presencia de un grupo amino o metilo, modifican
las propiedades farmacocinéticas. En la posicion 7, la presencia de un

grupo piperacinico (norfloxacino, ciprofloxacino) o de un grupo
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metilpiperacina (ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino), influyen en la
potencia frente a gram negativos, mientras que presencia de halégenos
(moxifloxacino, gatifloxacino) en la posicion 8 aumenta la actividad contra

anaerobios (Campos et al., 2008).

La introduccion de las fluoroquinolonas en clinica supuso un avance
terapéutico, debido a su baja toxicidad, aunque los conceptos a este
respecto se han modificado considerablemente en los ultimos tiempos,
mayor espectro de actividad y mejora en las propiedades farmacocinéticas

(Petri, 20086).

Las fluoroquinolonas son consideradas como farmacos de
categoria C en el embarazo, atraviesan la placenta y se concentran en el
liguido amniético. En estudios previos con animales se evidencié dafio
fetal; ademas se sugiere la asociacion con toxicidad renal, del sistema
nervioso central y alteraciones cardiacas. Se eliminan por la leche por lo
que deben evitarse en la lactancia. Por ello su uso esta contraindicado en
embarazo, lactancia, pacientes con insuficiencia renal y se debe usar solo
en casos cuando no existe otra alternativa (Brandon et al., 2015) (Azanza

et al., 1998).

Las caracteristicas estructurales mas las diferencias en el espectro
antibacteriano permiten clasificar las fluoroquinolonas en 4 generaciones

(Tabla 2) (Alvarez et al., 2015).
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Tabla 2. Generacion y espectro de actividad de las quinolonas

Modificada de Alvarez et al., 2015

G | Representante

Espectro de actividad

12 | Acido nalidixico*, Acido oxolinico, Acido
piromidico, Acido pipemidico*,
Rosoxacino, Cinoxacino.

Principalmente enterobacterias

Bacilos gramnegativos: E. coli, Proteus
spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp., Citrobacter spp.,
Salmonella spp., Shigella spp.

22 | Ciprofloxacino*, Enoxacino, Fleroxacino,
Lomefloxacino, Nadifloxacino,
Norfloxacino*, Ofloxacino*, Pefloxacino,
Rufloxacino.

Bacilos gramnegativos: P. aeruginosa,
M. catarrhalis, Acinetobacter spp., S.
maltophilia, H. influenzae, N.
gonorrhoeae, V. cholerae,
Campylobacter spp.

Cocos Gram positivos: S. aureus, S.
epidermidis

Patdgenos atipicos: C. trachomatis,
Mycoplasma spp.

32 | Levofloxacino*, Esparfloxacino,
Tosufloxacino, Temafloxacino,
Grepafloxacino.

Bacilos gramnegativos: Mismos que en
12 y 22 generacién

Gram positivas: S. pneumoniae y S.
pyogenes

Pat6genos atipicos: C. pneumoniae y
M. pneumoniae

42 | Balofloxacino, Clinafloxacino,
Gatifloxacino, Gemifloxacino,
Moxifloxacino*, Pazufloxacino,
Arenfloxacino, Sitafloxacino,
Rovafloxacino, Trovafloxacino.

Mismas que la 32 generacion. Bacilos
Gram positivos, espectro extendido en
anaerobios y “atipicos”.

Gram positivas: S. pneumoniae, S.
aureus (resistente a meticilina).
Anaerobios: Bacteroides spp.,
Clostridium spp.

Patogenos atipicos: L. pneumophila, C.
pneumoniae, M. pneumoniae,
Ureaplasma spp.

52 | Garenoxacino

DX-619, WCK-771, WCK-1153, DW-286
Ev-035, DS-8587, KPI-10 (ICAAC, 2012)
Delafloxacino, Nemonoxacino, JNJ-Q2

Algunas como la 42 generacion y otras
con disefo especifico contra bacterias
multirresistentes.

*Quinolonas disponibles en el Ecuador

En el Ecuador se dispone de varias quinolonas de todas las

generaciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Quinolonas existentes en Ecuador y su presentacion. 2020

Generacién | Representante Presentacion
i Acido nalidixico Suspension 250 mg/5 ml
Tableta 500 mg
Acido pipemidico Tableta 400mg
2a Ciprofloxacino Tableta 250 - 500 -750 mg
Solucioén inyectable 200mg/100ml
Suspension otica 7.5 ml (cada 100 ml
contiene: Ciprofloxacino 0.3 g vy
Dexametazona 0.1 g)
Norfloxacino Tableta 400 mg
Ofloxacino Tableta 400 mg
32 Levofloxacino Tableta 500 mg
Tableta 750 mg
da Moxifloxacino Tableta 400 mg
Solucién inyectable 400mg/250ml
Solucién oftadlmica 5mg/ml

Elaboracion: Autor

3.2.1. Sintesis de quinolonas

Las primeras sintesis de quinolonas se realizaron usando la

reaccion de Gould-Jacobs, utilizando como materia prima una anilina

clorada. Mas adelante, se reportd la aplicacibn de esta reaccién a la

sintesis de fluoroquinolonas partiendo de anilinas fluoradas. En esta

sintesis se hace reaccionar una anilina sustituida con etoximetilenmalonato

de dietilo, y esto resulta en una secuencia de adicion y eliminacion para

generar un acrilato que, al calentarse a elevadas temperaturas, produce

una hidroxiquinolina ciclica. Este compuesto se hace reaccionar con un

agente alquilante y posteriormente se hidroliza facilmente para producir el
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acido correspondiente. Existen en la literatura una gran cantidad de
reportes en donde se utiliza esta secuencia para preparar fluoroquinolonas
con diferentes sustituyentes. En la metodologia descrita por Grohe y Zeiler
se parte de un &cido benzoico sustituido, que se transforma facilmente al
benzoilacetato de etilo y se hace reaccionar con ortoformiato de trietilo
para producir el etoxialqueno correspondiente, donde es posible sustituir el
grupo etoxi por un grupo amino para producir el intermediario, que puede
ser ciclado con una base fuerte generando el anillo de quinolona. Este
procedimiento fue originalmente propuesto por investigadores de industrias
Bayer, y permite la construccion de una gran variedad de fluoroquinolonas
con N-sustituyentes de tipo arilo, alquilo y cicloalquilo. Por esto, continla
siendo vigente y ampliamente utilizado aun en nuestros dias (Leyva et al.,

2008).

3.2.2. Estructura quimica de las quinolonas

Desde la aparicion del primer miembro de este grupo en 1962, el
acido nalidixico, obtenido por sintesis a partir de la cloroquina (Figura 1),
su importancia ha ido aumentando de forma paralela al descubrimiento o
sintesis de nuevos compuestos: acido oxolinico, acido piromidico,
cinoxacino y acido pipemidico. Todos ellos tienen un espectro dirigido
hacia bacilos gram negativos y se han utilizado preferentemente como
antisépticos urinarios, intestinales y biliares. En 1973 apareci6 la primera

guinolona con un atomo de fltor: la flumequina, pero es en 1978 cuando se
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inicia la era de las quinolonas fluoradas con la sintesis del norfloxacino y

otros numerosos compuestos (Lépez et al., 2010).

Figura 1. Estructura quimica y formula de cloroquina

Modificada de: http://www.info-farmacia.com/actualidad/desarrollo-y-

conciencia-social/planta-china-para-el-tratamiento-de-la-malaria-resistente

Cl N

/

CLOROQUINA

C18H26N3Cl

La estructura quimica esta basada en el anillo 4-oxo-1,4-
dihidroquinoleina, del que derivan 4 grupos (naftiridina, cinolina, quinoleina
y piridopirimidina) segun las distintas sustituciones por nitrégeno en los
diferentes atomos: posiciones 1 y 8 para naftiridina, 1 y 2 para las
quinoleinas y 1, 6 y 8 para piridopirimidina. Las mayores ventajas
conseguidas en cuanto a la actividad y el espectro de la molécula se deben
a la incorporaciéon de un atomo de fldor en posicion 6 y el grupo
piperacinico heterociclico en el 7, que aumentan la actividad antibacteriana
y su espectro frente a bacterias gram positivas, Pseudomona,

enterobacterias, etc. (Lépez et al., 2010).
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La potencia y el espectro aumentan de manera significativa cuando
llevan un atomo de fldor en la posicion 6, posiblemente porque mejora la
penetracion en tejidos y la unién a las topoisomerasas bacterianas. Frente
a bacterias gram negativas también aumenta la potencia si en la posicion 7
hay un grupo piperacinico (norfloxacino, ciprofloxacino) o un grupo metil-
piperacinico  (ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino).  Ademas,
sustituyentes metilo en el grupo piperacinico mejoran la biodisponibilidad
oral. Un grupo metoxi en la posicibn 8 mejora la actividad frente a

anaerobios (moxifloxacino, gatifloxacino) (Al6s, 2009).

Las quinolonas pueden clasificarse por su espectro de actividad en
generaciones. Las de primera generacion (acido nalidixico, acido
pipemidico), tienen actividad frente a enterobacterias y algun otro gram
negativo y son practicamente inactivas frente a gram positivos, patégenos
atipicos y anaerobios. A partir de aqui ya incorporan un atomo de flaor en
la posicion 6 y se llaman fluoroquinolonas. Las de segunda generacion
(ciprofloxacino, norfloxacino) presentan una actividad mucho mayor frente
a gram negativos, incluida Pseudomona aeruginosa, son activas frente a
algunos patégenos atipicos, pero tienen actividad moderada frente a gram
positivos y practicamente nula frente a anaerobios. Las de tercera
generacion (levofloxacino) mantienen las caracteristicas de las de segunda
pero ademas tienen una mejor absorcion por via oral y mejor actividad

frente a P. aeruginosa, gram positivos y patégenos atipicos. Las de cuarta
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generacién (moxifloxacino) aportan una mejora en la actividad frente a
gram positivos y ademas una actividad buena frente a anaerobios, aunque
disminuye su actividad frente a P. aeruginosa (Alés, 2009), y las de quinta
generacion con disefio especifico frente a bacterias multirresistentes

(ICAAC, 2012).

Dado que el acido nalidixico presentaba una baja penetracion
intracelular, reducido espectro de actividad y que su farmacocinética solo
producia una adecuada concentracién en las vias urinarias, su uso se
reservo fundamentalmente para el tratamiento de infecciones urinarias no
complicadas. El gran descubrimiento correspondid a la sintesis de
compuestos que presentaban los sustituyentes 6- fluoro, 7—piperazinil
(norfloxacino, ciprofloxacino y pefloxacino); éstos dieron origen al grupo
que genéricamente se ha denominado quinolonas, 4- quinolonas o

fluoroquinolonas (Maguifia et al., 2002).

Debido a que es posible nombrar a las moléculas derivadas del
acido nalidixico como derivados de la quinolina, ya que el esqueleto comun
es la 4-oxo-1,4-dihidroquinolina, su sistematizacibn a partir de esta
denominacion resulta engorrosa, particularmente por el elevado nimero de
nuevos compuestos, haciéndose util la clasificacion y nomenclatura
desarrollada por JT Smith quien consideré que la forma méas sencilla y
equivalente de nombrar a la quinolina sustituida era la de 4- quinolona

(Figura 2) (Mella et al., 2000).
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Figura 2. Estructura quimica de las quinolonas

Modificada de:http://bvs.sld.cu/revistas/act/vol8 1 98/act08198.htm
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De hecho, con esta nomenclatura, es posible obtener una
descripcion de los enlaces existentes en la piridina. Segun este sistema,
acido nalidixico, enoxacino, tosufloxacino, trovafloxacino y gemifloxacino
son 8-aza-4 quinolonas; cinoxacino es una 2-aza-4- quinolona y los acidos
pipemidico y piromidico corresponderian a 6,8-diaza-4-quinolonas. El resto
de los compuestos corresponderian a 4-quinolonas o simplemente

quinolonas (Mella et al., 2000).

Los estudios indican que la potencia antibacteriana esta
fuertemente influenciada por el tamafio, propiedades electrénicas y
espaciales del sustituyente de la posicion 1 de la fluoroquinolona. Estudios
de relaciones estructura-actividad realizados con un grupo de derivados
alquilicos en N-1 sugieren que una longitud éptima para el sustituyente

alquilico es de 4.2 A, siendo para el grupo etilo de 4.1 A. Sin embargo,
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existen otros factores como donacion electronica o habilidad de
conjugaciébn que también influyen en la actividad biologica de las

quinolonas (Leyva et al., 2008).

Otra caracteristica que influye en la actividad de las quinolonas es
su estructura, ya que se ha determinado una fuerte relacién entre las
sustituciones en las diferentes posiciones del anillo basico de la 4-
qguinolona (biciclica) y las propiedades antimicrobianas, microbiolégicas y
farmacocinéticas que desarrollan, y de la cual derivan moléculas de
estructura biciclica, triciclica o tetraciclica. Ya que se ha determinado que
las moléculas monociclicas (Ro 13-5478) no presentan mayor actividad

antimicrobiana (Figura 3) (Mella et al., 2000).
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Figura 3. Ejemplos de derivados mono, tri y tetraciclicos de
guinolonas

Tomada de Mella et al., 2000
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Los cambios que pueden darse en el anillo basico de las quinolonas

son un cambio en;

La posicion 1, el sustituyente de mayor importancia es el grupo
ciclopropil presente en muchas moléculas: ciprofloxacino, esparfloxacino,
clinafloxacino (Wise et al., 1983). El grupo ciclopropil combina favorables

propiedades estéricas, espaciales y de interaccion electrénica; asi, la
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quinolona de mayor uso clinico, ciprofloxacino, presenta un grupo
ciclopropil a nivel N1, exhibiendo una potente actividad sobre

enterobacterias y P. aeruginosa (Crumplin, 1988)(Mella et al., 2000).

En la posicion 2 se han realizado pocas modificaciones,
fundamentalmente por la cercania a los grupos carboxilo y ceto presentes
en los carbonos 3 y 4, que son fundamentales para la uniébn a las

topoisomerasas bacterianas. (Chu et al., 1989)(Domagala, 1994)

En las posiciones 3 y 4, son analizadas conjuntamente por su
importancia mencionada anteriormente. Esto, por la presencia de acido
carboxilico en C3 y un grupo ceto en C4, que son fundamentales para la
actividad de estos compuestos ya que permiten la union a las
topoisomerasas bacterianas (Chu et al.,, 1989)(Domagala 1994)(Mella et

al., 2000).

En la posicion 5, un grupo amino en esta posicibn puede
incrementar la absorcion, distribucién y actividad sobre especies gram
positivas de la quinolona (esparfloxacino). Otro cambio a este nivel es la
presencia de un grupo metilo presente en grepafloxacino, molécula que se
caracterizaba por favorables propiedades farmacocinéticas sobre

Streptococcus pneumoniae (Mella et al., 2000)(Wagstaff et al., 1997).

En la posicion 6, la presencia de un &tomo de flGor en esta posicion

resulté en un aumento significativo de la actividad antibacteriana tanto en
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bacterias gram negativas como gram positivas, por lo que todas las
modernas quinolonas de uso clinico son seis fluoroquinolonas, la presencia
de este sustituyente en esta posicion aumenté la union al complemento
topoisomerasa-ADN, asi como la penetracién intracelular en relacién a

otros derivados no fluorados (Chu et al., 1989).

En la posicién 7, los grupos mas frecuentemente usados en esta
posicibn son piperazina presente en enoxacina, norfloxacina,
ciprofloxacina. Metilpiperacina presente en ofloxacina, levofloxacina,
rufloxacina, gepafloxacina. Pirrolidina, aminopirrolidinas y moléculas
derivadas. Anillos biciclicos como: azabiciclo presente en travofloxacina.
En general la presencia de un metilo en el C-4 del grupo piperazina
incrementa la actividad sobre especies Gram positivas produciendo una
leve disminucién en la actividad sobre bacilos gram negativos, en particular

P. aeruginosa. (Chu et al., 1989)(Domagala, 1994).

En la posicién 8, la presencia de halégenos aumenta la activdad
antianaerobia, en particulas C1 y F. Por otra parte, para una mejor
absorcion por via oral, F y C1 son los sustituyentes de mayor actividad. Sin
Embargo, la presencia de estos halégenos (F y C1) se ha asociado a
fendmenos de fototoxicidad, por lo que se ha incentivado a la sintesis de

compuestos sin halégenos en el sustituyente 8 (Domagala, 1994).

En la (figura 4) se encuentra complementariamente la relacion

estructura-actividad antibacteriana de las quinolonas.
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3.2.3 Nuevas quinolonas

Con nuevas modificaciones se logré obtener una serie de nuevas
qguinolonas, con caracteristicas muy mejoradas, ejemplo: trovafloxacino,
pero buena parte de ellas tuvieron que ser retiradas por problemas de
toxicidad y efectos secundarios, en algunos casos graves, incluso con
muerte de pacientes. Asi temofloxacino tuvo que ser retirada del mercado
por toxicidad renal y hematolégica, trovafloxacino por hepatotoxicidad y

grepafloxacino por toxicidad cardiaca (Maguifia et al., 2002).

Figura 4. Relacion estructura-actividad antibacteriana de las
guinolonas

Tomada de Domagala 1994
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La actividad sobre S. pneumoniae ha sido un gran logro en el grupo
de nuevas quinolonas, reemplazando la escasa o0 moderada actividad
bactericida de sus predecesores. Sobre patégenos respiratorios como
Haemophilus influezae, Moraxella catarrhalis, Legionella pneumophila y
Mycoplasma pneumoniae, demostraron buena actividad in vitro. Los
estudios de CIM90 que comparan su actividad frente a ciprofloxacino,
demuestran en las primeras un aumento de hasta diez veces en su
actividad antineumocécica, siendo trovafloxacino la de mejor actividad.
Estos valores son independientes de la CIM de este patdégeno para
penicilina, resultando igualmente activas frente a cepas sensibles o
resistentes (sea ésta intermedia o elevada resistencia) (Maguifia et al.,

2002).

3.2.4. Mecanismo de accion

Esencialmente, estos antimicrobianos producen un efecto
bactericida. Las quinolonas penetran en la bacteria a través de las porinas,
unas proteinas integrales de la membrana que ejercen la funcién de canal
de paso para sustancias hidrosolubles (Figura 5), de modo que no se
veran afectadas ni modificadas al momento del paso al interior de la

bacteria (Azanza et al., 1998).
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Figura 5. Pared externa de las bacterias gram negativas

Tomada:https://estructurayfuncioncelularbacteriana.wikispaces.com
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Una vez dentro de la célula actuan inhibiendo una serie de enzimas
que ejercen diferentes funciones sobre el ADN bacteriano, esencialmente
Su preparacion para la transcripcion, y que se denominan, de forma global,
topoisomerasas de tipo Il. Las dos principales enzimas de este tipo
presentes en las bacterias son la topoisomerasa IV y, esencialmente, la
topoisomeras |l o ADN-girasa (por ello se las denomina también
«inhibidores de la girasa»). Esta enzima esta compuesta por cuatro
subunidades (dos subunidades A y dos B) y es la responsable del

enrollamiento de las bandas de ADN (Figura 6) (Azanza et al., 1998).
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Figura 6. Horquilla de replicacion del ADN bacteriano

Tomada: http://compostimes.com/2015/12/
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Una vez en el ndcleo es necesario separar cada cadena del ADN
bicatenario para permitir su multiplicacion o transcripcién. Sin embargo, lo
que separa a las cadenas provoca el “enrollamiento” excesivo del ADN
frente al punto de separacion. Para combatir este obstaculo mecanico, la
enzima bacteriana ADN girasa (Figura 7) permite la introduccién continua
de superhélices negativas en el ADN por medio de una reaccion que es
alimentada energéticamente a través de la hidrdlisis del ATP que implica la
separacion de ambas cadenas de ADN para permitir el paso de un
segmento de ADN a través de la rotura; posteriormente esta rotura se sella

de nuevo (Petri, 2006).
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Figura 7. Esquema de la ADN girasa cuando esta inhibida
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Las quinolonas actuan interfiriendo en la sintesis del ADN al
bloquear la reacciébn de superenrollamiento dependiente del ATP vy
catalizada por la girasa; esta enzima es también responsable de otras
actividades necesarias para la integridad del ADN, como son la unién y

separacion de las bandas que lo componen y la hidrélisis del ATP, que por

lo tanto también seran alteradas (Azanza et al., 1998).

Como norma general, la ADN girasa constituye la principal diana de
las quinolonas (Figura 8) en la mayor parte de los microorganismos gram
negativos (ej., E. coli), mientras en bacterias gram positivas (gj., S.

aureus), esa diana la constituye frecuentemente la topoisomerasa IV

(Leyva at al., 2008).
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Figura 8. Modelo propuesto de la unién cooperativa entre la
ADN girasay la quinolona en lainhibicién de la ADN girasa

Tomada de Leyva at al (2008).

Es probable que las concentraciones de quinolonas mayores que
las necesarias para inhibir la ADN girasa, puedan inhibir la topoisomerasa
IV, enzima cuya secuencia de aminoacidos presenta homologia con la
girasa y cuyo papel es también de gran importancia en la reaccion de
superenrollamiento del ADN. Recientemente se ha comprobado la accién
de acido oxolinico y norfloxacino sobre la topoisomerasa IV de E. coli. La
accion inhibidora sobre la topoisomerasa Il de las células eucariotas,
relacionada sobre todo con nuevos derivados, podria asociarse con una

potencial actividad antitumoral (Azanza et al., 1998).

La accidn bactericida caracteristica de las fluoroquinolonas se suele
comportar de manera bifasica: para cada quinolona existe una

concentracion bactericida maxima por encima de la cual la actividad
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disminuye, pero vuelve a aumentar si se continla incrementando la
concentracion. Esta caracteristica podria explicarse por el hecho de que, a
ciertas concentraciones, la accion bacteriostatica impide la sintesis de

proteinas que participan en la accion bactericida (Azanza et al., 1998).

También disminuye la actividad bactericida si previamente se ha
inhibido la sintesis de proteinas bacterianas; por ello, no es recomendable
su utilizacion conjunta con sustancias que inhiban la sintesis proteica o el
ARN bacteriano (rifampicina, macrolidos, cloranfenicol), ya que puede
reducirse de forma significativa la actividad bactericida (Azanza et al.,

1998).

Estos farmacos inhiben la regulacién del enrollamiento del ADN
catalizada por la girasa a una concentracion que se correlaciona con la
necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano (0.1 a 10 pg/ml) (Petri,

2006).

Las células eucariotas no contienen ADN girasa, sino una
topoisomerasa de ADN tipo Il similar desde el punto de vista conceptual y
mecanico al que elimina las superhélices positivas. Sin embargo, las
guinolonas inhiben a la topoisomerasa tipo Il eucariota Unicamente a una
concentracion mucho mayor (100 a 1.000 pg/ml) que la que se necesita

para inhibir a la ADN girasa bacteriana (Petri, 2006).
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3.2.4.1. Topoisomerasa ll o ADN girasa

Se descubri6é en 1976, la ADN girasa es un tetrAmero A2B2 con la
subunidad A (gyrA, 97kDa) como responsable del enrollamiento del ADN,
ruptura y reunién de ADN; y la subunidad B (gyrB, 90kDa) como la
encargada de la hidrdlisis de ATP y de la interaccion con gyrA y ATP. Esta
enzima cataliza cambios en la topologia (rama matematica que estudia las
propiedades estructurales de los objetos que no cambian cuando estos
sufren distorsiones) del ADN durante los procesos de replicacion,
transcripcién, recombinacion y reparacién del genoma. En primer lugar,
pueden cortar y empalmar repetidamente los enlaces fosfodiéster del
esqueleto de polifosfodesoxiribosa que alberga en su interior a las bases
nitrogenadas codificadoras del mensaje genético. En segundo lugar,
permiten que otras cadenas de ADN pasen entre los dos cabos
transitoriamente escindidos. En el desempefio de esa tarea, las
topoisomerasas utilizan la energia del enlace internucleotidico para unirse
covalentemente al extremo 3’ 0 5’ del ADN. Para evitar que los cabos de
ADN escindido vayan a la deriva, las topoisomerasas lo sujetan con
firmeza, mientras otras cadenas de ADN los atraviesan (Roca, 2003).
Cuando empalman nuevamente las cadenas de ADN, revierten esa unién
covalente, restableciendo el enlace internucleotidico inicial como se

observa en la (figura 9) (Reguera et al., 2007).
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Figura 9. Sitio de accidn de las quinolonas

Tomada de Petri, 2006

Sella de nuevo

la rotura
Estabiliza al Rompe el seg- en la porcién
nodo positivo (+) mento posterior delantera (=)
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Modelo de la formacién de superhélices negativas de DNA por medio de la DNA girasa. Esta enzima se une a dos
fragmentos de DNA (1), creando un nodo de superhélice positiva (+). A continuacién la enzima introduce un fragmento bicatenario
en el DNA y pasa al segmento delantero a través de la rotura (2). Luego la rotura se sella de nuevo (3), creando una superhélice ne-
gativa (—). Las quinolonas inhiben las actividades de fragmentacién y ciemre de la girasa y, a una mayor concentracién, bloguean la
actividad desconcatenadora de la topoisomerasa IV, Tomada de Cozzarelli NR. DNA gyrase and the supercoiling of DNA, Science,
1980, 207:953-960. Reimpresa con autorizacion de la AAAS.

Las topoisomerasas |l son enzimas homodiméricas que generan
cambios topolégicos complejos del ADN: relajacion, desanudado,
desencadenado mediante la ruptura transitoria de las dos cadenas de la
doble hélice y gasto energético en forma de ATP. Durante el proceso de
ruptura y empalme, se produce un intermediario covalente entre los
extremos 5 de cada una de las hebras del ADN y cada una de las

subunidades enzimaticas (Figura 10) (Reguera, et al., 2007).

Figura 10. Relajacion por la topoisomerasa ll

Tomada de www.biologia.laguia2000.com
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Las topoisomerasas de tipo Il cortan de forma transitoria ambas
cadenas de la doble hélice del ADN vy transportan otra doble hélice a través
del hueco interrumpido para finalmente volver a unir los extremos de la
molécula. De esta manera alteran la Propiedad topoldgica de las moléculas

(LK) en valores de +/- 2 (Monturus de Carandin, 2013).

La ADN girasa es la Unica capaz de convertir la energia de la
hidrolisis del ATP en superenrollamiento negativo, siendo altamente
eficiente también en la relajacion del superenrollamiento positivo generado
por delante de las horquillas de replicacién debido a la accion de las
helicasas. La topoisomerasa IV, por otra parte, posee una estructura
tetramérica homoéloga a la de la girasa, aunque al igual que sus homdlogas
eucariotas no es capaz de actuar sobre el superenrollamiento. Su principal
papel in vivo consiste en separar las cromatides hermanas recién

replicadas durante la segregacion celular.

Se han identificado una gran variedad de farmacos capaces de
actuar frente a las topoisomerasas, muchos de los cuales provocan
lesiones citotoxicas atrapando a las enzimas en complejos covalentes con
el ADN. Estos venenos de topoisomerasas incluyen tanto a
antimicrobianos como quimioterapicos antitumorales, algunos de los cuales

ya se utilizan ampliamente en clinica (Monturus de Carandin, 2013).

Para ejercer su efecto, las quinolonas deben llegar al sitio diana,

atravesando la membrana externa de las bacterias gram negativas a través

43



Evaluacion de Mecanismos Moleculares de Revision Bibliografica
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas

de E. coli Uropatogenas en Poblacion

Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guaman Gualpa

de canales en la membrana llamados porinas. Una vez dentro de las
bacterias, las quinolonas ejercen su efecto bactericida impidiendo la
sintesis de ADN al inhibir la accibn de las enzimas ADN girasa y
topoisomerasa IV. Las moléculas de ADN estan formadas por una doble
cadena de nucledtidos, enrolladas una alrededor de la otra en forma
helicoidal. En la naturaleza las moléculas de ADN son circulares y para
formar estos circulos la doble hélice tiene que enrollarse en una nueva
espiral (super hélice), de sentido contrario a las hélices primarias. Las
cadenas de las moléculas de ADN deben separarse para poder replicarse
o transcribirse. Para que las dos cadenas se puedan separar, deben
desenrollarse y la super hélice debe enrollarse en sentido contrario. Para
efectuar estos cambios es necesario efectuar cortes en las cadenas de
nucleotidos y luego unirlas nuevamente. La ADN girasa es una enzima
bacteriana dependiente de ATP, que cataliza la fractura y sellado de las
cadenas de ADN. La ADN girasa de Escherichia coli consta de 4
subunidades, dos A (que catalizan las reacciones de fractura y sellado) y
dos B con actividad de ATPasa. La inhibicion del ADN cromos6mico

conduce a un efecto bactericida (Monturus de Carandin, 2013).

3.2.4.2. Topoisomerasa IV

Se descubrié en 1990, consta también de dos subunidades, siendo

la codificada por parC hmologa de gyrA y la codificada por parE homologa
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de gyrB. Sus funciones también son similiares, siendo parC superponible a

la de gyrA y la de parC a las de gyrB. (Levine et al., 1998).

Inicialmente se creyé que todos los organismos presentaban un
solo tipo de topoisomerasa de cada familia para cumplir indistintamente
con todas las funciones descritas. Sin embargo, existe una especializacion
que otorga cierta exclusividad; por ejemplo, la ADN girasa introduce
Unicamente supergiros negativos, especialmente delante de la horquilla
replicativa, mientras que la topoisomerasa | provoca solo giros positivos,
antagonizandose mutuamente. A su vez, la decatenacion corre a cargo de
la topoisomerasa |V por detrds de la horquilla replicativa. (Leo E. et al.,

2005)(Hsu YH et al., 2006).

Todas las quinolonas actian sobre la ADN girasa, pero las
fluoroquinolonas actian ademas sobre la topoisomerasa IV, ya que
accionan un mecanismo lento via topoisomerasa |V; al impedir la
separacion de las hebras hijas, producen réplicas incompletas vy
fragmentadas del cromosoma sin aumento del total de ADN, indicio de una
paulatina disminucion de la sintesis de ADN a lo largo de las generaciones
sucesivas que determina la muerte bacteriana; como regla general, la
actividad sobre los microorganismos gram negativos dependeria de la
inhibicion de la girasa, mientras que la accion sobre los gram positivos se

relacionaria con la inhibicién de la topoisomerasa IV (Serra, 2008).
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El mecanismo de orientacion de la topoisomerasa IV parecia ser
diferente al de la girasa. Sin embargo, se muestra que los eventos
moleculares detras de la inhibicién de topoisomerasa IV son similares a la
orientacion de ADN girasa: norfloxacino convierte el complejo
topoisomerasa V- ADN en un complejo estable, lo cual acaba lesionando
el ADN. La acciéon de norfloxacino sobre la topoisomerasa IV, a
concentraciones letales, no bloguea la segregacién cromosémica, sino que
provoca una disminucion de la sintesis de ADN. Por lo tanto, interpretar las
diferencias aparentes entre la orientacion de la girasa y Topoisomeras IV
en términos de sus funciones distintivas en la replicacion del ADN

(Khodursky et al., 1998).

Actualmente se encuentran en desarrollo un nuevo grupo de 6-
desfluoroquinolonas, moléculas que carecen del atomo de flior en posicion
6, con posibilidad de lograr una mejor actividad intrinseca como lo
demuestra garenoxacino. Esta quinolona muestra una elevada actividad
inhibitoria de la ADN girasa y la topoisomerasa IV, lo cual se asocia con un
aumento de la actividad in vitro, un amplio espectro antimicrobiano y un
reducido potencial de inducir el desarrollo de resistencia. (Campos et al.,
2008). Es recomendada para infecciones respiratorias (Tillotson CJ, 2008)
(Blasi F et al.,, 2007), no obstante, las cuestiones de seguridad han
cobrado una especial importancia en Ultimos afios. Algunas de las

denominadas “quinolonas respiratorias” pueden producir efectos
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secundarios tales como hiperglucemia o hipoglucemia (Park-Wyllie LY et

al., 2006).

3.2.4.3. Union quinolonas-topoisomerasas

Los mecanismos mediante los cuales las quinolonas ejercen su
accion aun son motivo de discusion. Se demostré recientemente que la
unién quinolona-topoisomerasa se produce a través de un puente de iones
metal-agua, donde un i6n Mg 2+ no catalitico, coordinado con cuatro
moléculas de agua, forma un puente para la union de hidrégeno entre la
quinolona y la serina y los residuos &cidos, que actian como puntos de
anclaje para la enzima, aumentando asi la concentracion en estado
estacionario de complejos de escision, bloqueando fisicamente la ligadura
de la hebra de ADN (Correia et al., 2017) (Aldred KJ et al., 2014) (Fabrega

A et al., 2009) (Hooper DC et al., 2016) (Kohanski MA et al., 2010).

La formacion de complejos ternarios quinolona-topoisomerasa-
ADN hace que la maquinaria de replicacion del ADN se detenga al
bloquearse las horquillas de replicacion, dando como resultado una
inhibicion de la sintesis de ADN, lo que conduce inmediatamente a
bacteriostasis (a bajas concentraciones de quinolonas) y eventualmente a
la muerte celular. Debido a la situacion de ADN girasa por delante del
complejo de replicaciébn de ADN y de la topoisomerasa IV detras de él,
parece que la interaccion de quinolonas con ADN girasa da lugar a una

inhibicion més rapida de la replicacion del ADN que la interaccién con la
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topoisomerasa IV. Ademas, cuando los sistemas de seguimiento de ADN
(horquillas de replicacion, complejos de transcripcion, etc.) chocan con
estos complejos ternarios estabilizados, se generan roturas cromosémicas
permanentes. Estas rupturas de ADN de doble cadena desencadenan una
situacion de stress en la bacteria, a la que responde incrementando la
sintesis de proteina RecA, se activa por dafio del ADN y promueve la
inactivacion del represor LexA, desreprimiendo asi la expresién de los
genes de respuesta SOS como las enzimas de reparacion del ADN. La
actividad bactericida de la quinolona, por lo tanto, resulta de la accién de
estos procesos y de la medida en que la reparacion del ADN sea
incompleta. En efecto, se ha demostrado que la actividad bactericida de las
fluoroquinolonas mejora cuando la induccién de la respuesta SOS se
previene. Por lo tanto, los efectos primarios de la formacion de complejos
quinolona-topoisomerasa- ADN y la respuesta bacteriana siguiente a
través de la expresion de la proteina inducida por el stress parecen tener
una asociacion clara en la determinacion de la actividad bactericida de la
quinolona. Es probable que, ademés de la inhibicion de la replicacion del
ADN, otros eventos que pueden afectar al ADN o producir otro tipo de
dafio celular también puedan contribuir a la actividad bactericida de las
quinolonas. Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes
todavia no se entienden completamente (Correia et al., 2017) (Aldred KJ et
al., 2014) (Fabrega A et al., 2009) (Hooper DC et al., 2016) (Kohanski MA

et al., 2010) (Redgrave et al., 2014).
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Es interesante destacar la actividad bactericida de las quinolonas
mas recientes. Todas las quinolonas son capaces de inhibir el
superenrollamiento del ADN, pero parece que solo las fluoroquinolonas
producen la fragmentacion de éste. Si bien ambos procesos son
dependientes de la concentracion, se trataria de fendmenos
independientes. La inhibicién del superenrollamiento es el elemento
farmacodindmico mejor caracterizado pues como se dijo, se correlaciona
con su efecto antibiético in vitro, pero probablemente no sea el

responsable Unico del efecto antibiotico (Serra, 2008).

En cambio, la fragmentacién, un poco menos estudiada, daria una
explicacién posible a la bacteridlisis. Segun la (Figura 11), las quinolonas
modifican la actividad de las topoisomerasas convirtiéndolas en nucleasas
en funcion de la velocidad de disociacion del aducto (complejo de clivaje-
quinolona). Si el aducto permanece intacto el efecto resultante es
bacteriostatico, tal como se ve con las quinolonas de primera generacion.
Por el contrario, si el aducto se disocia se produce un efecto bactericida,
tanto mayor cuanto mas rapido es el fendbmeno, puesto que la
topoisomerasa queda libre para cortar otras regiones del ADN sustrato

(Serra, 2008).

Una forma de accién secundaria, mas débil, de las quinolonas es el
dafio producido en la membrana celular. Se han estudiado algunos

mecanismos potenciales utilizando ciprofloxacino, pero se desconoce
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cuantos mecanismos pueden estar implicados en este deterioro de la

membrana (Cheng et al., 2013)

Figura 11. Secuencia de eventos que conducen al efecto final
de las quinolonas en funcidn de la velocidad de disociacion de

los aductos (k3)

Tomada de Serra, 2008
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3.2.5. Actividad

antimicrobiana de

fluoroquinolonas

Las quinolonas son consideradas agentes bactericidas. Poseen una

excelente actividad contra miembros de la familia Enterobacteriaceae,

microrganismos gram negativos, gram positivos, anaerobios, micobacterias

y patdgenos atipicos (Davis et al., 2014).

Agentes mas recientes como gatifloxacino, moxifloxacino y

gemifloxacino demuestran mayor actividad frente a microorganismos gram
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positivos y atipicos en comparacion con levofloxacino (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).

Las quinolonas tienen actividad in vitro frente a Plasmodium, lo que
significa un potencial prometedor en este campo. Las quinolonas de uso
clinico se obtuvieron por primera vez durante un proceso de sintesis de
cloroquina. A su vez, este compuesto deriva de la molécula de quinina, que
es un alcaloide vegetal utilizado tradicionalmente contra el paludismo

(Beteck et al., 2014)

3.2.5.1. Microorganismos gram negativos

Ciprofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino y
gemifloxacino  tienen  excelente  actividad frente la familia
Enterobacteriaceae, y otros gram negativos como Haemophylus
influenzae y otras especies de Haemophilus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis y Moraxella catarrhalis. Las tasas de sensibilidad a
estos farmacos son bastante homogéneas. Asi, por ejemplo, ciprofloxacino
tiene una tasa del 90,5%, mientras que gatifloxacino y levofloxacino la
tienen del 91,7%. También se han observado altas tasas de sensibilidad
(99,8 a 100%) con varias fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino,
gatifloxacino, moxifloxacino, gemifloxacino) frente a H. influenzae y M.
catarrhalis. Del mismo modo, estos agentes demuestran una potente
actividad frente a N. meningitidis, con CIM90 que oscila de 0,004 hasta

0,008 pg/ml (Davis et al., 2014) (Sharma et al., 2009).
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La actividad de ciprofloxacino y levofloxacino es mas potente contra
P. aeruginosa comparada con nuevos agentes como gatifloxacino,
moxifloxacino y gemifloxacino. Por lo tanto, estos nuevos agentes no se
utilizan en el tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa.
Estudios de vigilancia han demostrado una reduccion significativa en la
sensibilidad a fluoroquinolonas (aproximadamente 20-25%) en P.
aeruginosa, asociada al mayor uso de fluoroquinolonas. La tasa de
sensibilidad de ciprofloxacino puede variar dependiendo de la demografia

geogréfica y hospitalaria (Davis et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Las fluoroquinolonas también poseen actividad frente a bacilos no
fermentadores gram negativos como Stenotrophomonas maltophilia. Las
nuevas fluoroquinolonas como levofloxacino, gatifloxacino y moxifloxacino
han mejorado la actividad frente a S. maltophilia en comparaciéon con
ciprofloxacino. Las fluoroquinolonas tienen tasas globales de sensibilidad
de aproximadamente 50% contra Acinetobacter spp. Sin embargo, el
aumento de la tasa de resistencia sigue siendo un problema en este
microorganismo resistente a multiples farmacos (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).

Las fluoroquinolonas demuestran en cambio una escasa actividad
frente a Burkholderia cepacia, con rangos de CIM 90 de 16-32 pg/ml, y
tasas de sensibilidad de aproximadamente 10 a 25% (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).
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3.2.5.2. Microorganismos gram positivos

Generaciones antiguas de fluoroquinolonas como ciprofloxacino
tienen una actividad moderada frente a microorganismos gram
positivos; sin  embargo, la utilizacidbn clinica de estos agentes en
monoterapia se evita para el tratamiento de infecciones por gram positivos
debido al rapido desarrollo de resistencia. En comparacion, las
fluoroquinolonas mas recientes han demostrado una actividad mejorada
contra organismos gram positivos y, a menudo se utilizan para tratar una
amplia gama de infecciones causadas por estos microorganismos (Davis et

al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Exhiben actividad frente a S. aureus y Staphylococcus epidermidis
sensible a meticilina. Las quinolonas mas antiguas como norfloxacino,
ofloxacino, ciprofloxacino tienen actividad reducida o nula sobre especies
de estreptococos (Streptococcus pyogenes, S. pnheumoniae Yy
estreptococos grupo viridans) y bacterias anaerobias. Frente a
Enterococcus spp., su actividad es muy reducida. Levofloxacino posee una
potente actividad frente a microorganismos gram positivos y atipicos en

comparacion con ciprofloxacino (Davis et al., 2014).

Las tasas de sensibilidad a los nuevos agentes son
aproximadamente del 90-95% para S. aureus sensible a meticilina
(MSSA). Se ha determinado el orden de potencia de fluoroquinolonas

frente a MSSA de la siguiente manera gemifloxacino> moxifloxacino>
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levofloxacino> ciprofloxacino. Los nuevos agentes pueden mostrar CIMs
elevadas frente a cepas de S. aureus resistentes a ciprofloxacino, siendo
también inactivos frente a la mayoria de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) vy estafilococos coagulasa negativo resistentes a
meticilina. Aunque algunos estafilococos resistentes a meticilina pueden
mostrar sensibilidad a las fluoroguinolonas, el uso clinico de estos agentes
se evita debido al rapido desarrollo de resistencia y las altas tasas de

fracaso terapéutico (Davis et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Las nuevas fluoroquinolonas tienen una actividad favorable frente a
un gran nimero de estreptococos. Estos agentes permanecen activos
contra S. pneumoniae (sensibilidad a fluoroquinolonas aproximadamente
del 98-99%) independiente de la sensibilidad a penicilina y/o macrélidos.
Del mismo modo, las fluoroquinolonas poseen excelente actividad frente a
estreptococos beta-hemoliticos (CIM 50/CIM 90: 0,12-0,25/0,25 ug/ml para
gatifloxacino; 0,25-0,5/0,5-1 pug/ml para levofloxacino) (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).

La actividad de las fluoroquinolonas frente a Enterococcus spp. es
variable, y con frecuencia escasa. A pesar de que algunas cepas de E.
faecalis son inhibidas a concentraciones plasmaéticas, las fluoroquinolonas
no se utilizan normalmente en la clinica para el tratamiento de infecciones
por enterococos, con la posible excepcion de las infecciones del tracto

urinario (Davis et al., 2014).
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Las nuevas fluoroquinolonas presentan mayor actividad frente a
Listeria monocytogenes que ciprofloxacino (Davis et al., 2014) (Sharma et

al., 2009).

3.2.5.3. Microorganismos anaerobios

Fluoroquinolonas como ciprofloxacino y levofloxacino tienen muy
escasa actividad frente a anaerobios. Tanto trovafloxacino como
clinafloxacino  presentan actividad anti-anaer6bica mejorada en
comparacion con los compuestos antiguos. De hecho, trovafloxacino
recibié indicaciones de la FDA para diversas infecciones anaerobias,
incluyendo infecciones intraabdominales, ginecoldgicas, pélvicas, de la piel
y sus estructuras (incluyendo infecciones del pie diabético). Sin embargo,
la toxicidad asociada con estos agentes ha interrumpido su uso
clinico. Gatifloxacino, moxifloxacino y gemifloxacino exhiben actividad
variable contra anaerobios, particularmente frente a bacterias gram
negativas anaerobias. Del mismo modo, moxifloxacino muestra marcada
mejoria de la actividad en comparacién con ciprofloxacino frente a
bacterias gram negativas anaerobias (CIM 50/CIM 90: 0,25/1 ug/ml para
moxifloxacino vs. 4/32 ug/ml para ciprofloxacino) (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).

En general, las nuevas fluoroquinolonas tienen una mayor actividad
frente a bacterias anaerobias gram positivas en comparacion con las gram

negativas (Davis et al., 2014) (Sharma et al., 2009).
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3.2.5.4. Micobacterias

Las fluoroquinolonas tienen actividad variable frente a
micobacterias tuberculosas y no tuberculosas. En general, son mas activas
frente a Mycobacterium tuberculosis que frente a otras micobacterias. Las
C-8 metoxi-fluoroquinolonas, moxifloxacino y gatifloxacino, muestran una
actividad mucho mas potente que ciprofloxacino y levofloxacino frente a M.
tuberculosis. En contraste, las naftiridinas gemifloxacino y trovafloxacino
son menos activas frente a cepas de M. tuberculosis (Davis et al., 2014)

(Sharma et al., 2009).

En cuanto a las micobacterias de crecimiento rapido, moxifloxacino
y gatifloxacino demuestran ser mas potentes contra Mycobacterium
fortuitum (CIM 90: 0,5 pg/ml) que levofloxacino (CIM 90: 1 pg/ml), teniendo
en cambio todas ellas una actividad muy limitada frente a Mycobacterium
chelonae (CIM 90: 16 ug/ml tanto para moxifloxacino y gatifloxacino; CIM
90: 32 pg/ml para levofloxacino). Frente a micobacterias de crecimiento
lento, moxifloxacino posee una mayor actividad frente a Mycobacterium
kansasii >Mycobacterium intracellulare>Mycobacterium  avium  que

gatifloxacino y levofloxacino (Davis et al., 2014)(Sharma et al., 2009).

3.2.5.5. Patégenos atipicos

Las fluoroquinolonas muestran actividad contra Legionella

pneumophila, Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma Pneumoniae. Se ha
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observado potencia similar entre las nuevas y antiguas fluoroquinolonas

frente a L. pneumophila (Davis et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Gatifloxacino, moxifloxacino y gemifloxacino tienen rangos de CIMs
mas bajos que levofloxacino y ciprofloxacino frente a organismos como C.

pneumoniae y M. pneumoniae (Davis et al., 2014) (Sharma et al.,2009).

3.2.6. Farmacocinética y farmacodinamica

Las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los
diferentes compuestos antimicrobianos dependen de factores como
concentracion y dosis de farmaco requerida para inhibir la viabilidad de
patdgenos. Asi, por ejemplo, las quinolonas, incluidos los derivados
fluorados, son farmacos que dependen de la concentracién para la

erradicacion bacteriana (Florez et al., 2014).

En consecuencia, es importante su concentracibn maxima, mas que
otros factores, como el area bajo la curva inhibitoria, para conseguir el

mayor grado de eficacia (Flérez et al., 2014).

3.2.6.1. Farmacocinética

Estos compuestos se absorben facilmente después de su
administracién oral con una biodisponibilidad que oscila entre el 50 y mas
del 90%. La variabilidad esta determinada por el agente, alcanzando su
concentracion sérica maxima entre 1-3 h. Su absorcién oral no se ve

afectada de forma significativa en presencia de alimentos, pero el tiempo
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necesario para alcanzar la concentracién plasmatica maxima puede
retrasarse. Sin embargo, la ingesta simultanea con antiacidos que
contengan magnesio (Mg**), aluminio (AlI**), calcio (Ca**) y/o sucralfato, asi
como farmacos que contengan hierro (Fe**) y/o zinc (Zn**), puede afectar
su biodisponibilidad. La absorcion oral de levofloxacino es practicamente
completa, por lo que las concentraciones plasmaticas que se alcanzan tras

la administracién oral son similares a las logradas tras la administracion

intravenosa (Tabla 4) (Flérez et al., 2014) (Sharma et al., 2009) (Alvarez et

al., 2015).

Tabla 4. Propiedades Farmacocinéticas de las Quinolonas

Tomada de Flérez et al., 2014

Fraccion Semivida Unic'),n a V4 Eliminacién
absg?ci()n " pro(totj(:)nas (ko) Orina | Heces
%) 06 | %)
Acido 80 15 80-90 0,3-0,4 80 5
nalidixico
Ciprofloxacino 60-85 3,5-4,5 19-43 2-3 40-60 | 15-20
Enoxacino 75-80 5 40-50 1,7-2 65-72 18
Sparfloxacino 90 15-20 40 3,6 40 50-55
Fleroxacino >90 10 32 >1 85 3
Levofloxacino 100 6-8 24-38 1,1 80 —
Norfloxacino 35-45 4 14 1,7-2 30-50 30
Ofloxacino 85-95 7 8-30 1,3-1,8 | 70-90 4
Pefloxacino 95 12 25 1,2-1,9 | 50-70 8-20

*VVd: Volumen de distribucién: Volumen aparente en el que el farmaco se diluye en
el organismo
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El perfil farmacocinético de los andlogos nuevos de
fluoroquinolonas mejora considerablemente respecto a los agentes
antiguos de esta clase. Su vida media plasmatica prolongada permite la
dosificacién diaria y una mayor concentracién plasméatica maxima (Flérez

et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Las bajas concentraciones alcanzadas en plasma y tejidos por las
guinolonas antiguas, es una caracteristica que hace poco eficaces a estos
agentes para el manejo de infecciones sistémicas; solo en rifidén y orina
alcanzan niveles Utiles, por lo que su uso se limita a infecciones urinarias

(Flérez et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

El escaso porcentaje de union a proteinas (20-50%, principalmente
a albimina), bajo grado de ionizacién y elevada solubilidad en agua
favorecen el transporte de la mayoria de fluoroquinolonas al territorio
extravascular, alcanzando concentraciones incluso superiores a las
plasméaticas en muchos tejidos (mucosa bronquial y gastrica, orina, rifion,
pulmén, liquido sinovial, bilis, heces fecales, tejido prostatico, neutrofilos y
macrofagos); la concentracién que logran en el esputo, piel, musculo, utero
0 saliva es superior al 50% de la plasmatica, y pueden encontrarse
concentraciones inferiores en el sistema nervioso central, liquido
cefalorraquideo (excepto cuando las meninges estan inflamadas), grasa y

0jo (Sharma et al., 2009) (Alés, 2009).
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Se ha planteado la hip6tesis de que la p-glicoproteina en la barrera
hematoencefalica puede desempefiar un papel en este hecho. Las
fluoroquinolonas atraviesan la placenta y se concentran en el liquido
amniédtico. Se eliminan por la leche, por lo que deben evitarse durante la
lactancia (Florez et al., 2014) (Sharma et al., 2009) (Alds, 2009) (Petri,

2012).

Las fluoroquinolonas pueden eliminarse a través de mecanismos
hepaticos o renales. En el rifién por filtracién glomerular y secrecion tubular
activa, en el higado por reacciones de oxidacién (enzimas del sistema
CYP450) o conjugacién. El anillo de piperazina se metaboliza faciimente
dando como resultado una actividad antimicrobiana disminuida, de tal
forma que tanto los metabolitos como el farmaco sin modificar pueden
encontrarse en la orina y en la bilis; algunos sufren circulacion
enterohepética, y en las heces se detectan concentraciones elevadas

(Flérez et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

Ofloxacino, levofloxacino y gatifloxacino son eliminados
practicamente sin metabolizar en la orina. EI metabolismo hepético de
pefloxacino y esparfloxacino origina metabolitos con actividad
antibacteriana conservada. La excreciéon de ciprofloxacino, enoxacino,

fleroxacino, lomefloxacino y norfloxacino es mixta (Florez et al., 2014).

La vida media de eliminacién (t1/2) es muy variable, pero, en la

mayoria de los casos, suficiente para permitir un intervalo de
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administraciébn de 24 h. Las fluoroquinolonas son poco dializables (es
decir, hay una deficiente eliminacién a través de didlisis peritoneal o

hemodialisis) (Flérez et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

La insuficiencia renal prolonga el t1/2 de eliminacion y, en
ocasiones, es necesario reducir la dosis o ampliar el intervalo de
administracién, asi por ejemplo, cuando el filtrado glomerular se encuentra
por debajo de 50 se recomienda reducir la dosis de ofloxacino y
levofloxacino, y cuando estd por debajo de 30, de norfloxacino y

ciprofloxacino (Florez et al., 2014) (Alés, 2009).

Se aprecian cambios en la farmacocinética en estados patolégicos
0 edad avanzada. Por ejemplo, el metabolismo de ciprofloxacino u
oxociprofloxacino se reduce en la cirrosis hepética. Sin embargo, la diarrea
o infecciones cutdneas no alteran la absorcion oral de fluoroquinolonas

(Tabla 4) (Flérez et al., 2014) (Sharma et al., 2009).

3.2.6.2. Farmacodinamica

La farmacodinamica define la relacion entre la exposicion a un
farmaco y el efecto resultante, sea éste terapéutico o toxico. A través de
esta relacion exposicion-respuesta se puede optimizar la terapia para el
paciente, reduciendo la toxicidad e incrementando la respuesta terapéutica

(Drusano et al., 1998).
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El objetivo primario de un antibiético es reducir el namero de
patdgenos localizados en el sitio de infeccién, de ahi que la concentracion
de farmaco en el sitio de infeccion sea importante para medir su eficacia

(Drusano et al., 1998).

En el caso de los agentes bactericidas, la tasa de eliminacion
puede considerarse como una variable farmacodinamica relacionada con
la muerte del organismo en el lugar de la infeccion primaria (Drusano et al.,

1998).

Dos elementos son importantes para tener una idea de la dinamica
de muerte bacteriana; exposicion al farmaco y potencia de este (Drusano

et al., 1998).

La exposicion a farmacos puede valorarse a través de la
concentracion del agente en el lugar de infeccion o puede medirse en
plasma. (Drusano et al, 1998) En la mayoria de los casos, la
farmacocinética es lineal. Por lo tanto, las constantes de velocidad de
primer orden permitiran la transferencia de farmacos del plasma al foco de

infeccion (Drusano et al., 1998).

Cuando la farmacocinética es lineal y se establece una situacién de
estado estacionario, la concentracion en el foco de infeccion es
directamente proporcional a la concentracidn sérica. Esto refleja la

exposicion de los patégenos al farmaco y, por lo tanto, es un buen
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marcador de eficacia. Es importante estandarizar un modelo que permita
evaluar la exposicién del farmaco y su potencia frente a patdgenos (en la

mayoria de los casos, sera la CIM) (Drusano et al., 1998).

Esto da como resultado tres variables farmacodindmicas en la
forma de la curva tiempo-concentracién: Cmax/CIM, AUC/CIM (AUCI) y
Tiempo>CIM. Si Cmax/CIM se relacionan, esto indica que los intervalos de
dosificacion menos frecuentes conducen a mejores resultados. La relacion
AUC/CIM indica que el resultado terapéutico es independiente de la forma
de la curva, y el Tiempo>CIM significa que la forma de la curva que
mantiene altos niveles deriva en mejores resultados (Figura 12) (Drusano

et al., 1998).

Las fluoroquinolonas son activas frente a patdégenos extracelulares
e intracelulares (Mycoplasma, Chlamydia, entre otros). Su capacidad para
penetrar en las células probablemente explique su actividad contra estos

patdgenos (Drusano et al., 1998).

Para aquellos agentes farmacolégicos cuya tasa de mortalidad
bacteriana es dependiente de la concentracién (fluoroquinolonas y
aminoglucdsidos), es posible apreciar que la tasa de mortalidad varia

dependiendo de la concentracion del agente (Drusano et al., 1998).

El efecto postantibidtico (EPA) de las fluoroquinolonas sobre

microorganismos como estafilococos, Enterobacteriaceae y P. aeruginosa
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varia entre 3-6 h. En cambio, aquellos microorganismos que son
eliminados rapidamente, como Haemophilus spp. o E. coli, practicamente

no tienen EPA (Al6s, 2009) (Davis et al., 2014).

Figura 12. Relaciones farmacocinéticas
Tomada de Drusano et al., 1998
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AUC= area bajo la curva de tiempo de concentracién sérica; Cmax= concentracién
sérica maxima; MIC= concentracion minima inhibitoria; T>MIC= tiempo que la
concentracion sérica supera el MIC. Las quinolonas tienen una actividad
bactericida rpida que depende de la concentracion.

3.2.6.3. Interacciones con otros farmacos

Las quinolonas presentan numerosas interacciones con otros
farmacos (Tabla 5). Estas interacciones producen un aumento o
disminucién de metabolitos en sangre, que se ven reflejados en los analisis
bioquimicos. Los farmacos con los que hay interaccion son los

antiinflamatorios, anticoagulantes, compuestos con sales de aluminio,
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magnesio, calcio, suplementos vitaminicos, farmacos con sucralfato e

incluso con otros antimicrobianos (Mediavilla et al., 2014) (Cabrera, 2007).

Tabla 5. Interacciones mas importantes de las quinolonas

Modificada de Flérez et al., 2014

Farmaco asociado

Fluoroquinolonas

Efecto asociado

Teofilina

Ciprofloxacino

Aumento niveles de teofilina

Antiarritmicos:
procainamida, amiodarona

Levo-, moxi-,
gatifloxacino

Aumento QT: arritmias

Insulina, hipoglucemiantes
orales

Oflo-, cipro-, evo-, moxi-
, gatifloxacino

Disminucion glucosa en sangre:
hipoglucemia

Ciclosporina

Oflo-, ciprofloxacino

Aumento concentracion de
ciclosporina: nefrotoxicidad

Antiacidos y cationes (Ca?*,

Oflo-, cipro-, levo-, moxi-

Disminucién absorcion oral de

Mg?*, Zn*Y) , gati-, gemifloxacino quinolonas
AINES Oflo-, cipro-, Aumento riesgo de estimulacion de
levofloxacino SNC: convulsiones
Fenitoina Ciprofloxacino Alteracion de los niveles
plasmaticos (+/-)
Rifampicina Levofloxacino Aumento metabolismo de
moxifloxacino
Warfarina Oflo-, cipro-, levo-, Aumento del tiempo de

moxifloxacino

protrombina: riesgo de hemorragias

Las interacciones son muy variables y pueden ser:

3.2.6.3.1. Farmacodinamicas

A nivel del efecto antibi6tico, por actuar durante la fase de

crecimiento bacteriano, las quinolonas no deben administrarse juntamente

con antibiéticos

bacteriostaticos

como

clindamicina,

cloranfenicol,

tetraciclinas, nitrofuranos. Asimismo, los inhibidores de la sintesis proteica

y rifampicina inhiben la via letal dependiente de la sintesis proteica que

activan las quinolonas, por lo que en teoria no se considera indicado
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asociarlos, aunque la combinacién levofloxacino + rifampicina ha
demostrado buenos resultados en algunos tipos de infeccion como las
infecciones osteoarticulares. Los antibidticos bactericidas como los -
lactAdmicos, glicopéptidos y aminoglucosidos, potencian el efecto antibiético
de las quinolonas, lo que es especialmente Gtil en bacterias
multirresistentes o en el tratamiento de infecciones por micobacterias

(Serra, 2008).

Si se administran junto con insulina o antidabéticos orales, pueden
producir hipo o hiperglucemia (Alos, 2009). Sin embargo, estas
alteraciones del metabolismo glicidico son infrecuentes y no estan

totalmente explicadas (Mandell et al., 2010)

3.2.6.3.2. A nivel del huésped

Se ha visto una relacién entre ciertos grupos situados en la posicién
7, como piperacina o pirrolidina y el potencial epileptéogeno, siendo esto
mejor si en la citada posicién se encuentra por ejemplo un grupo metilo,
como son ciprofloxacino, enoxacino, ofloxacino y norfloxacino. Presentan
también una baja conduccién convulsivante moxifloxacino que tiene un
segundo anillo fucionado a la pirrolidina en posicion 7 (Gutierrez, 2004)

(Owens et al., 2005)

Ciprofloxacino y norfloxacino, administrados con teofilina o

foscarmet incrementan su potencial convulsivante.
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Puede haber efectos adversos neurolégicos inducidos por las
quinolonas se ven relacionados con el uso concomitante de AINES.
Algunos derivados del acido propionico como zaltoprofeno o losoprofeno
tienen una accién débil en este sentido, pero otros derivados del mismo
acido, como fenbufeno, flurbipofeno y ketoprofeno son potentes

activadores de este efecto (Kim J et al., 2009).

El mecanismo por el cual actian se relaciona con su interaccion
con los neurotransmisores y, con su similitud estructural con los agonistas
gabaérgicos. Estas sustancias pueden desplazar el Acido y-aminobutirico
(GABA) de sus receptores y disminuir la inhibiciébn gabaérgica, lo que lleva
a la estimulacion del sistema nervioso central (SNC) y a las convulsiones.
Los datos de estudios in vitro demostraron que trovafloxacino tiene la
mayor actividad epileptogénica, mientras que pefloxacino se asocié con
menor frecuencia de efectos adversos neuroldgicos, a pesar de su mayor
penetracion en el SNC. Levofloxacino, tiene menor penetracion en SNC v,
por lo tanto, es la que se asocia con menor neurotoxicidad. Ademas,
pueden provocar hipoglucemia o hiperglucemia al usarse con

antidiabéticos orales o con insulina (Tomé et al., 2011) (Alés, 2009).

El uso concomitante con glucocorticoides sistémicos durante
periodos prolongados puede ser causa de ruptura tendinosa. Debe
evitarse el uso conjunto de quinolonas con farmacos que prolonguen el

intervalo QT; antipsicoticos como pimozida, antidepresivos triciclicos,
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cisapride, macrdlidos y antiarritmicos de clase la (quinidina) o Il
(amiodarona). La furosemida puede inducir hipomagnesemia. Por ello, se
deberan extremar las precauciones cuando se usen conjuntamente, pues
muchos de los efectos adversos de las quinolonas son atribuidos a

hipomagnesemia relativa (Serra, 2008).

3.2.6.3.3. Farmacocinéticas

Hay farmacos que reducen la absorcion de las quinolonas y
viceversa, cuando entre las 2-4 h de su administracion oral se ingieren
productos que contienen cationes del tipo de calcio, aluminio, magnesio,
hierro o zinc, como pueden ser antiacidos, suplementos nutricionales,
suplementos minerales, multivitaminicos o sucralfato, disminuyen su
biodisponibilidad y, reciprocamente, la de las quinolonas, por quelacion en
la luz intestinal. La biodisponibilidad de las quinolonas puede disminuir
hasta un 90%. Para evitar este fendbmeno se deben administrar separados
por al menos 2 h. Los antagonistas H2 (cimetidina, ranitidina, famotidina) y
los anticolinérgicos (propinoxato, butilescopolamina) pueden retrasar la
absorcion de algunas quinolonas, hecho que carece de importancia clinica
(Wolfson et al., 1989) (Alés, 2009) (Serra, 2008) (Mandell et al., 2010). Ni
la comida ni la aclorhidria afectan significativamente a su absorcion,
aungue en algunos casos pueden retrasar el alcance de Cmax, que Seria
parcialmente el reflejo de las diferencias de la absorcion intestinal (Hooper

et al., 1985) (Mandell et al., 2010)
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3.2.6.3.4. A nivel del metabolismo de drogas

Ciertas quinolonas inhiben la funcion de los Citocromo P450 1A2

(CYP1A2) y Citocromo P450 3A4 (CYP3A4) (Tabla 6) y por ello

incrementan las concentraciones plasmaticas de muchos farmacos, incluso

hasta alcanzar niveles toxicos. La inhibicion es competitiva y se produce,

por lo menos sobre el CYP1A2, por derivados oxidados del anillo

piperazina (4" oxo-quinolona). Este hecho es independiente del grado de

metabolismo que sufre una quinolona determinada, pues enoxacino, que

se metaboliza menos que ciprofloxacino mediante las mismas reacciones,

inhibe mucho mas a los Citocromo P450 (CYP) (Figura 13) (Serra, 2008).

Tabla 6. Interacciones medicamentosas de ciertas quinolonas por

inhibiciéon CYP
Tomada de Serra, 2008

Isoforma Quinolona Farmacos que pueden aumentar sus niveles plasmaticos y/o su
CYP toxicidad por la interacciéon
CYP1A2* Ciprofloxacino Aminofilina, amitriptilina, cafeina, clorpromazina, diazepam, imipramina,
Norfloxacino levomepromazina, metoclopramida, ondansetrén, paracetamol,
Acido pipemidico propafenona, ritonavir, tamoxifeno, teofilina, verapamil, R-warfarina,
Enoxacino zopiclona**
CYP3A4 Enoxacino Alfentanilo, alprazolam, amiodarona, amitriptilina, amlodipina,

Norfloxacino

atorvastatina, budesonida, bromazepam, cafeina, carbamazepina,
clorpromazina, cimetidina, cisapride, claritromicina, clindamicina,
clonazepam, clozapina, ciclosporina, dapsona, dexametasona,
diazepam, digoxina, diltiazem, doxorrubicina, enalapril, eritromicina,
felodipina, fentanilo, fluoxetina, hidrocortisona, imipramina, indinavir,
itraconazol, ketoconazol, lidocaina, lorazepam, losartan, lovastatina,
midazolam, nifedipina, nimodipina, omeprazol, ondansetron,
pravastatina, prednisona, progesterona, propafenona, quinidina, quinina,
rifampicina, ritonavir, saquinavir, sildenafil, simvastatina, verapamil,
vinblastina, vincristina, zolpidem**

* CYP inhibido por 4" oxo-quinolona. Enoxacino fue retirada de la comercializacion
por esta interaccion. ** En cursiva, farmacos que ocasionan QT prolongado; las
metilxantinas ademas pueden producir convulsiones; el tamoxifeno se activa por el
CYP1A2 por lo que la inhibicion de esta isoforma, por el contrario, resta actividad.
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Las dos interacciones mas relevantes por su frecuencia son:

e Disminucion de la eliminacion de metilxantinas (teofilina y cafeina), por
lo que se aconseja monitorizar los niveles séricos de teofilina. Los
aumentos de teofilinemia con enoxacino, ciprofloxacino y ofloxacino
son del 111%, 23% y 12%, respectivamente (Serra, 2008).

e Aumento de la t¥2 de la warfarina, ya que su isémero R se metaboliza
por el CYP1A2 (Serra, 2008). El efecto de la warfarina, asi como la
toxicidad renal de la ciclosporina se ven aumentados si se utilizan

concominantemente con esta familia de antimicrobianos (Alos, 2009).

Figura 13. Interacciones farmacolégicas con las
fluoroquinolonas

Tomada de Clark et al., 2012

Teofilina == Aumento de las
Warfarina _> concentraciones
Ciclosporina séricas
Ciprofloxacina
| M omxacina
; Enoxacina
Metabolitos

3.2.6.3.5. A nivel de la excrecién renal de drogas

La concentracion registrada en orina y rifion (recordemos que el

primer uso de estos antibiéticos fue frente a infecciones urinarias) varia
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segun la molecula considerada, siendo muy elevada, multiplicando por
varios cientos la concentracion sérica, por ejemplo en el caso de
norfloxacino, ciprofloxacino y ofloxacino, cuyo metabolismo es
prioritariamente renal (ofloxacino) o mixto (norfloxacino, ciprofloxacino)
(Wolfson et al., 1989) (Alos, 209) (Mandell et al., 2010). Las quinolonas
usan los sistemas de Transporte organico de Aniones (OAT) y Transporte
organico de Cationes (OCT) presentes en el tibulo contorneado proximal
para su excrecion. Por consiguiente, tanto los acidos como el probenecid,
los AINES, los diuréticos de asa y tiazidas, el metotrexato, los antibiéticos
3- lactdmicos o las bases como la cimetidina pueden reducir los niveles
urinarios de estas drogas, pero aumentan los plasméaticos. La
administracién conjunta debe hacerse con precaucién, pues segun el
efecto deseado puede perderse actividad antiinfecciosa urinaria o
aumentar la actividad farmacol6gica sistémica de las quinolonas con o sin
consecuencias; en el caso de los diuréticos podria haber una merma
transitoria de su efectividad y en el caso del metotrexato podria

incrementarse su toxicidad (Serra, 2008).

3.2.6.4. Precauciones y advertencias para su

uso

Las quinolonas son farmacos relativamente seguros; no obstante,
deben seguirse ciertas precauciones durante su uso: debido a que son

irritantes locales, las quinolonas no deben aplicarse por via IM. Las formas
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IV se deben perfundir en un lapso no menor de 60 minutos y lavar el
equipo de venoclisis. Se debe usar siempre solucién glucosada isotdnica,

pues soluciones salinas aumentan la toxicidad local (Serra, 2008).

Los efectos cutaneos indeseables mas comunes son exantema y
prurito. La fotosensibilidad es aun mas rara y esta altamente ligada a la
estructura quimica. Las llamadas quinolonas bihalogenadas, con un radical
de cloro o de fluor en posicién ocho y a la vez uno de fluor en posicién
seis, han demostrado un significativo potencial fototoxico (Saravolatz et al.,

2003) (Owens et al., 2005).

La posibilidad de distintas fluoroquinolonas de producir alargamiento del
intervalo QT a sido clasificada por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) en tres grupos: Fluoroguinolonas con riesgo
potencial de inducir prolongacion de QT (gemifloxacino y moxifloxacino),
fluoroquinolonas con bajo riesgo de alargar el intervalo QT (levofloxacino,
norfloxacino y ofloxacino) y fluoroquinolonas muy bajo de producir mayor
duracion del intervalo QT (enoxacino, pefloxacino, prulifloxacino vy

Rufloxacino) (AEMPS, 2010).

De la misma forma, se recomienda realizar controles mas
frecuentes del tiempo de sangria y de su razén internacional normatizada
(RIN) si estos farmacos han de administrarse en pacientes tratados con
warfarina. Debe siempre pensarse en una posible ruptura de tendén si los

pacientes que reciben quinolonas tienen antecedentes de factores
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concomitantes y presentan dolor y edema (de afectacién bilateral en el
caso del tendon de Aquiles). El riesgo de artropatia puede limitar o
contraindicar el uso de quinolonas en nifios y adolescentes, salvo que el
beneficio supere al riesgo. Ademas, este riesgo de tendinitis o ruptura
tendinosa aumenta en pacientes de mas de 60 afios, que reciben
tratamiento simultaneo con corticoesteroides, y receptores de trasplantes
renales, cardiacos o pulmonares (Loebstein et al., 1998) (Clark et al.,

2012).

A pesar de que ciertos sustituyentes del anillo quinolénico han sido
relacionados con dafios del material genético de animales, el riesgo de
mutagenicidad o carcinogénesis en el ser humano por el uso de quinolonas
es casi nulo. Los estudios en animales sobre el uso de quinolonas durante
el embarazo contraindican su uso; no obstante, los pocos datos
provenientes de estudios en el ser humano indican que no son

teratogénicas, por lo cual se les ha establecido categoria C (Serra, 2008).

3.2.7. Uso clinico de fluoroquinolonas

Por su espectro de actividad y potencia, las fluoroguinolonas se
usan para el tratamiento de una gran variedad de infecciones, tanto dentro

como fuera del ambiente hospitalario (Al6s, 2009).

La terapia por via intravenosa se prefiere para pacientes con

infecciones graves o malabsorcion intestinal. Fuera de estos casos, se
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prefiere la via oral por la facilidad de administracion, el menor riesgo de

efectos adversos y el menor costo (Alos, 2009).

El uso de fluoroquinolonas es muy claro y hace hincapié en tomar
en cuenta los halos de resistencia bacteriana o CIM reportados por el

laboratorio de bacteriologia (Alés, 2009).

Esta familia antibiética es muy frecuentemente utilizada, en el
ambito hospitalario, extrahospitalario y el veterinario, debido a su espectro
de accion, biodisponibilidad, eficacia, baja toxicidad y prescipcion oral y
parenteral, esto ha hecho que las tasas de resistencia sean enormes en
algunas zonas geograficas y ha propiciado que se intente restringir su uso

para prevenir la aparicion de dichas resistencias. (Vifiuela 2015)

Los usos clinicos son:

3.2.7.1. Infecciones de transmision sexual:

El espectro de accién que comprende son: Neisseria gonorrhoeae
(gonorrea), Clamydia trachomatis (linfogranuloma venéreo), Haemophilus
ducreyi (chancroide), Klebsiella granulomatis (granuloma inguinal),

mycoplasma y ureaplasma genital.

Para la gonorrea se recomienda ciprofloxacino oral 500 mg en una
sola dosis u ofloxacino oral 400 mg también en dosis Unica, si el caso que
se est4 tratando es sensible a quinolonas, dado el alto nivel de resistencia

a fluoroquinolonas que N. gonorrhoeae a alcanzado en un breve lapso de
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tiempo. (Bignell et al.,, 2013). Para el chancroide se considera a
ciprofloxacino como segunda linea de tratamiento en algunas guias
europeas (Kemp et al.,, 2011)(STI-Treatment Pocket Guide 2014/2015).
Para el granuloma inguinal también se considera el ciprofloxacino como
terapia de segunda linea (O Farrell et al., 2010). Para mycoplasma y

ureaplasma se recomienda ofloxacino y levofloxacino. (Kong et al., 2015)

3.2.7.2. Infecciones gastrointestinales:

En los dltimos afios se ha observado un incremento en el
porcentaje de resistencia en microorganismos como Campylobacter o
Salmonella sp., debido al uso excesivo de las fluoroquinolonas, por lo que
no se recomienda su uso, al menos de manera empirica. El uso de
fluoroquinolonas para profilaxis de diarrea del viajero actualmente no se

recomienda (Alés, 2009).

3.2.7.3. Infecciones intraabdominales:

La sociedad americana de infecciones actualmente recomienda la
aplicacion de un esquema secuencial de ciprofloxacino, levofloxacino y
moxifloxacino en combinacién con metronidazol en el tratamiento de
infecciones de intensidad leve a moderada; para las infecciones graves la
indicacion se limita a ciprofloxacino mas metronidazol parenterales (Al6s,

2009).
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3.2.7.4. Infecciones O0seas y protesis

osteoarticulares:

Dadas las caracteristicas farmacocinéticas y espectro de accién
gue las fluoroquinolonas poseen, son una opcion valida en este tipo de
infecciones, por la facilidad de realizar tratamientos extrahospitalarios que
influyen en la reduccién de costos y calidad de vida frente a los pacientes.

Un ejemplo de indicacion es la osteomielitis aguda y crénica (Alos, 2009).

Se utiliza sobre todo ciprofloxacino, siendo farmaco de segunda
eleccién en el caso de que la etiologia sea P. aeruginosa o Staphylococcus
aureus y hay que estar atentos a la aparicién de resistencias en el curso
del tratamiento, también mecionadas en el caso de Serratia marcenses

(Al6s, 2009)(Mandell et al., 2010).

3.2.7.5. Infecciones de piel y tejidos blandos:

Esta indicado en la infeccién del pie diabético, como farmaco de
segunda eleccion donde se las puede utilizar tanto en monoterapia como
en combinacion con otros antibiéticos (Garcia Rodriguez et al., 2006)(Alds,

2009).

3.2.7.6. Infecciones del tracto respiratorio:

Si bien las quinolonas no son de primera eleccion en el tratamiento

empirico de las neumopatias de la comunidad, la emergencia de nuevos
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patdgenos atipicos y resistentes al tratamiento clasico tiende a generalizar

el uso de quinolonas (File et al., 2004)

Por su actividad antipseudomonica, ciprofloxacino ha sido utilizada
con bastante frecuencia en dosis altas y asociada a otros antibioticos, en
casos de neumonia nosocomial producida por P. aeruginosa. También se

usa como antibiético de primera linea contra L. pneumophila (Al6s, 2009).

Se utilizan ademéas como uno de los tratamientos empiricos en las
reagudizaciones de la enfermedas pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y

de las bronquiectasias (Mandell et al., 2010)(Woodhead et al., 2011)

Algunas fluoroquinolonas han demostrado mayor efecividad y mejor
espectro frente a los patdgenos mas comunes en el arbol respiratorio y se
han dado en denominar “quinolonas respiratorias”. Algunas son:

levofloxacino, moxifloxacino, gemifloxacino (Garcia Rodriguez et al., 2006).

3.2.7.7. Infecciones por micobacterias:

Se deben tener muy en cuenta los patrones de resistencia para el
tratamiento de M. tuberculosis en nuestra area para determinar en qué
categoria de eleccién ubicarla, ya que los datos de resistencia han dado
indicios de fallos terapéuticos con el uso de fluoroquinolonas. Por estos
motivos se las considera farmacos de segunda linea y en situaciones
especiales, como pacientes con hepatopatia crénica (Gonzalez-Martin et

al., 2010) (Sanchez et al., 2010).

77



Evaluacion de Mecanismos Moleculares de Revision Bibliografica
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas

de E. coli Uropatogenas en Poblacion

Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guaman Gualpa

3.2.7.8. Infecciones de tracto urinario:

Las fluoroquinolonas han sido durante mucho tiempo el tratamiento
de eleccion en ITU provocada por bacterias gram negativas, especialmente
por enterobacterias. (E. coli). Las fluoroquinolonas tienen un espectro
satisfactorio, abarcando a la mayor parte de los patdégenos habitualmente
implicados (Figura 14) en este tipo de infecciones, lo que sumado a los
beneficios farmacocinéticos que estas presentan (levofloxacino,
ciprofloxacino, norfloxacino, ofloxacino), facilita su acciébn en el tracto
urinario bajo. (Sanchez et al., 2010)(Mandell et al., 2010)(Gupta et al.,
2011). Por ello, las quinolonas han sido ampliamente empleadas en ITU

inferior no complicada (cistitis) (Tabla 7).

Figura 14. Patégenos asociados a ITU

Tomada de Yamamoto et al., 2010

Multiple pathogens

2 species (n=12)
E.cali+Enteracaccus faecalis

Single pathogen; other than E. coli (n = 12)
CNS 3

E.coli+CNS ? K.pneumoniae 2
E.coli+Enterococcus sp. 1 Proteus mirabilis 2
E.coli+K pneumoniae ] Enterococcus faecalis 1
E.coli+Streptococcus agolactioe 1 Enterobacteriacege sp. 1

. Citrobacter koseri 1
3 spedies fn =2 Citrobacter sp. 2

E.coli+E.faecalis+K.pneumoniae 1
E.coli+E.faecalis+

Corynebacterium sp.

Single pathogen; E. coli (n = 76)
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A continuacién, se presentan el esquema de tratamiento duracion y
costos de estos. Utilizados por protocolos terapéuticos del Ministerio de

Salud Publica del Ecuador (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2012).

Tabla 7. Tratamiento antibiotico de cistitis no complicada en el
adulto

Tomada de Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2012

Antibiético Dosis diaria Duracién Costo Total del
del Actual/ tratamiento
tratamiento Unidad Ecuador
Ciprofloxacino | Tableta 250 mg 2 v/d | 3 dias 0.30 centavos | $1.80

Ciprofloxacino

Tableta 250 mg 2 v/d

7-10 dias
en recidivas

0.30 centavos

$ 4.20 (7 dias)
$ 6.00 (10 dias)

Las guias de practica clinica de las infecciones del tracto urinario
bajo y alto mencionan que las quinolonas como tratamiento empirico estan
guiadas por espectros y patrones de sensibilidad microbiana, eficacia,
tolerabilidad, efectos adversos, costo y disponibilidad, aunque se ha
observado resistencia, especialmente en presencia de factores como edad,

sexo, historial de ITU o la toma previa de antibiéticos (Alds, 2009).

Se podria considerar en el tratamiento de mujeres jévenes que no
hayan recibido previamente tratamiento con quinolonas y sin factores de
resistencia. En general, se recomienda evitar su uso como farmaco de
primera linea y dejarlo reservado para infecciones mas graves (Grabe et

al., 2010).
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A continuacién, se detallan las pautas terapéuticas, duracion y

costo del tratamiento establecido por las guias de practica clinica: cistitis

no complicada en mujeres (Tabla 8) (Asociacion Espafiola de Urologia,

2006) (Grabe et al., 2010), pielonefritis aguda no complicada en mujeres

(Tabla 9) (Grabe et al., 2010).

Tabla 8. Tratamiento antibiético en cistitis no complicada en

mujeres

Modificada de Asociacion Espafola de Urologia, 2006

Antibiético Dosis diaria | Duracion del Costo actual/ | Total del tratamiento
tratamiento Unidad Ecuador
Ciprofloxacino Tableta 250 3 dias 0.30 centavos $1.80
mg 12 h
Levofloxacino* Tableta 250 3 dias 0.94 centavos $1.88
mg dosis
Unica diaria
Norfloxacino Tableta 400 3 dias 0.21 centavos $1.26
mg 12 h
Ofloxacino Tableta 200 3 dias $1.20 $ 3.60
mg 12 h
*Presentacion en el Ecuador: Levofloxacino tableta de 500 mg.
Tabla 9. Tratamiento empirico de la pielonefritis aguda no
complicada en mujeres
Modificada Grabe et al., 2010
Antibidtico Dosis diaria Duracion Costo Total del
del Actual/ tratamiento
tratamiento | Unidad Ecuador
Ciprofloxacino | Tableta 750 mg | 7-10 dias $0.80 $11.20 (7 dias)
2v/d $ 16.00 (10 dias)
Levofloxacino | Tableta 500 mg | 7-10 dias $0.94 $ 6.58 (7 dias)
1v/d $9.40 (10 dias)
Tableta 750 mg | 5 dias $2.15 $10.75
1v/d
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Adicionalmente, el tratamiento con quinolonas es una buena
alternativa en situaciones como: ITU recurrente en mujeres jévenes, ITU
en varones adultos y pacientes con ITU con sonda. Se detalla el esquema

de tratamiento (Tabla 10) (Gonzalez, 2012).

Tabla 10. Tratamiento alternativo con quinolonas en
situaciones clinicas especiales

Modificada de Gonzalez, 2012

Situacion Antibidtico Dosis Duracion Costo Total del
diaria del Actual/ tratamiento
tratamient Unidad Ecuador
0

Profilaxis Norfloxacino* Tableta Hasta 6 - | 0.21 $22.52
ITU 200 mg | 12 meses centavos | (6 meses)
recurrente diaria Caja de | $45.63
en mujer nocturna 20 tabs. (12 meses)
joven $5.00

ITU en Ciprofloxacino Tableta 4-6 0.70 $9.80
varones 200 mg | semanas centavos | (7 dias)
Adulto 12h $ 19.60

(14 dias)
ITU Ciprofloxacino Tableta 7 dias 0.70 $9.80
con sonda 500 mg centavos
12 h

*Presentacién en el Ecuador: Norfloxacino tableta de 400 mg.

Sin embargo, actualmente no seria adecuado considerarlos
farmacos de primera linea en el tratamiento de ITU no complicada, ya que
su uso y abuso han causado un aumento significativo de su resistencia, o
cual es demostrado por un estudio realizado por el CNRAM-INSPI de la
ciudad de Quito, donde se observa una alta tasa de resistencia a las
fluoroquinolonas que, en pacientes de la comunidad, es mayor del 40%, y
en pacientes hospitalizados mayor del 50% en cepas de E. coli (CNRAM-
INSPI,

2018). Esto conlleva que hoy en dia no se utlicen las
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fluoroquinolonas como tratamiento empirico en ITU. Por lo tanto, la
indicacién seria reservarlas para casos donde no exista otra opcion
disponible o en casos graves producidos por P. aeruginosa (Yamamoto et

al., 2010).

3.2.8. Efectos adversos

La reaccion adversa mas importante y limitante para su uso, es que
afectan el desarrollo del cartilago y por ello estdn contraindicadas en los
nifos, adolescentes, embarazadas y mujeres en lactancia. La artropatia en
las especies animales juveniles, es una forma de toxicidad que se ha

observado (Cué et al., 2005).

En cuanto a otras reacciones adversas, tanto en la incidencia como
en el tipo de reacciones de los farmacos, existen pequefas diferencias. En
su mayoria, las manifestaciones son leves y desaparecen al suspender el
medicamento. Solo el 1-3 % de los pacientes tratados deben suspender el
tratamiento por efectos adversos (Cué et al.,, 2005). Las mas frecuentes

son:

3.2.8.1. Efectos gastrointestinales

Afectan al tracto gastrointestinalPrincipalmente anorexia nauseas,
dolor abdominal, dispepsia, emesis, pérdida de apetito y diarrea con menor

frecuencia (Cué et al., 2005)(Owens et al., 2005)(Mandell et a., 2010).
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3.2.8.2. Sistema nervioso central

Los efectos son mareos, cefalea, inquietud, depresién, insomnio,
somnolencia, confusion, fatiga, agitacion y temblores, raramente pueden
presentarse reacciones psicoticas, alucinaciones, convulsiones y
alteraciones del estado de animo. Normalmente estas reacciones
comienzan después de pocos dias de iniciado el tratamiento y
desaparecen al suspender la medicacién. Los pacientes de edad avanzada
y aquellos con enfermedades del sistema nervioso central son los mas
susceptibles a estas complicaciones, por lo que se recomienda administrar
el farmaco en estos casos bajo estrecha vigilancia y no usar dosis
extremadamente altas (Cué et al., 2005)(Owens et al., 2005)(Mandell et a.,

2010).

3.2.8.3. Reacciones dérmicas

Pueden observarse reacciones cutaneas de hipersensibilidad que
incluyen eritema, prurito y urticaria, las cuales son bastante infrecuentes,
aungue, en general, son leves o moderadas y desaparecen al suspender el
tratamiento. Se han descrito reacciones de fotosensibilidad con
esparfloxacino, lomefloxacino y enoxacino, por lo que se debe evitar la
exposicion al sol hasta 5 dias después de suspender el tratamiento. Son
raras con norfloxacino y ciprofloxacino, pero clinafloxacino, fleroxacino y
lomefloxacino fueron retirados del mercado por esta causa (Cué et al.,

2005)(Serra 2008).
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3.2.8.4. Alteraciones analiticas

Pueden producir leucopenia leve, neutropenia, eosindfilia,
trombocitosis y aumento de las transaminasas reversibles al suspender la

medicacion, cristaluria (Cué et al., 2005)(Serra 2008)(Mensa et al., 2014).

3.2.8.5. Alargamiento del intervalo QT en el

electrocardiograma

Pueden ocasionar arritmias ventriculares fatales (sincope y muerte
subita). Este efecto adverso ha sido descrito con las FQ mas modernas
(levofloxacino, moxifloxacino, flerofloxacino, trovafloxacino), y provocé la
salida del mercado de grepafloxacino. Por tal motivo no deben ser
aplicadas en pacientes que estén en tratamiento con antiarritmicos o que

tengan antecedentes de arritmias graves (Cué et al., 2005).

La mayor parte de los pacientes que reciben una medicacion que
alargue el intervalo QT no desarrollan arritmias. Parece que estas ocurren
en la denominada poblacién susceptible. Se han identificado siete
genotipos del sindrome del alargamiento de QT, referidos a mutaciones en
un gen regulador del canal de potasio, KCNE2. En estos pacientes los
antimicrobianos que deben evitarse son los macrélidos, quinolonas y

azoles (Owens et al., 2005).
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3.2.8.6. Tendinitis y rotura de tendones

Se ha descrito tendinitis y ruptura de tendones con tensiones
mecénicas minimas, en pacientes bajo tratamientos con FQ, por lo que se
ha sugerido el aumento de la sensibilidad a este tipo de fenémeno

asociado con estas (Cué et al., 2005).

3.2.9. Mecanismos de resistencia a

fluoroquinolonas

La adquisicion de resistencia a las quinolonas puede estar
asociada a varios mecanismos que son: mutaciones puntuales en las
dianas de los antibiéticos, impermeabilidad de membrana, bombas de

expulsion activa y resistencia mediada por plasmidos (Correia et al., 2017).

3.2.9.1. Impermeabilidad de membrana

Alteraciones en la membrana externa bacteriana que dan como
resultado una reduccion de la concentracion intracelular de los farmacos ya
sea por disminucion de la absorcion (Figura 15), aumento del flujo de
salida (Figura 15) o una combinacion de ambos, pueden conferir
resistencia a quinolonas (Correia et al, 2017). Estas mutaciones o bien la
pérdida de porina, una regulaciéon baja de porina, una modificacién del
tamafio o de la conductancia del canal de porina dardn como resultado una
limitada difusion y en consecuencia conducen a la resistencia bacteriana a

los antibiéticos (Figura 15). La reduccion o pérdida de expresion de porinas
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como OmpF, OmpC, OmpD y OmpA se ha implicado en un aumento de

resistencia a las quinolonas y otros medicamentos (Correia et al, 2017).

3.2.9.2. Bombas de expulsion

El aumento del flujo de salida (Figura 15) en las bacterias gram negativas,
puede estar implicado en la resistencia a quinolonas. En general, esta
producido por bombas de expulsion que son miembros de la familia RND,
gue son complejos tripartitos formados por una proteina de bomba de
membrana interna, una proteina de canal de membrana externa y una

proteina de fusién de membrana periplasmica (Correia et al, 2017).

3.2.9.3. Resistencia a quinolonas mediada por

plasmidos

Desde hace 3 décadas que comenzaron a usarse las quinolonas en la
practica clinica, se pensaba que las mutaciones de resistencia estos
farmacos se producian en los cromosomas de la bacteria y eran
hereditarias, siendo los pladsmidos innecesarios para la supervivencia
diseminacion de estas cepas, asi mismo que al ser de origen sintético, las
bacterias no podrian desarrollar sistemas de defensa contra ellos.
(Courvalin, 1990). En 1998 por primera vez se demostrd la intervencion de
un plasmido en la adquisision de resistencia ante esta familia de

antibiéticos (Martinez-Martinez et al., 1998).
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La Resistencia a quinolonas mediada por pladsmidos (RQMP), esta dada

por varios mecanismos.

3.2.9.3.1. Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr pertenecen a la familia de proteinas repetidas de
los pentapéptidos, y confieren resistencia a quinolonas protegiendo
fisicamente la ADN girasa y la topoisomerasa IV de la inhibicion de
quinolona. Se han descrito cinco tipos de determinantes Qnr, codificados
por los genes gnrA, gnrB, gnrS, gnrC y gnrD en Enterobacteriaceae

(Strahilevitz et al., 2009) (Robicsek et al., 2006) (Briales et al., 2012).

3.2.9.3.2. Enzimas acetilasas tipo AAC (6') - Ib-cr

Un segundo mecanismo es a través de una variante funcional de una
acetiltransferasa modificadora de aminoglucésidos, AAC (6" - Ib-cr, que
alberga dos sustituciones de aminoacidos especificos; esta variante es
capaz de acetilar el nitrégeno no sustituido en C7 del anillo de piperazina
que se encuentra en quinolonas tales como ciprofloxacino, confiriendo de
este modo resistencia a quinolonas por la disminucién de la actividad del

farmaco (Correia et al., 2017).
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3.2.9.3.3.Bombas de expulsion codificadas por

plasmidos

La mayor parte de ellos estan codificados en los cromosomas, pero
algunos se localizan también en pladsmidos. Estos udltimos estan muy
extendidos en los animales de granja y también en los trabajadores de

estas explotaciones (Ruiz et al., 2012)

Dentro de este mecanismo tenemos el gen gepA, el cual pertenece a la
familia MFS y confiere disminucién de la sensibilidad a las fluoroquinolonas
hidrofilicas, especialmente ciprofloxacino, norfloxacino y enrofloxacino.
Otro gen en este grupo es 0gxAB, que pertenece a la familia RND
(Resistencia-nodulacion-division) y tiene una amplia especificidad de
sustrato mas alld de las quinolonas ciprofloxacino, norfloxacino, &cido
nalidixico, olaquindox y flumequina, afectando también a tetraciclinas,
cloranfenicol y trimetoprim, y a biocidas como cloruro de benzalconio o

triclosan, entre muchos otros compuestos (Figura 15) (Correia et al., 2017).
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Figura 15. Mecanismos de resistencia a quinolonas

Tomada de Correia et al., 2017

(b) Reduced membrane permeability

(b2) ALTERED OUTER MEMBRANE ORGANIZATIO!

(a) Target-site gene mutations

PAVAY/ AV \YAV/A\Y/
= 4 —

a < A
(d) Plasmid-mediated - \ 1
resistance

=

MATE ABC

(c) MDR efflux pump overexpression

(a) las mutaciones cromosdmicas dentro de las RDRQs de los genes que codifican las subunidades Ay
B de la ADN girasa y la topoisomerasa IV estructuralmente cambia la proteina diana, reduciendo su
afinidad de unién del farmaco. (b) mutaciones cromosémicas que conducen a la reduccion de la
permeabilidad de la membrana externa, ya sea por expresion reducida porinas (b1) o modificaciones
en la organizacion de la membrana externa (b2), y también mutaciones que conducen a un aumento de
la expresién de bombas de expulsion (c), contribuyen aditivamente a la resistencia por la disminucién
de la acumulacion de quinolona citoplasmatica. Genes de resistencia a quinolona de codificacion
plasmidica (d) pueden producir proteinas Qnr de proteccion de destino (D1), AAC (6 ') -
acetiltransferasa Ib-cr variantes capaces de modificar ciertas quinolonas (d2) o bombas de expulsion
QepA y OgxAB que expulsan activamente a las quinolonas. LPS, lipopolisacarido; MFS, superfamilia
importante facilitador; RND, resistencia-nodulacion por division; MATE, extrusién antibiética y la toxina
multiple; ABC, casete de unién a ATP; MDR, resistencia a multiples farmacos.

3.2.9.4. Resistencia a fluoroquinolonas por
mutaciones en genes de la ADN girasa

y topoisomerasa IV

Estudios iniciales centrados en E. coli, demostraron que la

resistencia a las quinolonas se produce normalmente por mutaciones en la
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ADN girasa en regiones especificas de los genes gyrA o gyrB. Las
mutaciones a nivel de la topoisomerasa IV en las regiones equivalentes a
los genes parC o parE tienen lugar tras las acontecidas en la girasa, y
producen, en general, altos grados de resistencia a fluoroquinolonas. Por
ello se identificé la girasa como principal diana de las fluoroquinolonas

(Taléns-Visconti et al., 2002).

Estas mutaciones de tipo cromosémico dan lugar a alteraciones en
segmentos definidos de los genes que codifican la ADN girasa
(especialmente en la subunidad A) y la topoisomerasa |V, en los
segmentos conocidos como Regiones Determinantes de Resistencia a
Quinolonas (RDRQ). Las mutaciones en las RDRQs de estos genes dan
como resultado sustituciones de aminoacidos que estructuralmente
cambian la proteina diana y, posteriormente la afinidad de unién entre el

farmaco y la enzima (Correia et al., 2017) (Taléns-Visconti et al., 2002).

Una Unica mutaciéon en la RDRQ de gyrA parece ser suficiente para
generar una resistencia de bajo nivel a quinolonas, y una doble mutacion
genera un alto nivel fenotipico de resistencia a las fluoroquinolonas. Se
supone gue estas mutaciones se producen de forma escalonada. El efecto
de estas mutaciones puede alterar la formacién de enlaces de hidrégeno, y
la carga negativa de los aminoacidos parece ser importante para las
interacciones de la quinolona con el complejo ADN-girasa-ADN. En los

aislados clinicos de E. coli, la resistencia a las quinolonas se asocia
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principalmente con mutaciones en gyrA, mientras que las mutaciones en
los genes de la topoisomerasa |V, parC y parE, juegan un papel
secundario. Hasta la fecha, en gram negativos, las mutaciones dentro de
parC y parE estan habitualmente supeditadas a mutaciones previas en
gyrA, de modo que las mutaciones dentro de estos genes solo se producen
si la cepa ya posee una sensibilidad reducida a fluoroquinolonas por
mutaciones en ADN girasa. Por lo tanto, las mutaciones adicionales en
parC y, en menor medida, en parE, se supone que juegan un papel
importante en la formaciéon de cepas altamente resistentes (Zurfluh et al.,
2014) (Hopkins et al., 2005) (Vila et al., 1994) (Séaenz et al., 2003) (Heisig,

1996).

3.2.9.4.1. Mutaciones en la ADN girasa

3.2.9.4.1.1. Resistencia generada por

mutaciones en el gen gyrA

Las mutaciones en la ADN girasa en gyrA se localizan entre los
aminoacidos Ala67-GIn106, mientras que en gyrB lo hacen habitualmente
entre Asp 426-Lis 447 (Ruiz, 2003) (Yoshida et al., 1991); las mutaciones

gque condicionan resistencia a E. coli se pueden ver en la (Tabla 11).
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Tabla 11. Mutaciones en las subunidades gyrA y gyrB de cepas
resistentes a quinolonas en E. coli

Tomada de Ruiz, 2003

Codbn? Aminoéacido salvaje | Mutaciones descritas

gyrA

51° Ala Val

67° Ala Ser

81 Gly Cys, Asp

82° Asp Gly

83 Ser Leu, Trp, Ala, Val
84 Ala Pro, Val

87 Asp Asn, Gly, Val, Tyr, His
106° GIn Arg, His
gyrB

426 Asp Asn

447 Lys Glu

a; Mutaciones en otros codones, como el codén 93, han sido descritas, pero su
papel en el desarrollo de resistencia a quinolonas continda siendo incierto: P Solo
descritas en mutantes obtenidos in vitro.

Aunqgue se han descrito numerosas mutaciones en gyrA y gyrB con
diferente repercusion en la disminucién de la sensibilidad a las quinolonas,
hay dos mutaciones basicas en gyrA implicadas en la resistencia: serina 83
por triptéfano y &cido aspartico 87 por asparagina en E. coli, o en las

posiciones equivalentes en otros microorganismos.

El mecanismo mayormente descrito es el primero, donde mediante
una mutacién puntual, hay un cambio en el codén 83 y se codifica otro
aminoacido de manera que se modifica la enzima diana, con lo que se
logra una alta resistencia a quinolonas como el acido nalidixico. La alta

resistencia a fluoroquinolonas como ciprofloxacino, se relaciona con mas
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de una mutacion a nivel de gyrA (normalmente ademas de la posicién 83
se afecta la posicion 87) o con mutaciones ademas en gyrA a nivel de
otros genes como parC (codones 80 o 84 de manera usual) (Mosquito et

al., 2011).

El mecanismo de resistencia determinado por mutaciones en el gen
gyrA ha sido descrito de forma practicamente sistematica en todos los
gram negativos en que se ha descrito resistencia a fluoroquinolonas

(Deguchi et al., 1997) (Vila et al., 1995) (Higgins et al., 2003).

Los fenotipos de resistencia que se asocian con mutaciones en la
RDRQ de gyrA se caracterizaron por mayores CIMs a &cido nalidixico
(incremento en 8 - 400 veces) comparada con las correspondientes a

fluoroquinolonas tales como ciprofloxacina (Hopkins et al., 2005).

Tabla 12. Cambios aminoéacidos por las mutaciones en gyrA'y
su relacion con los niveles de resistencia a fluoroquinolonas

Tomada De La Fuente et al., 2007

Especies Cepa CIM (ug/ml) de: Codén 83 Codén 87
CIP LEV | MOX

ECR17 | 32 32 32 Ser(TCG)>Leu(TTG) Asp(GAC)>Asn(AAC)
EC-145 | <0.03 | <0.03 | =0.03 ) ()

K. pneumoniae K-49 256 1 1 Ser(TCC)=2>Tyr(TAC) ()
K-218 0.25 | <0.03 | 0.06 () ()

A. baumannii 90-38 2 0.5 0.5 () )
90-39 256 16 32 Ser(TCA)=2>Leu(TTA) ()

P. aeruginosa P-15 1 1 2 () ()
P-103 | 128 64 >64 Thr(AAC)>1le(ATC) ()

Resaltado: cepas resistentes; CIP: ciprofloxacino, LEV: levofloxacino; MOX:
moxifloxacino; (-): ausencia de mutacion
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En la (Tabla 12) se analiza el codén y gen mutado junto con sus
respectivos aminoacidos, descritos en las subunidades gyrA en cepas de

E. coli resistentes a quinolonas (De la Fuente et al., 2007).

3.2.9.4.1.2. Resistencia generada por

mutaciones en el gen gyrB

En gyrB se identificaron dos sitios que determinan la resistencia a
guinolonas en los codones Asp 426 y Lis 447 (Yamagishi et al., 1986). Las
dos mutaciones en gyrB causaron un cambio de amino&cidos en una
pequefa region en el centro de la subunidad B y cerca del extremo N-
terminal de la subunidad B procesada. Asi, la mutacién del acido aspartico
426 por asparagina le confiere resistencia tanto a quinolonas acidas como
anfotéricas, y la mutacién de lisina 447 por acido glutamico le confiere
resistencia a quinolonas acidas y una ligera hipersensibilidad a quinolonas

anfotéricas (Yoshida et al., 1991).

3.2.9.4.2. Mutaciones en topoisomerasa IV

En parC, la region RDRQ esta comprendida entre los codones 67 y
107, y las posiciones que mas frecuentemente se encuentran mutadas son
los codones 80 y 84. Para parE generan cambios conformacionales que
pueden interferir en la union de las quinolonas a la ADN girasa. Estas
mutaciones no son frecuentes en aislamientos clinicos y suelen producir

niveles de baja resistencia a quinolonas lo mismo que para gyrB. La alta
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homologia entre gyrA y parC, y gyrB y parE, se ve reflejada en que las
mutaciones se localizan en puntos homologos, en los que las posiciones
81, 83 y 87 de gyrA equivaldrian a las 78, 80 y 84 de parC (Hafizah et al.,

2006).

3.2.9.4.2.1. Resistencia generada por

mutacién en el gen parC

Del mismo modo que en la ADN girasa, las mutaciones que
confieren resistencia se concentran en la RDRQ del gen parC. Esta regién
esta comprendida también entre los aminoacidos 67 y 107. Igual que en el
caso anterior la mayor parte de las mutaciones en esta region se
concentran en dos aminoacidos, Ser-80 y Glu-84 en S. aureus, y

posiciones homdlogas en otros microorganismos (Sierra 2005).

3.2.9.4.2.2. Resistencia generada por

mutacion en el gen parE

Se ha informado de que la mutacion nfxD de E. coli, que causa
resistencia a norfloxacino, es una mutacién en el gen parE. La mutacion
nfxD, que induce un cambio del aminoacido leucina 445 a histidina,
provoca un aumento minimo de la CIM en una cepa gyrA mutante pero no

en una cepa gyrA + (Nakamura, 1997) (Breines et al., 1997).

El papel de las sustituciones de amino&cidos en parE, que resulta

en el desarrollo de resistencia a quinolonas en aislados clinicos de
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microorganismos gram negativos parece ser irrelevante de hecho, ya que
s6lo se ha descrito una sola sustitucion (Leu-445 a His) en parE en un
mutante in vitro de E. coli resistente a quinolonas (Tabla 14). Por otra
parte, esta mutacion solo parece afectar a la CIM de quinolonas en
presencia de una mutacién concomitante en gyrA (Ruiz, 2003) (Everett et

al., 1996) (Ruiz et al., 1997) (Breines et al., 1997).

La secuencia de ADN de parE es muy similar a la de gyrB. Se ha
demostrado que una cepa de E. coli resistente a quinolonas que portaba
una mutacion no identificada en la region de parE, todavia necesitaba una
mutacién adicional en gyrA para expresar resistencia a quinolonas

(Hopkins et al., 2005) (Soussy et al., 1993).

Del analisis de secuencias de nuclettidos de parE no revelo
cambios en el RDQR, mientras tanto, se detecto una Unica mutacion fuera
de esta region en el codén 458 (serina TCG — alanina GCG) en la cepa de

E. coli 0125 (Gharib et al., 2013)

Para las subunidades gyrB y parE de bacterias resistentes, los
cambios de aminoéacidos, cuando estan presentes (las mutaciones en
estas subunidades son mucho menos comunes que los de gyrA o parC),
suelen localizarse en la porcion media de la subunidad en un dominio
involucrado en interacciones con sus subunidades complementarias gyrA y

parC, respectivamente (Tabla 13) (Hooper, 1998).
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Tabla 13. Mutaciones descritas en las subunidades gyrA, gyrB,
parCy parE en cepas resistentes alas quinolonas

Tomada de Rodriguez et al., 2006

Codédn Aminoécido silvestre Cambios descritos
gyrA
51 Ala Val
67 Ala Ser
81 Gly Cys, Asp
82 Asp Gly
83 Ser Leu, Trp, Ala, Val
84 Ala Pro, Val
87 Asp Asn, Gly, Val, Tyr, His
106 GIn Arg, His
gyrB
426 Asp Asn
447 Lys Glu
parC
78 Gly Asp
80 Ser lle, Arg
84 Glu Lys, Val, Gly
parE
445 Leu His

En un estudio realizado en Corea del

Norte se encontraron

mutaciones diversas en seis codones del gen parE en cepas de E. coli

resistentes a fluoroquinolonas. La mutacién en el codén 416 (Leu — Phe)

fue la mutacibn mas comun. Sin embargo, su frecuencia disminuia a

medida que aumentaba la CIM. Por el contrario, la distribuciéon de la

prevalencia de mutaciones en el codon 529 (lle — Leu) se incrementd con

el aumento de CIM (Nam et al., 2013).

Se suelen encontrar mutaciones al menos dobles, en gyrA 'y parC,

en aislados de E. coli con alto nivel de resistencia a fluoroquinolonas. No

es infrecuente que aislados de E. coliresistentes a fluoroquinolonas
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contengan otras combinaciones de mutaciones no sinénimas en gyrA

(normalmente dos) y parC (por lo general s6lo una) (Tabla 13).

La contribucion de las sustituciones de aminoacidos en gyrA y parC
a la resistencia a quinolonas puede ser variable entre diferentes bacilos
gram negativos. En P. aeruginosa, la resistencia a las fluoroquinolonas se
debe principalmente a mutaciones en gyrA, teniendo menos importancia
las mutaciones en parC. Se requieren tres o cuatro mutaciones en los
genes gyrA y parC para obtener resistencia a ciprofloxacino de alto nivel
en E. coli, pero pueden ser suficientes mutaciones dobles en gyrA y parC
para obtener una resistencia a quinolonas de alto nivel en Acinetobacter

Abaumannii (Vakili et al., 2014) (Higgins et al., 2003) (Thomas et al., 2001).

3.2.9.5. Corresistencias en E. coli

En un estudio realizado por Hernandez y colaboradores se realizo
la caracterizacion genotipica, que determiné que todas las cepas ECUP
albergaban genes blaBLEE. En el 76,2% de las cepas se observd la
presencia de un Unico gen productor de BLEE, representado por blaCTX-
M-15, mientras que el 23,8% estuvo conformado por ECUP con diversas
combinaciones de genes bla (blaCTX-M-15 + blaTEM-1, blaCTX-M-15 +
blaSHV y blaSHV + blaTEM-1). El 61,9% de los aislados se ubic6 en el
filogrupo Ay el resto de las cepas en el grupo B2 (38,1%). No se evidencid
la diseminacion de una clona de ECUP particular, solo 7 cepas

demostraron pertenecer a un grupo clonal con un indice de similitud de
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mas de 85%, en la (Tabla 14) se muestran los resultados de los patrones

de resistencia (Hernandez et al., 2014).

Tabla 14. Distribucion de los patrones de resistencia asociados con la
presencia de BLEEs en cepas de E. coli uropatbégena

Tomada de Hernandez et al., 2014

Patrén de resistencia Marcadores de resistencia N.°: 21 (n°%)
I BLEE+, TOB 1/4.76
Il BLEE+, CIP, TOB 5/23.81
Il BLEE+, CIP, TOB, AMK 2/9.25
v BLEE+, CIP, TOB, GTM 11/52.38
\Y BLEE+, CIP, TOB, AMK, GTM 2/9.52
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Seleccion de las muestras de orina

Se analizaron 319 muestras de orina, procedentes de las siguientes
comunidades andinas rurales del Ecuador: 1) Zumbahua, ubicada a 162
km de Quito, 12.643 habitantes (INEC, 2015), con un 85% de poblacién
nativa amerindia Kichwa, es parroquia del canton Saquisili de la provincia
de Cotopaxi, 2) Colta, ubicada a 206 km de Quito, 46.392 habitantes
(INEC, 2015), tiene un 70% de poblacion nativa amerindia Kichwa, y es
cantén de la provincia de Chimborazo y 3) Guamote, ubicada a 238 km de
Quito que tiene 52,392 habitantes (INEC, 2015), con un 94.5% de
poblaciéon nativa amerindia Kichwa, y es cantdon de la provincia de
Chimborazo. Se incluyé en el estudio a todas aquellas pacientes que
asistieron a la consulta externa de los servicios de salud de las
poblaciones antes indicadas entre los meses de febrero a mayo de 2016,
con sintomatologia sugestiva de ITU. A dichas pacientes se les solicité una
muestra de orina y se les indicé la forma de recoger dicha muestra. Todas
las muestras fueron cultivadas, y las muestras con recuento significativo
(210° UFC/ml) fueron procesadas. Se excluyeron aquellas pacientes con
infecciones del tracto urinario complicadas, muestras repetidas y pacientes
gue no pertenecian a las comunidades nativas amerindias Kichwa.
Teniendo en cuenta que las muestras para urocultivo se procesarian el

mismo dia de la toma o al dia siguiente de la recogida, se procedi6 a
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utilizar un conservante (acido bérico), el cual permite mantener la muestra
de orina hasta 24 horas y ayuda a inhibir la multiplicacién bacteriana. Para
ello, se preparé una solucion de &cido borico al 2% de la siguiente manera:
se pesd 2 gramos de Boric Acid ultrapure™ (GIBCO BRL 15583-024) y se
diluy6 en 100 ml de agua destilada estéril precalentada a 50°C.
Posteriormente, en una cabina de bioseguridad (AirClean 600 PCR
Workstation) se dispensaron 500 pl de la solucién de &cido bérico en tubos
Falcon de 15 ml estériles. Se afiadi6 un minimo de 6 ml de la muestra de
orina. Los tubos Falcon fueron almacenados y transportados en una
hielera a temperatura constante entre 2 a 8°C, hasta el laboratorio de
microbiologia del CRNRAM del Instituto Nacional de Investigacién en
Salud Publica "Dr. Leopoldo Izquieta Pérez", Coordinacion Zonal 9 (INSPI-
QLIP CZ9), Quito. Una vez en el laboratorio, las muestras fueron recibidas
teniendo en cuenta lo siguiente: adecuada cadena de frio durante el
transporte (2 a 8 °C), correcta identificacion de cada muestra (nombre,
cédula de identidad, edad, sexo, unidad de salud), y comprobando que
cada muestra tenga el reporte del examen elemental y microscopico de
orina (EMO). A cada muestra se le asigné un cddigo de laboratorio,
registrandose estos datos en hojas de trabajo juntamente con los datos

clinicos de la muestra.
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4.2. Siembra de las muestras de orina

Se prepar6 el material necesario para la siembra: asas calibradas
estériles de 0.01 ml y placas preparadas con medio de cultivo Eosin
Methylene Blue (EMB) rotuladas con el codigo de laboratorio asighado a
cada muestra. Las muestras fueron homogeneizadas por inversion y
sembradas mediante asa calibrada en placas con Eosin Methylene Blue
(EMB) de acuerdo con las recomendaciones para procesamiento de
urocultivos. Tras la siembra, las placas se incubaron en aerobiosis a 37°C
por 24 horas y 48 horas cuando no hubo un resultado positivo a las 24
horas. Se tomé en cuenta un recuento >10° UFC/ml como urocultivo
positivo. Las cepas con recuento significativo fueron identificadas de
manera preliminar como E. coli cuando se observaban colonias verdosas
con brillo metdlico en el agar EMB, por ser esta bacteria fermentadora

fuerte de la lactosa contenida en el medio.

4.3. Identificacion bacteriana

Para la confirmacion de género y especie se utilizd6 una
caracterizacién bioquimica de la siguiente manera: se preparé una
suspension bacteriana en solucion salina 0.9%, luego se procedié a la
siembra en agar citrato, medio SIM y en caldo Rojo de Metilo/Voges
Proskauer (MR/VP), que se incubaron en aerobiosis por 24 horas a 37°C.
Se identific6 como E. coli cuando se observo un resultado negativo para el

agar citrato, positivo para produccion de indol, motilidad positiva en el
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medio SIM, positivo para el caldo MR y negativo para VP. Estos resultados
se confirmaron mediante el uso de tarjetas de identificacién Vitek 2 GN
Cards REF 21341. Las cepas identificadas como E. coli fueron
almacenadas en criotubos en medio Brain Heart Infusion (BHI) en glicerol

al 20% y conservadas a -80°C.

4.4. Pruebas de sensibilidad antibiética

Para el estudio de sensibilidad antibittica, se incluyeron todas las
cepas de E. coli que cumplian los criterios de inclusién y de exclusién
planteados. Se emplearon las quinolonas habitualmente usadas para el
tratamiento de ITU, que incluian &cido nalidixico, ciprofloxacino,
levofloxacino y norfloxacino. Para la determinacién de sensibilidad, se
utilizaron colonias aisladas a partir de agar sangre al 5%. Las colonias
fueron suspendidas en cloruro de sodio al 0.9% a concentracion de 0.5 en
la escala McFarland (Densichek plus-bioMérieux, Marcy I”Etoile, Francia).
A partir de las suspensiones bacterianas obtenidas se siguieron dos
procesos: El primero fue la Técnica de Kirby Bauer (difusiéon en discos) en
el que se incluyeron los siguientes antimicrobianos: amoxicilina/acido
clavulanico, 4&cido nalidixico, fosfomicina, ampicilina, cefazolina,
cefuroxima, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina, meropenem, gentamicina,
ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol vy
nitrofurantoina. Para esto, se inoculé una placa de medio Mueller Hinton

con la suspension bacteriana de cada aislado y se colocaron los discos
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anteriormente indicados de forma estratégica para detectar mecanismos
de resistencia como: betalactamasas clasicas como TEM y SHV al
observar resistencia a cefalosporinas de primera y segunda generacion;
betalactamasas de espectro extendido (método de doble disco) al observar
sinergia entre un inhibidor de betalactamasas (Ac. clavulanico) y
cefalosporinas de tercera generacién; hiperproduccion de AmpC al
observar resistencia a cefoxitina y resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion sin sinergia con Ac. Clavulanico. Las placas de Mueller Hinton
inoculadas se incubaron durante 24 horas a 37°C. El segundo fue la
determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM), de los
siguientes antimicrobianos: ampicilina, ampicilina/sulbactam,
piperacilina/tazobactam, cefazolina, ceftazidima, ceftriaxona, cefepima,
cefoxitina, ertapenem, imipenem, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacino,
levofloxacino, trimetoprim/sulfametoxazol y nitrofurantoina, de acuerdo a
los parametros indicados por el fabricante (Vitek®2 Compact, bioMérieux,
Marcy |”’Etoile, Francia). Para el andlisis de la resistencia antimicrobiana,
se tomaron en cuenta los resultados de sensibilidad obtenidos por difusion
de disco de los siguientes antimicrobianos: amoxicilina/acido clavulanico,
acido nalidixico y fosfomicina, junto con todos los resultados de
sensibilidad obtenidos por CIM (Anexo 1); ademas se tomd en cuenta los
resultados de difusién de disco de los antimicrobianos ciprofloxacino,
levofloxacino y norfloxacina de las cepas con fenotipos de resistencia a

guinolonas (Tabla 20). La lectura de los datos se realiz6 de acuerdo a las
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normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2016, y se
defini6 como cepa multirresistente (MDR), cuando presentaba resistencia a
3 grupos de antibiéticos, o cepa extremadamente resistente (XDR), cuando
presentaba resistencia a varios antimicrobianos de mas de tres grupos de
antibiéticos. El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa
WhoNet 5.6 (Who Collaborating Centre for Surveillance of Antimicrobial

Resistance Boston, Massachusetts, June 2006).

4.5. Extraccion de ADN

Se realizé colocando 2 asas de los cultivos puros de cada cepa en
5ml de caldo BHI, incubados por 18 horas a 37°C en agitacién constante
(200 rpm). Previa la extraccién de ADN, se realiz6 la siembra de 100 pl de
la suspensién bacteriana activada en 5 ml de caldo BHI. Esta suspension

fue incubada por 18 horas a 37°C en agitacion constante (200 rpm).

La extraccion de ADN de las cepas de E. coli uropatégenas se
realiz6 a partir de cultivos liquidos con modificaciones al protocolo
recomendado por el fabricante del kit comercial PureLink Genomic ADN

(Invitrogen). El protocolo de extraccion empleado se indica a continuacion.

45.1. Lisis

- Colocar 1 ml de cultivo en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml.
- Centrifugar a 14000 rpm durante 10 minutos.

- Desechar el sobrenadante.
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Resuspender el pellet en 180 ul de PureLink Genomic Digestion
Buffer.

Afadir 20 pl de proteinasa K para lisar las células. Mezclar bien
con ayuda de vortex.

Incubar el tubo a 55°C con vortex ocasional para completar la
lisis, durante 45 minutos.

Afadir 20 yl de RNasa A para lisar, mezclar mediante vortex e
incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.

Afadir 200 ul de PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer y
mezclar bien con vortex hasta obtener una solucion
homogénea.

Afadir 200 pl de etanol al 100% para lisar. Mezclar bien con
vortex durante 5 segundos para obtener una solucion

homogénea.

45.2. Unién, lavado y elucion

Colocar la solucion anterior en la columna con su tubo colector
correspondiente.

Centrifugar la columna a 14100 rpm durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

Descartar el contenido del tubo, y colocar la columna en un

nuevo tubo.
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- Afadir 500 pl de Buffer de lavado | a la columna y centrifugar la
columna a 14100 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Descartar el contenido del tubo, y colocar la columna en un
nuevo tubo.

- Anadir 500 pl de Buffer de lavado Il a la columna.

- Centrifugar la columna a la velocidad maxima por 3 minutos a
temperatura ambiente. Descartar el contenido del tubo y el tubo.

- Colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml.

- Afadir 50 pl de PureLink Genomic Elution Buffer a la columna.

- Incubar a temperatura ambiente por un minuto y centrifugar la
columna a méaxima velocidad por un minuto a temperatura
ambiente.

- Almacenar el contenido del tubo a -80°C.

45.3. Evaluacion cuantitativa y cualitativa de

acidos nucleicos

La evaluacion cuantitativa se realizé utilizando el equipo nanodrop
2000. La evaluacion cualitativa se realizé mediante electroforesis

horizontal.
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4.6.

Para la amplificacion de las regiones determinantes de resistencia a

guinolonas, se usaron cebadores descritos anteriormente (Liu et al., 2012;

Disefio de Primers

Material y Métodos

Bansal & Tandon, 2011), los cuales se detallan en la (tabla 15).

La secuencia blanco a utilizar para el disefio de los cebadores fue
obtenida de GenBank. Posterior a esto se procedié al disefio mediante
herramientas bioinformaticas como Primer Express y Primer-BLAST. Se
corroboré que cada par de cebadores cumplian con las caracteristicas
deseadas para evitar

alineamientos indeseados. Se utilizé el programa mega 6.0 para Apple

Macintosh.

Tabla 15. Oligonucleé6tidos usados para la detecciéon de genes

cromosomicos (Invitrogen)

la formacién de estructuras secundarias o

Gen Oligonucleétido (secuencia 5 — 37) Tamanfo (pb)

GyrA* gyrA-F ACGTACTAGGCAATGACTGG 189
gyrA-R AGAAGTCGCCGTCGATAGAA

GyrB* gyrB-F CTCCTCCCAGACCAAAGACA 447
gyrB-R TCACGACCGATACCACAGCC

ParC parC-F TGTATGCGATGTCTGAACTG 264
parC-R CTCAATAGCAGCTCGGAATA

ParEx* parE-F TACCGAGCTGTTCCTTGTGG 267
parE-R GGCAATGTGCAGACCATCAG

Fuente: *Liu et al., 2012; **Bansal & Tandon, 2011

Elaboracion: Autor
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4.6.1. Preparaciéon de primers

Se procedid a diluir los primers a un volumen de 100 pmol/ul,
realizdndose los céalculos que se describen a continuacion segun

instrucciones del fabricante (Invitrogen).

Cada primer se diluyd con el volumen correspondiente antes
indicado con agua grado molecular ultrapura libre de ADNasas (invitrogen)

y se refriger6 a 4°C por 24 horas.

4.6.1.1. GyrA Forward

1 uMol 1000 nMol

4. X X = 49.29 nMol
30400 me X o7 g X "1 Mol 9 nMo
100 pmol 1ul
49.29 x 103 pmol X  =493ulH,0

4.6.1.2. GyrA Reverse

1 uMol 1000 nMol

256. X X = 41.5 nMol
5633 M X e T g 1 Mol >nMo

100 pmol 1l

41.5 x 103 pmol X =415ulH,0
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4.6.1.3. GyrB Forward

1 uMol 1000 nMol

269.30 pg x x — 44.87 nMol
HE * 50009 ug 1 Mol o

100 pmol 1ul

4487 x 103 pmol X = 4487wl H,0

4.6.1.4. GyrB Reverse

1 uMol 1000 nMol

359.88 ug x X = 59.83 nMol
HE * 60169 ug 1 puMol o

100 pmol 1l

59.83 x 103 pmol X =598.3ulH,0

4.6.1.5. ParC Forward

1 uMol 1000 nMol

34497 ug X X = 55.96 nMol
HE * 6164.0 ug "~ 1 puMol o

100 pmol 1l

55.96 x 103 pmol X =559.6 ulH, 0

111



Evaluacion de Mecanismos Moleculares de Material y Métodos
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas

de E. coli Uropatogenas en Poblacion

Nativa amerindia Kichwa del Ecuador

William Guamén Gualpa

4.6.1.6. ParC Reverse

1 uMol 1000 nMol

273.35 ug x x = 44.77 nMol
e~ 1110 ug "~ 1 Mol o

100 pmol 1ul

4477 x 103 pmol X = 447.7 ylH, 0

4.6.1.7. ParE Forward

1 uMol 1000 nMol

312.68 pg x 61160 12 TpMol 51.12 nMol
100 pmol 1ul
51.12 x 103 pmol X =511.2ulH, 0

4.6.1.8. ParE Reverse

1 uMol 1000 nMol

342.52 g x 51520 1g Mol = 55.67 nMol
100 pmol 1ul
55.67 x 103 pmol X = 556.7 ulH, 0
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4.7.  Amplificacion e identificacion de genes

Se efectu6 la amplificacion mediante técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con los primers descritos previamente,

para los genes gyrA, gyrB, parC, y parE.

Para la preparacion de la PCR, se utilizd6 un microlitro
(aproximadamente 0,5 ng) de ADN a un volumen total de 50 pl de la
mezcla de PCR que contiene 250 nM de cada uno de los cebadores, 0,2
mM de cada uno de los dNTPs, 3 mM Mg? y 1 U de Tag polimerasa
utiizando el tampén de reaccibn suministrado (Boehringer). Los
parametros de termociclado fueron: una etapa de desnaturalizacion inicial
a 94°C (5 min); seguido por 94°C (1 min), 55°C (1 min) y 72°C (1 min)
durante 30 ciclos y una extension final a 72°C (10 min) como se describid

previamente. (Everett et al., 1996)

Para la preparacion de la PCR de prueba 12X, en nuestro
laboratorio, se prepararon 60 ul de buffer, 18 pl de MgCl, 6 ul de dNTPs y
441.6 ul agua grado molecular ultrapura, que nos dio un volumen de 528
ul. Este volumen se alicuoté en 4 tubos falcon de 0,6 cc colocandose en
cada uno de ellos 132 pl de la solucién, agregandose 1,5 pl de primer Fy
1,5 ul de primer R de cada gen, lo que nos dio un volumen total de 125 pl,
a continuaciéon, este volumen se dividi6 en 3 tubos falcon de 0,3 cc
colocdndose en cada uno de ellos un volumen de 45 pul de la solucion. En

los tubos falcon de 0,3 cc se afiadi6 5 pl de ADN de la misma muestra,
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catalogados como 1y 2 y en el tubo 3 se adicion6 5 pl de agua grado

molecular ultrapura. Este procedimiento se realizé para los 4 genes.

El ADN se preparé utilizando la siguiente férmula C1 x V1= C2x V2
que para ejemplo en el caso de una muestra de 198.6 pg/ul de ADN se

calculé de la siguiente manera:
(198.6 pg/puh)(X) = (20 ng/pl)(100 pl)

X = (20 ng/pl)(100 pl)
- 198.6 pg/ul

X = 10.07 ul

A estos 10.07ul se adicion6 89.93 pl de agua grado molecular
ultrapura para tener un volumen final de 100 ul, partiéndose de una
concentracion stock de 20 ng/ul y llevandose a una concentracion de 2

ng/ul en la solucién de trabajo.

Los primers también se llevaron a un volumen de 200 pl,
partiéndose de una concentracién stock de 20 uM vy llevandose a una
concentracion de 0.2 uM en la solucion de trabajo

(100 uM/pl)(Vy) = (20 M) (200 uM)

__ (20 uM)(200 puM)
- 100 pM/pl

X X =40upl
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A los 40 pl de primers se adicionaron 160 pl de agua grado

molecular ultrapura.

Se estandariz6 la PCR, a un volumen de 50 pl de acuerdo con las

condiciones de nuestro laboratorio como se observa en la (tabla 16):

Tabla 16. Master Mix parala PCR de los genes gyrA, gyrB, parCy

parE
Célculo de volumen para PCR
. C. .| Volumen (1X)
Reactivo Recomendada C. Stock |C. Trabajo 50l
Primer F 0,2-0,6 uM 20uM 0,2uM 0,5ul
Primer R 0,2-0,6 uM 20uM 0,2uM 0,5ul
Buffer 1X 10X 1X 5ul
MgCl, 1,25-2mM 50mM 1,5mM 1,5ul
Taq Polimerasa
Platimun™ 1-5U/ul 5 U/l 11U/ 0,2ul
(Invitrogen)
dNTPs 02-08mM | 20mM | 0,2mM 0,5l
(Invitrogen)
ADN muestra
41741 1-15 ng/ul 20ng/ul 2 ng/ul 5ul
H,O ultrapura 36,8ul
Volumen total 50ul

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
A continuacion, se procedié a colocar los 12 tubos de los 4 genes
con su control negativo correspondiente en el termociclador Modelo FT-
512 (Techne), con una temperatura de hibridacién de 55°C, por 30 ciclos,
luego se probaron estos amplicones, colocandolos en pocillos en gel de

agarosa al 2% 5 pl de los mismos con 2 pl de blue juice como tampon de
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carga, se us6 ademas 3 pl de ladder de 1 Kb. Como intercalante se utilizé

4,2 ul de SYBR® Safe ADN Gel Stain para 120 ml de gel (Figura 16).

Figura 16. Electroforesis de los productos de PCR de los genes gyrA,
gyrB, parCy parE

gyrA gyrB parC parE

C+1 C+2 C- C+1 C+2 C C+1 C+2 C- C+1 C+2 C-

[ I O B )N

5883883

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor

Con este resultado se decidi6 modificar la temperatura de

hibridacion a 58°C, por 35 ciclos para gyrA (Figura 17).
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Figura 17. Electroforesis del gen gyrA con las nuevas condiciones de
termociclado

gyrA

1IN

|

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor

Con lo que de acuerdo con los parametros de nuestro laboratorio

las condiciones de termociclado se observan en la (Tabla 17).
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Tabla 17. Condiciones de termociclado usados en el laboratorio para

Material y Métodos

la identificacion de los genes gyrA, gyrB, parCy parE

Temperatura Tiempo .
PCR1: gyrA ?OC) (minp) N° Ciclos
Desnaturacion inicial 94 5 1
Desnaturacion 94 1
Hibridacion 58 1 35
Elongacion 72 1
Elongacién final 72 5 1
Temperatura Tiempo .
PCR2: parC I?OC) (minp) N° Ciclos
Desnaturacion inicial 94 5 1
Desnaturacion 94 1
Hibridacion 55 1 30
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 5 1
Temperatura Tiempo .
PCR3: gyrB "(’OC) (minp) N° Ciclos
Desnaturacion inicial 94 5 1
Desnaturacion 94 1
Hibridacion 55 1 30
Elongacion 72 1
Elongacién final 72 5 1
Temperatura Tiempo .
PCR4: parE ?OC) (minp) Ne° Ciclos
Desnaturacion inicial 94 5 1
Desnaturacion 94 1
Hibridacion 55 1 30
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 5 1

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
Como control negativo, se us6 la cepa control E. coli ATCC 25922,
cedida por el Instituto Nacional de Investigacion de Salud Publica, "Dr.
Leopoldo Izquieta Pérez" INSPI-QLIP CZ9, Quito, para usarla como control

de ausencia de mutaciones de resistencia a fluoroquinolonas.
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Como control positivo, se uso la cepa control E. coli 4166, cedida
por el laboratorio de microbiologia la Universidad Catdlica del Ecuador, que
habia sido obtenida del Hospital Voz Andes - Quito, y que presentaba
mutaciones puntuales en los genes gyrA, gyrB, parC y parE, con

resistencia a fluoroquinolonas.

Para la electroforesis, de los 4 genes, se utilizd6 como tampén de
carga el #R0611 (Thermo Scientific), que es la variante con respecto a la

prueba de primers en la cual utilizamos blue juice.

4.8. Verificacion de resultados

Todos los amplicones obtenidos mediante las PCRs realizadas para
los 4 genes, se revelaron en gel de agarosa al 2%, sumergido en tampdn
TBE al 1X (tris, borato y EDTA). Utilizamos electroforesis convencional a

100 voltios (V), 300 mA, 300 W durante 60 minutos.

Como agente fluorescente intercalante entre las dos cadenas de
ADN, se us6 SYBR® Safe ADN Gel Stain (Invitrogen), afiadido a la mezcla
de agarosa en polvo y TBE, inmediatamente tras el calentamiento de esta,
lo cual favorece la disolucién de la agarosa en el TBE. Usé 4,2 ul de

SYBR® Safe ADN Gel Stain para 120 ml de gel.

Los pocillos se cargaron con 5 pl de los amplicones, siendo el
tampon de carga el #R0611 (Thermo Scientific). Se utilizé GeneRuler 100

bp ADN ladder (Thermo Scientific) como patron de peso molecular, que
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contiene controles entre 100 y 1000 pares de bases (bps), expresados de
100 en 100 bps. La visualizacion de los resultados se hizo en un

transiluminador de luz ultravioleta UVP BioDoc -It ™ System (WEALTEC).

4.9. Purificacion de productos de PCR

Los amplicones obtenidos por PCR de los genes gyrA, gyrB, parC y
parE, fueron purificados mediante el Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (PROMEGA), de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Este kit usa la cromatografia de intercambio iénico como
fundamento para la purificacién de ADN. Para utilizar este kit, primero se
prepar6 el reactivo Membrane Wash Solution, adicionando etanol al 95%

(375 ml) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Para evitar contaminacion, el procedimiento de purificacion se
realizé en una cabina de Bioseguridad con flujo laminar. Dentro de la
cabina se prepar6 un microtubo de 0.6ml (Eppendorf) para cada gen, en el
cual se colocd 22 ul del amplicon y 22 pl del reactivo Membrane Binding
Solution (isotiocianato de guanidina) proveido por el Kit, la mezcla se
homogenizé6 por pipeteo y se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto.
Durante el periodo de incubaciéon, se ensamblé una SV Minicolumn en un
Collection Tube proveidos por el Kit. Una vez finalizado el periodo de
incubacién, se colocé el volumen total de la mezcla (44 pl) dentro de la SV
Miniclumn procurando no tocar la membrana y se incub6é por 1 minuto a

temperatura ambiente para que el ADN se una de forma reversible a la
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membrana de silica. Tras el periodo de incubacion se centrifugd la SV
Minicolumn por 1 minuto a 14.000 rpm. Después de esto se descarto el
precipitado del Collection Tube, se afiadié 750 pl del reactivo Membrane
Wash Solution proveido por el Kit ya preparado y se centrifugd por 1
minuto a 14.000 rpm para el lavado #1 en donde se eliminan el resto de
primers, dNTPs, Taq polimerasa y demas componentes de la PCR. Una
vez terminado el periodo de centrifugacion, de igual manera que en el paso
anterior se descartd el precipitado y se afiadid nuevamente 500 ul del
reactivo Membrane Wash Solution y se centrifugé por 5 minutos a 14.000
rpm para el lavado #2. Después de este paso se descarto el precipitado y
se centrifugd nuevamente por 1 minuto a 14.000 rpm sin adicionar ningun
reactivo en la SV Minicolumn para eliminar el resto de etanol del reactivo
Membrane Wash Solution. Por ultimo, para la Elucion del ADN se coloco
50 pl de Nuclease-Free Water del Kit en la SV Minicolumn, procurando no
toca la membrana y se incub6d por 1 minuto a temperatura ambiente. Se
descart6 el Collection Tube y se colocé la SV Minicolumn en un microtubo
de 1.5 ml estéril y se centrifugd por 1 minuto a 14.000 rpm. El precipitado
del microtubo de 1.5 ml se almacend a -20°C y se rotul6 en la tapa de cada
microtubo de manera clara de acuerdo con el codigo asignado en la matriz
Excel provista por Macrogen. Al mismo tiempo se realiz6 una alicuota de
los primers de cada gen utilizados en la PCR, los cuales de igual manera
fueron rotulados de acuerdo con la matriz Excel que se envia a la empresa

Macrogen.
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Las muestras fueron enviadas a secuenciar a la empresa Macrogen
(Corea del Sur), para lo cual se prepar6 un archivo Excel con las
especificaciones de la empresa, donde constan: 1) el cddigo de cada
muestra, el cual debe coincidir con la rotulacion de los microtubos de 1.5
ml; 2) el nombre de los primers Forward y Reverse; 3) La secuencia de los
primers Forward y Reverse y 4) la concentracién de la alicuota de los

primers (10 pmol).

4.10. Interpretacion de las secuencias

Una vez recibidos los resultados de secuenciacion de Macrogen, se
procedi6 al andlisis de los Electroferogramas mediante el uso del programa

Geneious 9.0 y Mega 7 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para el uso del programa Geneious primero se importaron todas las
secuencias en formato FASTA en una carpeta especifica para el andlisis,
Una vez ingresadas las secuencias en el programa, se procedié sefialar
todas las secuencias Reverse de cada gen, para realizar el Reveso
Complementario (R.C.). Una vez que se tiene el reverso complementario
de las secuencias Reverse, se seleccionan las secuencias Forward y
Reverse de cada gen y se procede al realizar un Alineamiento ClustalW,
tipiando las teclas Ctrl+Shift+A, utilizando los parametros predefinidos por

el programa
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Luego de este paso obtenemos las secuencias consenso de cada
gen (Consensus), las cuales deben ser “limpiadas” en los extremos 5’y
3’por poseer mucho ruido de fondo. Para hacer esto, se identifica la regién
desde donde la secuencia consenso presenta un color azul oscuro y se
selecciona tanto la secuencia consenso, la secuencia Forward y la

secuencia Reverse para borrar los extremos aplastando la tecla Delete.

Este procedimiento también se realiza tanto en el extremo 5 como
en el extremo 3" de las secuencias Forward y Reverse respectivamente,

para evitar la “no alineacion” entre las secuencias.

Una vez que las secuencias estén “limpias”, se observa que no
haya “gaps”, es decir espacios en blanco en la secuencia consenso, en
cuyo caso se procede a eliminar el “gap” para que no se produzcan errores
en el alineamiento. Luego de este procedimiento, se codifica el nuevo
alineamiento realizado de acuerdo con el nombre de las secuencias

Forward y Reverse para luego extraer la secuencia consenso del gen.

Todos estos pasos se realizaron individualmente por cada gen de
cada muestra, hasta obtener las secuencias consenso de los genes gyrA,
gyrB, parC y parkE de las 25 cepas de E.coli analizadas. Las secuencias
consenso obtenidas, fueron colocadas en carpetas diferentes para cada
gen, ademas en cada carpeta se importo el genoma completo de cada gen
de la cepa de referencia E. coli K12, numero de acceso en GenBank:

AP012306.1
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Una vez ordenados todos los genes por carpetas, se realizé un
alineamiento ClustalW entre las secuencias consenso obtenidas y la

secuencia de referencia para cada gen.

Tras el alineamiento se observaron los cambios de aminoécidos en
las cepas analizadas, con respecto a la cepa de referencia EcoK12 para
cada gen. Para realizar esto, se identificd la o las posiciones las RDRQ de
los aminoacidos en los genes de referencia de la cepa EcoK12 (gyrA, gyrB,
parC, parE), donde se presentan las mutaciones de acuerdo con la
literatura. Una vez identificada la posicién de las RDRQ en cada gen de la
cepa EcoK12, se compar6 con las secuencias de las cepas del estudio y

se identific6 si hay o no presencia de cambios de los aminodcidos.

124



RESULTADOS

125



Evaluacion de Mecanismos Moleculares de
Resistencia a Fluoroquinolonas en Cepas
de E. coli Uropatogenas en Poblacion
Nativa amerindia Kichwa del Ecuador
William Guaman Gualpa

5. RESULTADOS

5.1. ITU en la poblacion estudiada

Resultados

De las 319 muestras de orina, 74 (23.2%) tuvieron un recuento

significativo (>10° UFC/mI) en el urocultivo. El microorganismo identificado

mayoritariamente fue E. coli (59 aislados; 80%), seguido por Klebsiella spp.

(5 cepas; 7%), Proteus mirabilis (3 cepas; 4%), Acinetobacter spp. (2

cepas; 2%), Serratia marcescens (2 cepas; 3%), Salmonella spp. (2 cepas;

3%) y Shigella sonnei (1 cepas; 1%) (Figura 18).

Figura 18. Microrganismos identificados en este estudio (n=74).

3;4% . 2;3% 1, 1%
2; 3%

2; 2%

M Escherichia coli H Klebsiella spp. H Acinetobacter iwoffii

Serratia marcescens M Proteus mirabilis W Salmonella spp

W Shigella sonnei

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
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Un total de 59 cepas aisladas de urocultivos positivos e
identificados como E. coli, fueron sometidas a ensayos de sensibilidad. La
mayoria de las cepas fueron aisladas de muestras procedentes de
pacientes femeninas (n=56, 96%), y el mayor nimero de casos estuvo en
pacientes con rango de edad entre 21 a 40 afios (n=21, 35%), seguido de
los rangos de 11 a 20 afios, 61 a 80 afios y 41 a 60 afios (=17, 29%;

n=11, 19%; n=10, 17% respectivamente) (Figura 19).

Figura 19. Rango de edad en afos, ITU por E. coli en la
poblacién estudiada

n=59

11; 19%

m11-20 aflos M 21-40 aflos MW 41-60 afios = 61-80 afios

Fuente: Historias clinicas
Elaboracion: Autor
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El mayor numero de muestras de orina con recuentos
significativos se detectdé en la comunidad de Guamote (n=27, 46%),
seguido de la Comunidad de Colta (n=17, 29 %) y por ultimo la comunidad

de Zumbahua (n=15, 25%) (Figura 20).

Figura 20. Frecuencia de ITU por E. coli en las comunidades
estudiadas

n=59

B Comunidad de Guamote B Comunidad de Colta B Comunidad de Zumbahua

Fuente: Historias clinicas
Elaboracion: Autor

De todas las comunidades estudiadas, el mayor numero de
muestras positivas se detectd en mujeres en edad fértil (rango de edad:

11-50 afios, n=46), mientras que los casos de ITU en pacientes mujeres
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mayores a 50 afios fue bajo (n=10). Se destaca un alto niumero de casos
de ITU en mujeres del rango de edad de 11 a 20 afios. También se
detectaron 3 casos de ITU en hombres, de los cuales 2 casos estan en la

comunidad de Colta y uno en la comunidad de Guamote (Tabla 18).

Tabla 18. Distribucion de ITU por Comunidad, sexo y rangos de
edad en afios

n° de pacientes por rango de edad en afios

11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80

Comunidad  N° Sexo (n°/%) N N N - - N -
afios afios afios afios afios afios afios

M (2/3) - - - - - 1 1
Colta 17
F (15/25) 3 4 - 1 - 4 2
M (1/2) - 1 - - - - -
Guamote 27
F (27/45) 10 4 7 4 1 - 1
M (-/- - - - - - - -
Zumbahua 15 (/)
F (15/25) 4 3 2 4 - 1 1
M (3/5) - 1 - - - 1 1
Total 9 £ (56/95) 17 11 9 9 1 5 4

M: masculino; F: femenino
Fuente: Historias clinicas
Elaboracion: Autor

5.2. Perfiles de sensibilidad antibidtica

En cuanto a la sensibilidad antibiética de las 59 cepas de E. coli, se
detect6 resistencia del 51.7% a Ampicilina, 3.3% a Amoxicilina/Acido
clavulanico, 26.7% a Ampicilina/Sulbactam, 3.3% a

Piperacilina/Tazobactam, 16.7% a Cefazolina y Cefoxitina, 15% de
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resistencia a Ceftazidima, Ceftriaxona y Cefepime, 6.7% a Gentamicina y
Tobramicina, 31.7% a Ciprofloxacina, 25% a Levofloxacina, 56.7% a
Trimetoprim/Sulfametoxazol, 6.7% a Nitrofurantoina, 1.7% a Fosfomicina,
mientras que no se detectd resistencia a los carbapenémicos (imipenem y

ertapenem) (Figura 21).

Figura 21. Perfiles de sensibilidad antibiética
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AMP: Ampicilina; AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP:
Piperacilina/Tazobactam; CZ: Cefazolina; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; CRO:
Ceftriaxona; FEP: Cefepime; ETP: Ertapenem; IMP: Imipenem: GN: Gentamicina; TOB:
Tobramicina; CIP: Ciprofloxacina; NA: Acido Nalidixico; LEV: Levofloxacina; SXT:
Trimetoprim/Sulfametoxazol: NIT: Nitrofurantoina; FOS: Fosfomicina.

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
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En general, los perfiles de sensibilidad antimicrobiana mostraron 16
cepas (27.1%) que no tuvieron resistencia a ninguno de los antibidticos
usados en este estudio, mientras que el resto de las cepas presentaron
varios perfiles fenotipicos de resistencia antimicrobiana. 23 cepas (38.9%)
presentaron resistencia a las aminopenicilinas (AMP) y combinaciones con
inhibidores de betalactamasas (SAM, TZP). También se detectaron 6
cepas (10.1%) productoras de beta-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), las cuales presentaron resistencia a todas las cefalosporinas, pero
mantuvieron susceptibilidad a los carbapenémicos. Por Ultimo, se
detectaron 3 cepas (5.0%) que presentaron un perfil fenotipico compatible
con hiperproduccién de AmpC, ya que mostraron resistencia a cefoxitina,
aunque solo dos de ellas (Eco004, Eco036) presentaron resistencia a

cefalosporinas de tercera generacion (Tabla 19 y Anexo 1).
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Tabla 19. Caracteristicas de los fenotipos de resistencia encontrados en las 59 cepas de E. coli analizadas

Caracteristicas ID cepas N.° (%)

Cepas sin resistencia a los Eco001, Eco002, Eco003, Eco013, Eco024, Eco025, Eco026, Eco028, Eco032, 16 (27.1%)
antimicrobianos probados en Eco037, Eco041, Eco042, Eco049, Eco055, Eco058, Eco060.
este estudio
Cepas fon fenotipo de Eco006, Eco009, Eco010, Eco011, Eco012, Eco014, Eco015, Eco016, Eco017, 23 (38.9%)
produccion de penicilinasas Eco018, Eco021, Eco022, Eco023, Eco031, Eco034, Eco035, Eco039, Eco043,

Eco045, Eco046, Eco051, Eco053, Eco056.

Cepas con fenotipo de BLEE Eco027, Eco030, Eco040, Eco050, Eco057, Eco059. 6 (10.1%)
Cepas con fenotipo de hiper-  Eco004, Eco036, Eco048. 3 (5.0%)
produccion de AmpC

Cepas con fenotipo de Eco005, Eco007, Eco008, Eco009, Eco011, Eco014, Eco016, Eco017, Eco019, 25 (42.4%)
resistencia a quinolonas y Eco0020, Eco022, Eco027, Eco029, Eco030, Eco033, Eco038, Eco039, Eco040,
fluoroquinolonas Eco045, Eco050, Eco051, Eco052, Eco053, Eco057, Eco059.

Cepas con posible fenotipo Eco004, Eco009, Eco011, Eco014, Eco016, Eco022, Eco027, Eco030, Eco033, 16 (27.1%)
MDR Eco036, Eco039, Eco045, Eco050, Eco051, Eco057, Eco059.

Cepas con posible fenotipo Eco040. 1 (1.7%)
XDR

MDR: Moderadamente resistente (Resistencia en al menos 3 familias de antimicrobianos); XDR: Extremadamente
resistente (Resistencia en 5 0 mas familias de antimicrobianos)

Fuente: Resultados de Laboratorio
Elaboraciéon: Autor
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En base a los perfiles de resistencia se clasificaron a 16 cepas
(27.1%), como MDR (moderadamente resistente) y un aislado (1.7%) como

posible XDR (Tabla 19 y Anexo 1).

En cuanto a la resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas, se
detectaron 25 cepas de E. coli que presentaron diferentes rangos de
sensibilidad a estos antimicrobianos, las cuales fueron seleccionadas para
la amplificacion de las RDRQ de los genes gyrA, gyrB, parC y parE (Tabla

20).

5.3. Amplificacion de los genes gyrA, gyrB, parCy

park

Todas las cepas amplificaron los genes gyrA, gyrB, parC y parE de
acuerdo con el protocolo de preparacion del master mix empleado. No se
observé amplificacion inespecifica de cada gen por lo que el protocolo de
termociclado empleado para cada gen funcioné correctamente. En las
(figuras 22, 23, 24 y 25) se observan las bandas obtenidas de los genes

gyrA, gyrB, parC y parE respectivamente.
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Figura 22. Corrida electroforética del gen gyrA

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor

Figura 23. Corrida electroforética del gen gyrB

LEHE

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
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Figura 24. Corrida electroforética del gen parC

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor

Figura 25. Corrida electroforética del gen parE

Agarosa 2% (Promega), voltaje: 100V, tiempo: 60 min

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autor
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5.4. Mutaciones en RDRQ

Mediante secuenciacion de las RDRQ, 4 cepas (Eco005, Eco009,
Eco016, Eco052) no presentaron mutaciones en estas regiones, mientras
que 4 cepas (Eco007, Eco011, Eco033, Eco038) solo presentaron una sola
sustitucion de serina por leucina en posicion 83 (S83L) en el gen gyrA. Se
detectaron cepas que presentaron varias combinaciones de sustituciones
en las RDRQ, de las cuales: 4 cepas (Eco008, Eco030, Eco040, Eco050)
presentaron dos sustituciones en gyrA (S83L mas una sustitucion de acido
aspartico por asparagina en posicion 87 (D87N)) y dos sustituciones en
parC (una sustitucién de serina por isoleucina en posicién 80 (S80I) mas
una sustitucion de &cido glutdmico por valina en posicion 84 (E84V)). 8
cepas (Eco014, Eco020, Eco022, Eco029, Eco039, Eco045, Eco051,
Eco053) presentaron dos sustituciones en gyrA (S83L y D87N) junto con
una sustituciébn en parC (S80I). 4 cepas (Eco017, Eco027, Eco057,
Eco059) presentaron dos sustituciones en gyrA (S83L y D87N), una
sustitucién en parC (S80l) mas una sustitucién de serina por alanina en
posicion 458 (S458A) en parE. Por dltimo, una cepa (Eco019) presentd dos
sustituciones en gyrA (S83L y D87N) y dos sustituciones en parC (S80I
MAas una sustitucion de acido glutamico por glicina en posicion 84 (E84G)).
No se detectaron sustituciones aminoacidicas en la region del gen gyrB.

Ademas, se pudo detectar que entre mas sustituciones se presenten en las
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RDRQ, las cepas también presentan mayor resistencia a las

fluoroquinolonas (Tabla 20).

Tabla 20. Mutaciones en gyrA, parC, parE y sensibilidad antibiética en
las 25 cepas de E. coli

Susceptibilidad a Quinolonas y Fluoroquinolonas*

Kirby Bauer (mm) MIC? (ug/ml)
NA LVX CIP NOR CIP LEV
RDRQ! R:<13 R:=13 R:<15 R: <12 R:24 R:28 BLEES

Cepa gyrA parC parE 1:14-18 1:14-16 1:16-20 1:13-16 .2 I: 4

Eco005 - - - 6 18 13 13 0,5 4 -
Eco007 S83L - - 6 25 29 28 0,5 0,5 -
Eco008 S83L D87N S80I E84V - 6 12 7 6 >=4 >=8 -
Eco009 - - - 12 18 19 20 1 1 -
Eco011 S83L - - 6 29 28 28 <=0,25 0,5 -
Eco014 S83L D87N S80I - 6 19 17 17 >=4 4 -
Eco016 - - - 6 13 12 6 >=4 >=8 -
Eco017 S83L D87N S80I S458A 6 9 6 6 >=4 >=8 -
Eco019 S83L D87N S80I E84G - 6 10 6 6 >=4 >=8 -
Eco020 S83L D87N S80I - 6 15 11 9 >=4 4 -
Eco022 S83L D87N S80I - 6 15 13 15 >=4 4 -
Eco027 S83L D87N S80I S458A 6 14 6 6 >=4 4 +
Eco029 S83L D87N S80I - 6 11 7 6 >=4 >=8 -
Eco030 S83L D87N S80I E84V - 6 9 6 6 >=4 >=8 +
Eco033 S83L - - 11 28 28 27 <=0,25 0,5 -
Eco038 S83L - - 6 26 28 28 <=0,25 1 -
Eco039 S83L D87N S80I - 6 11 11 11 >=4 >=8 -
Eco040 S83L D87N S80I E84V - 6 8 6 6 >=4 >=8 +
Eco045 S83L D87N S80I - 6 12 9 6 >=4 >=8 -
Eco050 S83L D87N S80I E84V - 6 6 6 6 >=4 >=8 +
Eco051 S83L D87N S80I - 6 11 7 6 >=4 >=8 -
Eco052 - - - 13 23 22 22 <=0,25 1 -
Eco053 S83L D87N S80I - 6 10 7 6 >=4 >=8 -
Eco057 S83L D87N S80I S458A 6 6 6 6 >=4 >=8 +
Eco059 S83L D87N S80I S458A 6 6 6 6 >=4 >=8 +

1Regiones Determinantes de Resistencia a Quinolonas; -: negativo; 2 Concentracién

Inhibitoria Minima; 3: Beta-Lacatamasas de Espectro Extendido; *: Puntos de corte tomados
de CLSI 2017; NA: Acido Nalidixico; LVX: Levofloxacina; CIP: Ciprofloxacina; NOR:
Norfloxacino.

Fuente: Resultados de Laboratorio

Elaboracion: Autor
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6. DISCUSION

Durante los 4 meses del periodo de investigacion, se detectd una
prevalencia del 23.2% de ITU en las comunidades estudiadas, la cual se
asocio con varias especies bacterianas. En especifico, y con respecto a las
cepas de E. coli identificadas en este estudio (n=59), la prevalencia de ITU
por este patdgeno se identific6 mayoritariamente en la comunidad de
Guamote (46%), esto debido posiblemente a su mayor densidad
poblacional (52.392 hab., INEC 2015). A pesar de que la Comunidad de
Colta también posee una alta densidad poblacional (46.392 hab., 2015), su
prevalencia de ITU por E. coli fue mas baja (29%), siendo similar a la
prevalencia de ITU por E. coli de la comunidad de Zumbahua (25%), donde
la densidad poblacional es considerablemente mas baja (12.643 hab. INEC
2015). En general se pudo determinar una baja prevalencia de ITU por E.
coli en las poblaciones estudiadas, la cual se podria investigar mas a fondo
para determinar las causas de esta caracteristica en estas poblaciones
rurales, ya que, a nivel urbano, la prevalencia de ITU por E. coli llega hasta
el 29 % (Blanco et al., 2016). De igual manera y como se describe en otras
revisiones E. coli se presenté como el principal agente etiologico de ITU
(83%) seguido por Klebsiella spp y P. mirabilis (Bartoloni et al., 2012). Es
importante destacar que en el presente estudio se aislaron otros
microorganismos capaces de producir ITU (Acinetobacter Iwoffii, Serratia

marcescens y Salmonella spp), los cuales son de importancia clinica como
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se menciona en diversas investigaciones (Silva-Sanchez et al., 2013). En
este estudio, la mayoria de los casos de ITU correspondieron al sexo
femenino (95%), debido principalmente a condiciones fisioldgicas como el
embarazo, edad de inicio de la vida sexual, actividad sexual, cambio de pH
de la orina, atrofia urogenital en la menopausia y condiciones anatomicas
de la mujer, que conducen a la colonizacion de la uretra por
enterobacterias, desencadenando una ITU, como se ha reportado

anteriormente (Martinez et al., 2013)

Se observaron tres casos (5.08%) de ITU en varones, de los
cuales, dos sujetos (3.38%) presentaban edades entre 60 a 80 afios. Esta
caracteristica de ITU en pacientes masculinos de edad avanzada, es
comun cuando presentan factores de riesgo como: inflamacién de prostata
o comorbilidades con otras enfermedades como diabetes o cancer, las
cuales producen inmunodepresion (Martinez et al., 2013). Ademas, se
encontré un paciente masculino entre 21 y 30 afios que presentd ITU, lo
cual amerita un estudio mas exhaustivo para determinar la causa de su

infeccion.

En este estudio el panorama de resistencia antimicrobiana no fue la
excepcién, ya que observamos fenotipos de multirresistencia en varios
casos. Esto se convierte en un problema sanitario, al contemplar el hecho
de que las resistencias encontradas pertenecen a cepas de E. coli aisladas

de habitantes de zonas indigenas del Ecuador, lo que conllevaria al uso de
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antimicrobianos de mayor espectro, y fomentar el desarrollo de nuevos
mecanismos de resistencia en estas zonas, en donde hasta ahora no se ha

descrito la presencia de carbapenemasas.

Los resultados de sensibilidad antimicrobiana revelaron 16 cepas
con fenotipo MDR, que presentaron resistencia al menos a un antibiético
de 3 o mas familias de antimicrobianos y 1 cepa con posible fenotipo de
XDR, es decir que presentod resistencia al menos a un antibidtico de la
mayoria de las familias de antimicrobianos, manteniendo sensibilidad a 2
clases de antimicrobianos (Tabla 19 y Anexo 1). No se detecté ninguna
cepa con fenotipo de resistencia a todas las familias de antimicrobianos
(panresistencia). Esta presencia de microorganismos multirresistentes
preocupa por el hecho de la situacion actual en otras partes del mundo,
donde se ve que los niveles de resistencia se encuentran en los fenotipos
de XDR mayoritariamente, e incluso se han descrito cepas panresistentes.
La presencia de cepas MDR en la poblacién indigena del Ecuador supone

un riesgo por la posible seleccién de otros mutantes con mayor resistencia.

Las cepas de E. coli analizadas, mostraron varios fenotipos de
resistencia a los diferentes grupos de antimicrobianos betalactamicos.
Dentro de los cuales 23 cepas presentaron expresion fenotipica de
produccion de betalactamasas clasicas (TEM-1, TEM-2, SHV-1) que
proporcionan resistencia a aminopenicilinas, carboxipenicilinas y

manteniendo sensibilidad a cefalosporinas. Este fenotipo se considera de
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incidencia moderada (Navarro et al., 2010), pero en este caso observamos

una alta incidencia de estos casos (38.9%) (Tabla 19 y Anexo 1).

Se detectaron 3 cepas con fenotipo de hiperproduccion de AmpC,
de las cuales, dos cepas (Eco004 y Eco036) mostraron resistencia a
ampicilina, asociacion con inhibidores de betalactamasas, cefalosporinas
de tercera generacion y cefamicinas (cefoxitina), mientras que la cepa
restante (Eco048) solo presenté resistencia a cefazolina y cefoxitina,
aungue se puede observar un ligero aumento en las CIM de ampicilina y
ampicilina/sulbactam (Tabla 19 y Anexo 1). Este mecanismo de resistencia
puede asemejarse en ocasiones al perfil de produccion de BLEE, y un
marcador en estos casos es la resistencia a cefoxitina. Este tipo de
mecanismos de resistencia es natural de E. coli ya que posee esta
betalactamasa de forma constitutiva, que generalmente se mantiene en
niveles muy bajos de expresion, pero que bajo presion selectiva puede
conllevar a la sobreexpresién y proporcionar resistencia a la mayoria de los
betalactdmicos, manteniendo sensibilidad a los carbapenémicos (Navarro

et al., 2010).

Los mayores porcentajes de resistencia antimicrobiana se
presentan en: trimetoprim/sulfametoxazol, ampicilina, ciprofloxacino,
ampicilina/sulbactam y cefalosporinas de tercera generacion con el 56.7%,
51.7%, 31.7%, 26.7% y 15% respectivamente. Las tasas de resistencias

menores al 20% en antibiéticos como cefalosporinas y la ausencia de
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cepas resistentes a carbapenémicos, refleja que la prevalencia de
mecanismos de resistencia como BLEE, estan emergiendo en estas
poblaciones rurales. Con estos resultados se vuelve importante la
vigilancia epidemioldgica de este mecanismo de resistencia, ya que estas
cepas BLEE podrian producir infecciones mas graves en pacientes
hospitalizados de estas comunidades. Lo que conllevaria al empleo de
antimicrobianos de mayor espectro (carbapenémicos), fomentando la
aparicion de mecanismos de resistencia mas graves como las
carbapenemasas (hoy en dia como un grave problema de salud publica a

nivel urbano) (Bartoloni et al., 2016).

La producciéon de BLEE en cepas aisladas de muestras clinicas es
de mucha importancia epidemiol6gica, ya que su propagacion se puede
facilitar por transferencia horizontal en ambiente hospitalario y comunitario,
por lo que la deteccion de este mecanismo de resistencia supone un
problema de salud publica a tener muy en cuenta en estas zonas rurales
del Ecuador. Su deteccién debe suponer una alerta en el sistema de salud
para prevenir su expansion, ademas de realizar una caracterizacibn mas
exhaustiva de este mecanismo de resistencia como se han realizado en
otros estudios. (Bartoloni et al., 2016; Cruz et al., 2013; Silva et al., 2013;

Blanco et al., 2016)

En este estudio 6 cepas de E. coli presentaron un fenotipo de

BLEE, lo que se vio6 reflejado con perfiles de resistencia a la mayoria de
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betalactdmicos, pero manteniendo sensibilidad a carbapenémicos. Las
cepas con este mecanismo de resistencia presentaron niveles de MIC para

ceftriaxona desde 8ug/ml hasta = 64ug/ml (Anexo 1).

En estas cepas BLEE, se observé dos casos (Eco040, Eco050)
sensibles a ceftazidima (MIC de < lug/ml) (Anexo 1), con una MIC de
8ug/ml para ceftriaxona. Aunque se requeriria una confirmaciéon mediante
estudios moleculares, esta mayor sensibilidad a ceftazidima con respecto a
ceftriaxona es frecuente en cepas portadoras de enzimas del grupo CTX-M

(Naas et al., 2007).

Estos problemas de resistencia a betalactdmicos por la produccion
de enzimas hidroliticas (BLEE, carbapenemasas) se han descrito en todo
el mundo (OMS, 2014). Aunque estudios de la prevalencia de estos
mecanismos de resistencia en Ecuador son escasos, reportes de estudios
realizados en la regibn muestran que el panorama de resistencia
antimicrobiana es semejante al encontrado en este estudio. Un ejemplo es
la descripcion de la prevalencia del 11% de BLEE una zona rural (Chaco-
Bolivia) (Bartoloni et al., 2016), que se compara con la prevalencia del 10%
(n=6) cepas de E. coli productoras de BLEE detectadas entre las 59 cepas
de este estudio (Tabla 19 y Anexo 1). Lo cual nos puede indicar exposicion
previa a tratamiento con betalactamicos en estas poblaciones, lo que lleva

al incremento de las tasas de resistencia en estos antimicrobianos.
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En general, las tasas de resistencia antibiética encontrada en varios
antimicrobianos (trimetoprim/sulfametoxazol, ampicilina, ciprofloxacino,
ampicilina/sulbactam, cefalosporinas de tercera generacion) descritas
anteriormente, se pueden atribuir a un tratamiento antibiético previo por
estos antimicrobianos, lo que refleja la facilidad con la que las cepas de E.

coli son capaces de adaptarse y crear resistencia.

A pesar de la resistencia antimicrobiana detectada en este estudio,
aun se observa una sensibilidad del 83.3% en cefazolina (Figura 21), lo
gue posibilita el uso de cefalosporinas de administracion oral en el caso de
ser necesario (cefalexina o cefuroxima). En nuestro estudio, también se
encontraron bajas tasas de resistencia a nitrofurantoina y fosfomicina
(6.7% vy 1.7% respectivamente), posibiltando el uso de estos
antimicrobianos para el tratamiento empirico de ITU en estas poblaciones
estudiadas. En casos graves de ITU en los que se requiera hospitalizacion,
se sugiere terapia parenteral con gentamicina, por la alta sensibilidad

(93.3%) encontrada en este estudio (Figura 21).

Por otra parte, desde que las quinolonas salieron al mercado, el uso
de estos antimicrobianos se generalizé desde el principio, debido a las
diversas caracteristicas que poseen, y se convirtieron rapidamente en una
de las primeras opciones al momento de tratar infecciones. Aunque el uso
indiscriminado durante todos estos afios, se ve reflejado en estudios que

muestran el incremento de la resistencia en estos antimicrobianos
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(Braykov et al., 2016) e informes de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS, 2014).

En algunos estudios realizados en Sudamérica, los mecanismos de
resistencia a quinolonas mediados por plasmidos (RQMP) se han
identificado en cepas de E. coli, como es el caso de un estudio realizado
en Argentina, donde la investigacién se basé en estudiar cepas de E. coli
con fenotipo BLEE (55 Enterobacteriae; 16 E. coli). En ese estudio, se
evidencié un alto porcentaje de presencia de los genes aac(6’)-lIb-cr y gnr
(42% y 33% respectivamente) en las cepas Enterobacteriae, lo que se vié
reflejado en una alta tasa de resistencia a quinolonas (93%) (Cruz et al.,

2013).

La resistencia a quinolonas encontrada en nuestro estudio fue del
31.7% para ciprofloxacino y 43.3% para acido nalidixico, lo que se puede
comparar con otros estudios realizados en la region, donde se observa un
39% de resistencia a ciprofloxacino y 49% a acido nalidixico en Chaco en
2015 (Bolivia) (Bartolini et al., 2016), en donde no se explica el desarrollo
de los altos niveles de resistencia a fluoroquinolonas encontrada, aunque
al igual que en este estudio, la implementacién de centros médicos y
consumo de antibidticos, seria la principal causa del desarrollo de

resistencia.

En otra investigacion realizada por Pallechi y colaboradores en una

comunidad remota del Amazonas de Peru, se encontraron tasas del 14%
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de resistencia a ciprofloxacino y 44 % a &cido nalidixico. En nuestro
estudio, la resistencia a ciprofloxacino fue del 31.7% y para el acido
nalidixico fue del 43.3% (Figura 21). Esta diferencia en las tasas de
resistencia al acido nalidixico, puede estar explicado por el consumo de
cloroquina, un compuesto usado para el tratamiento de malaria en esa
zona amazonica del Per(, y que se ha demostrado puede producir
mutaciones y conferir resistencia a quinolonas (Pallechi et al., 2012).
Ademas, en esta investigacion se atribuyé a la baja salubridad de la
poblacion, como el principal vehiculo para la transferencia de cepas
resistentes, ya que el rio que alimenta a esa poblacion, es también una
afluente de una zona urbana cercana al Chaco, donde el consumo de
antibiéticos es generalizado, lo que pudo ocasionar la liberacion de
mutantes al rio que luego pudieron haber llegado a la zona rural del Chaco.
Este vehiculo de transporte de cepas resistentes no se observa en las
poblaciones analizadas en nuestro estudio, pero desde hace varios afios
atras, la implementacion de centros médicos y hospitales basicos, pudieron
haber desarrollado el aumento de la presencia de farmacias y el aumento
de prescripcién de antimicrobianos, presumiendo que la implementacion de
los sistemas de salud en las diferentes zonas rurales del Ecuador, la falta
de estudios epidemioldgicos, la falta de protocolos estandarizados para el
tratamiento de infecciones y el incremento del comercio de
antimicrobianos, podrian ser las principales causas del desarrollo de la

resistencia antimicrobiana detectada.
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En 2012 otro estudio realizado en Bolivia por Bartoloni y
colaboradores, encontraron resistencia a ciprofloxacino del 44% en tres
zonas rurales. Una caracteristica importante fueron los datos obtenidos de
consumo de antibiéticos de los pacientes que participaron en el estudio, ya
gue se pudo observar la prescripcion por médicos de la zona y también en
ciertos casos el autoconsumo. Estos datos se correlacionaron con la
presencia de resistencia antimicrobiana en las zonas rurales que
presentaban mayor consumo de ampicilina y en donde también se
encontré una mayor presencia de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion (Bartoloni et al., 2012). La alta resistencia a quinolonas no se
pudo explicar, pero se podria intuir que el consumo previo de quinolonas
es también una causa del desarrollo de resistencia, ya que a pesar de los
bajos recursos econdmicos de las zonas estudiadas, se detectd la
presencia de cepas productoras de CTX-M con resistencia a quinolonas y
presencia de genes plasmidicos de resistencia a quinolonas. Al igual que
en este estudio, en el nuestro se encontraron altos niveles de resistencia a
ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol y quinolonas. Las zonas rurales
analizadas en nuestro estudio también se presentan como zonas rurales
de escasos recursos econémicos, pero que cuentan con centros de salud
y médicos que prescriben antibioticoterapia, por lo que al igual que el
estudio mencionado anteriormente, el desarrollo de resistencia en las

zonas rurales puede deberse a la implementacién de protocolos de
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antibioticoterapia para tratar infecciones y la facilidad para el expendio de

antibidticos en las farmacias, sin la prescripcion correspondiente.

La importancia de un correcto uso y prescripcién de antimicrobianos
se ha convertido en un reto para los organismos internacionales de salud
(OMS/OPS) que en 2017 presentaron el informe GLASS Report donde se
determinan las pautas necesarias a seguir para evitar el uso indiscriminado
de antibidticos y las recomendaciones al momento de prescribir un

tratamiento efectivo.

En nuestro estudio, las cepas con resistencia a quinolonas, fue
explicada por la presencia de mutaciones en los genes de las RDRQ de las
topoisomerasas, ya que estas cepas presentaron diferentes combinaciones
de sustituciones aminoacidicas en estos genes, que se correlacionaron

con mayor resistencia antimicrobiana.

En este contexto, la presencia de una sola mutacién en gyrA (S83L)
se observé en 4 cepas (Eco007, Eco011, Eco033, Eco038), las cuales
presentan un fenotipo de resistencia al acido nalidixico y sensibilidad a las
fluoroquinolonas. Este fenotipo de resistencia a acido nalidixico y
sensibilidad a ciprofloxacino y levofloxacino en presencia de una sola
mutacién en gyrA, se ha descrito anteriormente (Navarro et al.,, 2010).
Ademas, en estas cepas también observamos la ausencia de BLEE, por lo
gue podemos demostrar que cepas con pocas mutaciones no presentan

corresistencias.
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Varias cepas (Eco008, Eco030, Eco040, Eco050) presentaron
doble mutaciéon en gyrA (S83L, D87N) y en parC (S80I, E84V), que
producen un incremento de las MICs en las fluoroquinolonas, con valores
superiores a 4ug/ml para ciprofloxacino y mayores a 8ug/ml para
levofloxacino, caracteristicas que han sido descritas anteriormente (Sato et
al., 2013) (Navarro et al., 2010). Tres de estas cepas (Eco030, Eco040,
Eco050) ademéas producen BLEE, por lo que podemos sugerir que las
corresistencias aparecen cuando hay un mayor nimero de mutaciones,

posiblemente por la mayor presidn selectiva que estas cepas tuvieron.

La mayoria de las cepas con resistencia a fluoroquinolonas de este
estudio (Eco014, Eco020, Eco022, Eco029, Eco039, Eco045, Eco051,
Eco053), presentaron el perfil genotipico de doble mutacién en gyrA (S83L,
D87N) y una mutacién en parC (S80Il), cuyos perfiles fenotipicos de
resistencia a quinolonas se presenta al igual que en el caso anterior con
resistencia a acido nalidixico, ciprofloxacino (mayor a 4ug/ml) y
levofloxacino (mayor a 8ug/ml). Aunque también encontramos cepas que
no presentaron una CIM muy elevada para levofloxacino (4ug/ml), lo que
indica nuevamente la correlaciéon entre una mayor cantidad de mutaciones
y el incremento de la CIM de las fluoroquinolonas. Ademas, en todos estos
casos, no hubo ninguna cepa productora de BLEE, por lo que podemos
indicar que la presencia de mutacién doble en gyrA y una mutacién simple

en parC, no esta correlacionado con la produccién de BLEE, posiblemente
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porgue las cepas no han sido expuestas a altas cantidades de antibidticos

betalactamicos.

También podemos encontrar otras cepas (Eco017, Eco027,
Eco057, Eco059), con doble mutacion en gyrA (S83L, D87N), una
mutacién en parC (S80I) y una mutacién en park (S458A), que al igual que
en las cepas con doble mutacion en gyrA y parC, presentaron elevados
niveles de CIM para las fluoroquinolonas y en un caso (Eco027) también

presentd la produccion de BLEE.

Con los resultados obtenidos se demuestra que un mayor nimero
de mutaciones en las RDRQ estéa ligado a un aumento de la CIM de las
quinolonas. Este fendbmeno se observa en todas las cepas con méas de dos

mutaciones en las RDRQ.

En el caso de la cepa Eco005, esta no presenté mutaciones en las
RDRQ, pero presentd resistencia al acido nalidixico y ciprofloxacina por
difusién de disco, ademas presentd sensibilidad disminuida por CIM a
levofloxacino y sensibilidad disminuida por difusion de disco a norfloxacino.
Este perfil fenotipico de pseudoresistencia encontrada en este caso, se
podria deber a la expresion de otros mecanismos de resistencia como la
presencia de bombas de eflujo, impermeabilidad de membrana las que
pueden estar ligadas a una resistencia de bajo nivel. En el caso de la cepa
Eco009, tampoco presenta mutaciones en los genes de las

topoisomerasas, pero su caracteristica fenotipica se presenta con un ligero
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aumento en la CIM de ciprofloxacina y levofloxacino, manteniendo
sensibilidad, aunque se presenta resistente a acido nalidixico y con
sensibilidad disminuida a ciprofloxacina por difusion de disco, por lo que al
igual que a la cepa anterior (Eco005), este fendmeno se puede atribuir a la
produccion de bombas de expulsion o disminucién en la permeabilidad de
la membrana, que pueden ser las principales causas de este fenotipo. En
el caso de la cepa Eco052, que tampoco presentdé mutaciones en las
RDRQ, sélo se detectd resistencia al &cido nalidixico, que se puede deber

a la expresion de uno de los mecanismos anteriormente citados.

Se detecté un caso puntual, la cepa Eco016 que presenta altos
niveles de resistencia a quinolonas, pero sin mutaciones en las RDRQ. Los
reportes de este fendmeno son infrecuentes. Sin embargo, un estudio
publicado en 2011 muestra cepas con altos niveles de resistencia a
ciprofloxacino (4ug/ml) y levofloxacino (8ug/ml), que fueron atribuidos a la
presencia de Resistencia a Quinolonas Mediados por Plasmidos (RQMP).
Esta RQMP fue determinada por la presencia de los genes gnrS y ogxAB,
el primero que codifica para una proteina que recubre y protege la ADN
girasa y el segundo que codifica la sobreexpresion de bombas de
expulsion activa. Estos mecanismos junto con la disminucion de la
permeabilidad de membrana, podria explicar los altos valores de CIM de
ciprofloxacino y levofloxacino encontrados en nuestra cepa Eco016 (Sato

et al., 2013) (Navarro et al., 2010).
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Estos resultados ponen de manifiesto que el consumo previo de
antimicrobianos esta relacionado con el aumento de la resistencia. Aunque
las comunidades estudiadas presentan niveles socioecondmicos bajos,
esto no ha imposibilitado el desarrollo de resistencia antimicrobiana, tal vez
debido a la presencia de centros de salud, personal médico y farmacias, lo
que promueve el consumo de antimicrobianos con o sin prescripcion
médica. Esto también se podria justificar con el hecho de que los niveles
de resistencia antimicrobiana en zonas urbanas como la capital del
Ecuador, Quito, donde los niveles de resistencia a las fluoroquinolonas son
mas elevados >40% en cepas de E. coli aisladas de ITU comunitarias y
mayor al 50% en cepas hospitalarias (INSPI-Q, 2018), posiblemente por el

mayor acceso a los antimicrobianos y por existir mayor autoprescripcion.

Con estos resultados y los reportes de alerta por organismos
internacionales de la resistencia antimicrobiana, se pone de manifiesto que
uno de los principales retos es el control del consumo de antibiéticos tanto

en humanos como en animales.

En referencia a esto ultimo hay que tener en cuenta que Ecuador es
practicamente un pais agricola, donde el uso de antibiéticos para la cria de
ganado y aves no esta regulado y por tanto los organismos competentes
de estas areas deben tomar medidas para evaluar los niveles de
resistencia a nivel agricola, mediante estudios epidemioldgicos y de

evaluacion de uso de antibi6ticos en animales.
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7. CONCLUSIONES

1. La epidemiologia de la infeccién urinaria en poblaciones nativas
amerindias Kichwas en lo que se refiere a sexo, edad, factores de
riesgo, etc., no parece mostrar grandes diferencias con la
observada en poblaciones urbanas.

2. Las mayores cifras de resistencia antimicrobiana se observan en
trimetoprim-sulfametoxazol, ampicilina y fluoroquinolonas.

3. La prevalencia de fenotipos compatibles con la produccion de BLEE
es de un 10%, en las cepas de E. coli causantes de ITU en las
comunidades estudiadas.

4. Fosfomicina, nitrofurantoina, amoxicilina/acido clavulanico vy
gentamicina presentan un perfil de sensibilidad bastante
conservado, que habilitan su uso como terapia empirica con
seguridad.

5. La gran mayoria de los aislados resistentes a fluoroquinolonas,
presentaron mutaciones en los diferentes genes de las RDRQ de
las topoisomerasas.

6. Todas las cepas con resistencia a ciprofloxacino presentaron al
menos tres mutaciones en las RDRQ, siendo la doble mutacion en
gyrA (S83L, D87N) méas una mutacion en parC (S80I) la mas

frecuente en este estudio.
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7.

10.

11.

La presencia de una sola mutacion en gyrA (S83L) condiciona
resistencia a acido nalidixico, pero manteniendo sensibilidad a
fluoroquinolonas.

La resistencia aislada a acido nalidixico, en ausencia de
mutaciones en las topoisomerasas, probablemente se asocie a
mecanismos de resistencia plasmidicos, la hiperproduccién de
bombas de eflujo o impermeabilidad de membrana.

Solamente un aislado mostré resistencia a ciprofloxacino en
ausencia de mutaciones en RDRQ, lo cual se podria vincular
probablemente a mecanismos de resistencia de difusion
plasmidica.

Las mutaciones encontradas en los genes gyrA, parC y parE
reflejan que la poblacién se encuentra bajo presion selectiva por el
uso de antimicrobianos.

La resistencia antibidtica es similar o discretamente inferior a otros
estudios realizados en Iberoamérica. No obstante, son niveles de
resistencia preocupantes si se tiene en cuenta que se trata de
poblaciones indigenas aisladas, con un acceso al consumo de

antimicrobianos inferior al habitual.
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Resumen

Contexto: Escherichia coli uropatégena (ECUP) se presenta como uno de los principales agentes etiologicos
en infecciones del tracto urinario (ITUs) no complicadas (70-95%). El objetivo del tratamiento de ITUs
no complicadas es obtener curacién clinica y microbiolégica. Para ello, es de particular importancia el
conocimiento de las tasas de resistencia antibiética local.

Objetivo: identificar los perfiles de resistencia a antibioticos de primera linea para ITUs no complicadas
en poblaciones nativas amerindias Kichwas ecuatorianas, en donde el tratamiento empirico se basa en
tri prim/sulf; I, ampicilina, y ciprofl ina mayoritari t

Métodos: se analizaron 335 muestras de orina procedentes de las poblaciones de Zumbahua, Colta y
Guamote, en un periodo de 4 meses (febrero-mayo 2016). Las muestras fueron incubadas por 24 y 48
horas en agar Eosin Methylene Blue (EMB), para luego ser identificadas en género y especie por pruebas
bioquimicas. Para determinar la susceptibilidad antibiética, se realizé la técnica de difusion en disco de
Kirby-Bauer. Para la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), se utilizé la técnica de microdilucion en
caldo (Vitek 2). El método de doble disco fue la técnica utilizada para la deteccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE).

Resultados: noventa (26,9%) muestras mostraron un recuento significativo de 210° (ufc)/ml, compatibles
con ITUs. El microorganismo identificado con mayor frecuencia fue E. coli (n=75; 83,3%). La resistencia
antibidtica encontrada para los aislados de E. coli fue de 56,7% a tri prim/sulf; zol, 52,5% a
ampicilina, 43.3% a dcido nalidixico, 32.5% a ciprofloxacina, 28.3% a norfloxacina, 25% a levofloxacina,
15.85% a cefazolina, 17.5% a cefoxitina, 15% a cefuroxima, 15% a ceftazidima, cefotaxima, y ceftriaxona,
15% a cefepima, 7,5% a nitrofurantoina y 1,7% a fosfomicina. Se identificaron 7 aislados productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Conclusion: conlosresultados obtenidos se recomiend noutilizarampicilina, tri prim/sulfamet 1
ni quinolonas en la zona estudiada como terapia empirica. Se sugiere instaurar tratamiento empirico con
fosfomicina o nitrofurantoina para ITUs no complicadas.

Descriptores DeCs: Escherichia coli uropatogénica, infeccién de tracto urinario, resistencia a antibioticos,
poblacién amerindia kichwa, betalactamasas de espectro extendido, Ecuador.
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Articulo original

Abstract

Context: uropathogenic Escherichia coli (ECUP) is one of the main etiologic agents in uncom-plicated uri-
nary tract infections (UTIs),(70-95%). The end point of antibiotic therapy is a full clinical and microbiological
response. Objective: to identify bacterial resistance profiles to firstline antibiotics, used to treat uncomplicated
UTT’ within indigenous communities in Ecuador, where the empiric treatment approach is based mainly on the
use of trime-thoprim/sulfamethoxazole, ampicillin and ciprofloxacin.

Methods: a total of 335 urine samples were collected and analysed during a four-month period (Febru-
ary-May 2016) in Zumbahua, Colta and Guamote. The samples were incubated for 24 and 48 hours in Eosin
Methylene Blue (EMB) and subsequently identified at the genus and species level by biochemical tests. The
Kirby-Bauer method (disc diffusion) was performed for phenotypic profiling of antibiotic susceptibility, and for
the minimum inhibitory concentration (MIC), Vitek 2 broth micro-dilution was used. The double disk method
was used for the identification of extended spectrum beta-lactamases (ESBL).

Results: 90/335 (26,9%) urine samples were compatible with ITU (significant count of =105 colony forming
units cfu/ml). The most frequently microorganism recov-ered was E.coli (n=75; 83,3%). The antibiotic resis-
tance found in E. coli was trime-thoprim/sulfamethoxazole 56,7%; 52,5% to ampicillin; 43.3% to nalidixic acid;
32.5% to ciprofloxacin; 28.3% to norfloxacin; 25% to levofloxacin; 15.85% to cefazolin; 17.5% to cefoxitin, 15%;
to cefuroxime; 15% to ceftazidime, cefotaxime, and ceftriaxone; 15% to cefepime; 7,5% to nitrofurantoin and
1,7% to phosphomycin. Seven extended spectrum betalactamases (ESBL) isolates were identified.

Conclusion: these results drive to the recommendation of not using ampicillin, trimethoprim/sulfamethox-

azole, nor quinolones in the area studied. We recommend empirical therapy with phosphomycin or

nitrofurantoin.

Keywords: uropathogenic Escherichia coli, urinary tract infections, antibiotic resistance, amerindian kichwa
population, extended spectrum beta-lactamases, Ecuador.

Introduccion

Las infecciones del tracto urinario (ITUs) de etio-
logia bacteriana son comunes en la especie humana;
ademds, constituyen las infecciones nosocomiales
mds usuales en el mundo desarrollado y frecuentes
en paises en vias de desarrollo."* Las ITUs, incluyen-
do cistitis y pielonefritis, se consideran el tipo mas
frecuente de infecciones en humanos causando entre
150 a 250 millones de casos/afio a nivel global', E.coli
uropat6gena (ECUP) es uno de los principales agen-
tes etiologicos de ITU (70-95%)'. Las ITUs afectan
con mayor frecuencia a mujeres provocando clinica-
mente disuria, polaquiuria, tenesmo, urgencia urina-
ria, nicturia, dolor suprapubico, hematuria, piuria y
bacteriuria. Numerosos episodios pueden presentar-
se como cistitis que puede progresar a una pielonefri-
tis e incluso urosepsis.** En gestantes, las ITUs suelen
cursar con bacteriuria asintomatica."*’

El fallo terapéutico al tratamiento empirico se atri-
buye a mecanismos de resistencia bacteriana, prin-
cipalmente a fluoroquinolonas, por modificacion
del sitio diana bacteriano®, a p-lactimicos mediante
la produccién de B-lactamasas plasmidicas, hiper-
produccion de B-lactamasa cromosémica de la clase

C (AmpC) o expresion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE)". La resistencia antimicrobiana
constituye un problema sanitario a nivel asistencial
y comunitario®.

La posibilidad de resistencia es determinante al
momento de instaurar un tratamiento de ITU a ni-
vel de la comunidad; amerita investigar una eventual
resistencia antes de prescribir tratamientos empiricos
para evitar el fallo terapéutico que generara compli-
caciones clinicas y mayor morbilidad.

Sujetos y métodos

Disenio del estudio: se realiz6 un estudio epidemi-
ologico, descriptivo y observacional.

Universo y poblacion: se analizaron 335 muestras
de orina procedentes de las comunidades andinas
rurales del Ecuador de a) Zumbahua (parroquia del
cantén Saquisili de la provincia de Cotopaxi, ubicada
a 162 km de Quito, con 12.643 habitantes segiin da-
tos del INEC del afio 2015, con un 85% de poblacion
indigena), b) Colta (cantén de la provincia de Chim-
borazo, ubicada a 206 km de la ciudad de Quito, con
46.392 habitantes y 70% de poblacién indigena) y c)
Guamote (cantén de la provincia de Chimborazo,
ubicada a 238 km de Quito, con 52.392 habitantes y
94,5% de su poblacion amerindia).
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Criterios de inclusién: se incorporaron al es-
tudio a pacientes que asistieron a consulta externa
de los servicios de salud de las poblaciones indica-
das entre los meses de febrero a mayo del 2016, con
sintomatologia sugestiva de ITU. A cada paciente
se solicito una muestra de orina previa instruccién
de la forma correcta de recolectar la muestra. Todas
las muestras fueron cultivadas y los aislados que con
un recuento significativo (= 105 (ufc)/ml) e identi-
ficacion del agente biolégico E.coli u otro patogeno
fueron procesados.

Criterios de exclusion: se excluyeron pacien-
tes con infecciones del tracto urinario complicadas,
muestras repetidas y pacientes que no pertenecian a
las comunidades nativas amerindias Kichwas.

Recoleccion y transporte de muestras: las mues-
tras para urocultivo se procesaron el mismo dia de la
toma o0 miximo al dia siguiente de la recoleccion uti-
lizando un conservante que inhibe la multiplicacion
bacteriana (acido bérico) que permitié mantener la
muestra de orina hasta por 24 horas.

Como preservante-inhibidor, se prepar6 una solu-
cion de acido boérico al 2%; el proceso comprende
pesar 2 gramos de Boric Acid ultraPURETM (Gibco
BRL 15583-024), quimico que fue diluido en 100 ml
de agua destilada estéril precalentada a 50°C. Poste-
riormente, en una cabina de bioseguridad (AirClean
600 PCR Workstation) se dispensé 500 ul de solucion
de dcido borico en tubos Falcon estériles de 15 ml;
se adiciono 6 ml de la muestra de orina. Los tubos
Falcon fueron luego almacenados y transportados
en una caja térmica a temperatura constante entre
2 a 8°C hasta el Laboratorio de Microbiologia del
Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los
Antimicrobianos (RAM) del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica "Dr. Leopoldo Izqui-
eta Pérez" dependiente de la Coordinacién Zonal 9
(INSPI-QLIP CZ9).

Procesamiento de las muestras de orina en el
laboratorio de microbiologia: las muestras fueron
recibidas teniendo en cuenta: a) la adecuada cadena
de frio durante el transporte (2 a 8°C), b) correcta
identificacion de la muestra (nombre, cédula de ci-
udadania, edad, sexo y unidad de salud remitente) y
¢) reporte del examen elemental y microscépico de
orina (EMO). Una vez confirmados los requisitos an-
teriores, a cada muestra se asign6 un c6digo de labo-
ratorio, registrandose estos datos en hojas de trabajo,
conjuntamente con los datos clinicos de la muestra.
Se prepar6 el material necesario para la siembra: a)
asas calibradas estériles de 0,01 ml y placas prepa-
radas con medio de cultivo Eosin Methylene Blue
(EMB) rotuladas con el codigo de laboratorio asig-
nado a cada muestra. Las muestras fueron homoge-

nizadas por inversion y sembradas mediante asa cali-
brada en placas con Eosin Methylene Blue (EMB), de
acuerdo a las recomendaciones para procesamiento
de urocultivos. Luego de la siembra, las placas se in-
cubaron en condiciones anaerobias a 37°C durante 24
horas a 48 horas (si no hubo resultado positivo en las
primeras 24 horas).

Conteo UFC e Identificacién de aislados bacte-
rianos: se consideré un recuento mayor a 10° (ufc)/
ml para catalogar como positivo al urocultivo. Las
cepas con recuento significativo fueron identificadas
de manera preliminar como E.coli cuando se observ-
aban colonias verdosas con brillo metilico en el agar
EMB, por ser esta bacteria fermentadora de la lactosa
contenida en el medio. Para la confirmacion de géne-
ro y especie, se utilizé una caracterizacién bioquimi-
ca de la siguiente manera: a) se preparé una suspen-
sion bacteriana en solucion salina 0,9% seguido de la
siembra en agar citrato, medio SIM y en caldo rojo de
metilo/Voges Proskauer (MR/VP); posteriormente
se incubo en aerobiosis durante 24 horas a 37°C. Se
identifico a la bacteria como E.coli si el resultado ob-
tenido fue negativo en agar citrato, positivo para pro-
duccién de indol, motilidad positiva en el medio SIM,
positivo para el caldo MR y negativo para VP. Estos
resultados se confirmaron mediante el uso de tarjetas
de identificacion Vitek 2 GN Cards REF 21341.

Crio-preservacion de cepas de E.coli: las cepas
identificadas como E.coli fueron almacenadas en cri-
otubos en medio Brain Heart Infusion (BHI) en glic-
erol al 20% y conservadas a -80°C.

Antibiograma: para estudiar la susceptibilidad
antibidtica, se incluyeron todas las cepas de E.coli
que cumplian los criterios de inclusién y de exclusion
planteados. Se utilizaron antibidticos clinicamente
itiles para el tratamiento de ITU y antibiéticos in-
dicadores de mecanismos de resistencia en el anti-
biograma: amoxicilina/dcido clavulanico, ampicilina/
sulbactam, ampicilina, ceftazidima, icido nalidixico,
ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina, ceftriax-
ona, cefuroxima, cefazolina, cefepima, gentamicina,
fosfomicina, nitrofurantoina, ertapenem, meropen-
em, imipenem, trimetoprim/sulfametoxazol, pipera-
cilina/tazobactam, tobramicina. Para determinar la
susceptibilidad, se usaron colonias puras obtenidas
a partir del cultivo en agar sangre al 5%. Las colo-
nias fueron suspendidas en cloruro de sodio al 0,9%
a concentracion de 0,5 en la escala McFarland. A
partir de las suspensiones bacterianas obtenidas se
siguieron dos procesos: a) técnica de Kirby Bauer (di-
fusion en+ discos) que requiri6 la inoculacién de la
suspension bacteriana de cada aislado en una placa
de medio Muller Hinton, a la que se colocaron los
discos de forma estratégica para detectar mecanismos
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de resistencia tipo p-lactamasas de espectro extendi-
do (método de doble disco) y b) determinacién de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) de acuerdo
a los pardmetros indicados por el fabricante (Vitek*2
Compact biomerieux, Marcy I”Etoile, France). La
lectura de los cultivos se realizé conforme a las nor-
mas del CLSI (Clinical and Laboratory Standards In-
stitute) del 2016.

Anilisis estadistico: el analisis estadistico us6 el
programa WhoNet 5.6 (Who Collaborating Centre
for Surveillance of Antimicrobial Resistence Boston,
Massachusetts, version de junio de 2006).

Resultados

Se recolectaron 335 muestras de orina entre los
meses de febrero y mayo de 2016; noventa especimenes
(26,9%) tuvieron un recuento significativo (mayor
a 105 ufc)/ml) en el urocultivo. El microorganismo

Articulo original

identificado mayoritariamente fue E.coli (75 aislados,
83%), seguido de Klebsiella spp (5 aislados, 6%), Pro-
teus mirabilis (3 aislados, 4%), Acinetobacter lwofhi
(2 aislados, 2%), Serratia marcescens (2 aislados, 2%),
Salmonella spp (2 aislados, 2%) y Shigella sonnei (1
aislado, 1%). De los 75 aislados identificados como
E.coli, 15 fueron descartados por tratarse de muestras
repetidas de la misma paciente o porque no provenir
de las comunidades nativas amerindias Kichwas suje-
tas a estudio. Un total de 60 aislados con urocultivo
positivo fueron sometidos a ensayos de susceptibilidad
AST. El mayor nimero de casos provino de la comuni-
dad de Guamote (28 pacientes, 46,7%), predominante-
mente de mujeres, donde se observé el mayor nimero
de casos (57 pacientes, 95%) con un rango de edad en-
tre 11 a 20 afos (17 pacientes, 28,3%). La distribucion
por lugar de recoleccion de muestra y por grupos de
edad se muestra en la tablal.

Tablal. Distribucion de los urocultivos positivos por hospital y centro de salud, y grupos de edad

n° de pacientes por rango de edad/%

Institucion n°/% Sexo(n°/%) 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
anos anos anos anos anos  anos  anos
H. Colta 17/28,3 M (2/3) - - - - - /1,7 11,7
F (15/25) 3/5,0 4/6,7 /1,7 /1,7 4/6,7 2/33
H.B. Guamote  28/46,7 M (1/2) - 1/1,7 - - - -
F (27/45) 10/16,7  4/6,7 71117 4/6,7 1/1,7 1/1,7
C.S. Zumbahua 5/8,3 M (-/-) - - - - -
F (5/8) 1/1,7 1/1,7  3/50 - - -
H. Zumbahua 10/16,7 M (-/-) - - - - - - -
F (10/17) 4/6,7 2/3,3 1/1,7 1/1,7 - /1,7 1/1,7
Total 60/100 M (3/5) 17/28,3  12/20 9/15 9/15 2/33  6/10,0 5/8,3
F (57/95)

Fuente: Historia clinica
Elaboracién: Autores
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Los resultados de susceptibilidad antibiotica reve- cefazolina, 15% a cefuroxima, ceftazidima, cefota-
laron que la resistencia a los firmacos era: 56,7%  xima, ceftriaxona y cefepima, 7,5% a gentamicina,
al trimetoprim/ sulfametoxazol, 52,5% a ampicilina, 7,5% a nitrofurantoina, 6,7% a tobramicina, 3,3% a
43,3% al dcido nalidixico, 32,5% a ciprofloxacina,  amoxacilina/acido clavulénico y piperacilina/tazo-
28,3% a norfloxacina, 26,7% a ampicilina/sulbactam,  bactam, 1,7% a fosfomicina y no existio resistencia
25% a levofloxacina, 17,5% a cefoxitina, 15,85% a a meropenem, imipenem y ertapenem. (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de las tasas de resistencia encontradas en las 60
cepas analizadas.

Antibiotico %R %l %S
Ampicilina 52,5 1,7 45,85
Amoxicilina/Acido clavulanico 33 5 91,7
Ampicilina/Sulbactam 26,7 183 55
Piperacilina/Tazobactam 33 0 96,7
Cefazolina 15,85 0 84,15
Cefuroxima 15 0 85
Ceftazidima 15 0 85
Cefotaxima 15 0 85
Ceftriaxona 15 0 85
Cefoxitina 17,5 1,7 80,85
Cefepima 15 0 85
Meropenem 0 0 100
Ertapenem 0 0 100
Imipenem 0 0 100
Gentamicina 7,5 0,85 91,65
Tobramicina 6,7 33 90
Acido nalidixico 433 3,3 533
Ciprofloxacina 32,5 1,65 65,8
Levofloxacina 25 6,65 68,35
Norfloxacina 28,3 3,3 683
Trimetoprim/Sulfametoxazol 56, 0,85 42,5
Nitrofurantoina Z5 6,65 85,85
Fosfomicina 1,7 0 98,3

R: resistente; I: intermedio; S: sensible (CLSI 2016)
La tabla esta realizada en funcion de grupos farmacologicos

Fuente: Resultados de laboratorio
Elaboracion: Autores
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Los perfiles de resistencia mostraron 14 aislados
(23,3%) que no tuvieron resistencia a ninguno de
los antibioticos usados en este estudio y 29 aislados
con perfiles fenotipicos de resistencia antibiGtica
diferentes, 32 aislados (53,3%) fueron productores de
betalactamasas, 7 aislados (12%) fueron productoras
de BLEE, las cuales mantenian susceptibilidad a
carbapenémicos, y 2 aislados (3,3%) presentaron un
perfil fenotipico compatible con hiperproduccion de
AmpC, en relacion a la resistencia encontrada a la
cefoxitina y alas cefalosporinas de tercera generacion.

En base a los perfiles de resistencia se clasificaron
a 18 aislados, (30%), fueron clasificados como MDR
(moderadamente resistente) y uno aislado (1,6%) como
posible XDR (extensivamente resistente). Tabla 3.

Discusion

E1 27% de las muestras estudiadas fueron positivas
para ITU. Este alto porcentaje guarda concordancia
con las tasas encontradas en otros estudios a nivel
mundial. **'* De igual manera y como se describe
en otras revisiones**'*'* E. coli se presenté como el
principal agente etiologico de ITU (83%) seguido por
Klebsiella spp y Proteus mirabilis '*'%, Es importante
destacar que en el presente estudio se aislaron otros
microorganismos capaces de producir ITU (Acineto-
bacter woffii, Serratia marcescens y Salmonella spp),
los cuales son de importancia clinica como se men-
ciona en diversas investigaciones™?. La mayoria de
los casos de ITU correspondieron al sexo femenino
(95%), concordante con los datos reportados ante-
riormente'*”*. El embarazo, edad de inicio de la vida
sexual, actividad sexual, cambio de pH de la orina,
atrofia urogenital en la menopausia y condiciones
anatémicas de la mujer, se presentan como las princi-
pales causas que predisponen a una ITU, que condu-
cen a la colonizacion de la uretra por enterobacterias
desencadenando una ITU! 279252

Se observaron tres (5%) casos de ITU en varones;
dos sujetos (3%) con edades entre 60 a 80 afos, ca-
racteristica descrita en la bibliografia que senala la
mayor edad y presencia de comorbilidades como
los principales factores de riesgo para el desarrollo
de ITU"*% Ademas, se encontré un paciente mas-
culino entre 21 y 30 afios que present6 ITU, lo cual
amerita un estudio mas exhaustivo para determinar
la causa de su infeccion. En cuanto a los perfiles de
susceptibilidad, el estudio revelé que los mayores
porcentajes de resistencia presentan la asociacion tri-
metoprim /sulfametoxazol, ampicilina, ciprofloxaci-
na”™*, ampicilina/sulbactam y cefalosporinas con el
57%, 52%, 32,5%, 27% y 15% respectivamente. Se en-
contré menos del 20% de resistencia para antibidticos
como cefalosporinas, amoxicilina/cido clavulanico,

Articulo original

pipericilina/tazobactam, carbapenémicos y genta-
micina, lo que se asemeja a los resultados obtenidos
en otros estudios”® ™, En general, se presentan altas
tasas de resistencia antibiotica, las cuales se pueden
atribuir a un tratamiento antibiético previo por otras
noxas. La sensibilidad a la cefazolina mayor al 80%
indica la posibilidad de utilizar cefalosporinas de ad-
ministracion oral en el caso de necesitarlo (cefalexina
o cefuroxima). Concuerdan con otros estudios™!*:
una baja tasa de resistencia a nitrofurantoina y fos-
fomicina 7% y 2% respectivamente. A pesar de las
limitaciones del estudio en términos del nimero de
pacientes y cultivos aislados, los perfiles de suscep-
tibilidad-resistencia son determinantes, por lo que
se sugiere el tratamiento empirico con nitrofuran-
toina o fosfomicina. Debe considerarse que a futuro
la resistencia mediada por plasmidos podria ser un
importante determinante de resistencia a la nitrofu-
rantoina, medicamento clave para el tratamiento de
infecciones de tracto urinario sin complicaciones™,
Al optar por terapia parenteral en casos graves, se
sugiere el uso de gentamicina (alta sensibilidad, del
92%). Se sugiere la vigilancia de la resistencia bacte-
riana a fin de evitar el desarrollo de resistencias.

Conclusion

Se encontr6 ITU en el 27% de la poblacién estudia-
da. De acuerdo a los perfiles AST encontrados en las
poblaciones investigadas, los firmacos de primera li-
nea que podrian prescribirse en casos de ITU serian:
fosfomicina, nitrofurantoina (excepto en el tercer
trimestre de embarazo y sobre 37 semanas de gesta-
cioén), amoxicilina/dcido clavuldnico y gentamicina.
Un segundo grupo de antibiéticos sugerido incluye
cefuroxima, ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona, ce-
fazolina y cefoxitina. Se sugiere no prescribir trime-
toprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina, norfloxacina,
levofloxacina, ampicilina y ampicilina/sulbactam por
la alta resistencia encontrada. El trimetoprim/sulfa-
metoxazol estd contraindicado en el primer y tercer
trimestres de embarazo; no se recomienda prescribir
ciprofloxacina, norfloxacina y levofloxacina por la re-
sistencia que presentan y por estar contraindicadas
las quinolonas en el embarazo; se evitara prescribir
ampicilina y la combinacién ampicilina/sulbactam
por la alta resistencia encontrada.

Estos resultados no son concluyentes en vista que
la resistencia a antibiéticos se modifica notablemente
por auto-prescripcion y por la movilidad y migra-
cion. Si bien es cierto que las tasas de resistencia a
antibidtico, en términos generales, es menor en las
comunidades nativas amerindias Kichwas compara-
do con grupos poblacionales de grandes centros ur-
banos, se recomienda mantener estudios de este tipo
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Tabla 3. Distribucion del perfil de resistencia de las 60 cepas analizadas en este estudio

Cepa Mecanismos  de  Clasificacion
e resistencia
0% Perfil de resistencia Beta-  BLE Am A B C
o lactama B pC

sa
12
‘43
35 NAL
1o1SXT
1oNIT
LoAMP
I 1 SXTNAL
11 CZOFOX
35 AMPSAM +
1 1| NITSXTNAL
11 AMPSXTNAL +
9 1 AMPSAM SXT '
1
I 1 CIPLVX NALNOR
2 3 CIPLVX SXT NALNOR
11 TZPCIPLVX NAL NOR +
23 AMPSAM NITSXT NAL + N
O +
[ . &
3 5 AMPSAMCIPL! AL NOR . - v
11 AMPSAM CIP LVX NIT SXT NAL NOR v # +
11 AMPSAM GEN TOB CIP LVX NAL NOR ‘ v
11 AMPGEN TOBCIP LVX NIT SXT NAL NOR ' v
23 CTXCXM AMC AMP SAM CZ0 FOX CAZ CRO FEP SXT v . '
L1 CIXCXM AMP CZ0 FOX CAZ CRO FEP CIP LVX SXTNAL 4 + '

NOR

11 CTXCXM AMC AMPSAM CZ0 FOXCAZCRO FEPCIPLVX  + ' '
NIT SXT NAL NOR
1l X v ' +

CTX CXM AMC AMP SAM CZ0 FOX CAZ CRO FEP TOB

Z
z

M AMP SAM CZO FOX CAZ CRO FEP CIP LVX
NIT SXT NAL NOR

1 2 i 1 AMP SAM CZO FOX CAZ CRO FEP GEN TOB CIP

NAL NOR

AMP SAM TZP CZO FOX CAZ CRO FEP TOB CIP

XT NAL NOR

11 CTX CXM AMC AMP SAM CZ0 FOX CAZ CRO FEP GEN
TOB CIP LVX SXT NAL NOR

p-lactamasa+: cepa que hidroliza aminopenicilinas y carboxipenicilinas.

BLEE (B-lactamasa de espectro extendido)+: cepa capaz de hidrolizar a casi la totali-
dad de cefalosporinas manteniendo sensibilidad a cefamicinas, ihnibidores de B-lacta-
masas y carbapenémicos.

AmpC (hiperproduccion de cefalosporinasa cromosémicas clase C)+: cepa capaz de
hidrolizar todos los B-lactimicos excepto carbapenémicos.

A: MDR multidrogo-resistente (cepa resistente a un antibitico de 3 0 mas familias).

B: XDR extensivamente resistente (cepa resistente por lo menos a 1 antibidtico de
cada familia, con susceptibilidad a 2 0 menos antibi6ticos de cada familia).

C: PDR panrresistente (cepa resistente a todas las familias de antibioticos).

Clave: NAL (acido nalidixico); SXT (sulfametoxazol/trimetoprim); NIT (nitrofu-
rantoin AMP (ampicilina); CZO (cefazolina); FOX (cefoxitina); SAM (ampicilina/sul-
batam); LVX (levofloxacina); (norfloxacina); CIP (ciprofloxacina); TPZ (piperacilina/
tazobactam); GEN (gentamicina); TOB (tobramicina); CTX (cefotaxima); CXM (ce-
furoxima); AMC (amoxicilina/dc. clavuldnico); CZO (cefazolina); CAZ (ceftazidima);
CRO (ceftriaxona); FEP (cefepima).
sultados de laboratorio.

n: autores,
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en poblaciones de caracteristicas similares, a fin de
monitorear patrones de susceptibilidad/resistencia
como guia para el manejo clinico. Se insiste en el uso
racional de antibi6ticos, empleando firmacos con
menor resistencia en casos de ITU y de forma selecti-
va restringiéndo el uso de quinolonas por la gran va-
riabilidad de mutaciones genéticas que se presentan
y que son transmitidas a firmacos de otras familias.

La elevada prevalencia de I'TU, la multiplicidad de
uropatégenos aislados, la identificacion de grupos de
mayor riesgo y la diversidad de perfiles de resistencia
antibidtica, evidencian la necesidad de implementar
estudios locales que orienten acciones de salud y vi-
gilancia epidemioldgica, acorde a las particularidades
de cada poblacion.

El documento constituye un aporte al conocimien-
to de los patrones de resistencia a distintos antibioti-
cos que facilita el mejor manejo clinico de ITU, pa-
tologia en la que el tratamiento farmacolégico es un
desafio para los médicos.
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El protocolo de investigacion y el disefio de la misma,
la recoleccion de datos, el andlisis estadistico, la valora-
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discusion, la redaccion y la aprobacién del manuscri-
to final fueron realizados por todos los autores quienes
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ponibles bajo requisicion al autor correspondiente.
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Anexo 1. Perfiles de resistencia por CIM encontrados en las 59 cepas de E. coli analizadas

Codigo | BLEE[AMP [AMC* [sAM | TzP | cz [ FOX [ CAZ [CRO [ FEP | ETP | IMP [ GN | TOB [NA*| cIP | LEV [FOS* [ NIT [ sxT
Eco_001 NEG 4 25 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 24 [<=0,25|<=0,12 | 31 |<=16| <=20
Eco_002 NEG | <=2 25 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 | 22 0,5 |<=0,12| 31 64 | <=20
Eco_003 NEG | <=2 25 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 | 30 0,5 |<=0,12| 31 |<=16| <=20
Eco_004 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 [ <=1 [ 26 [ 05 | <=12 | 29 [<=16[>=320
Eco_005 | NEG <=1 [<=0,50 [<=0,25 | <=1 | <=1 o5 I 25 |<=16 [>=320
Eco_006 | NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25 <=1 | <=1 05 |<=0,12| 26 |<=16|>=320
Eco_007 | NEG <=1 |<=0,50 | <=0,25 | <=1 | <=1 0,5 32 [<=16| <=2¢
Eco_008 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25] <=1 | <=1 29 |<=16 [>=320
Eco_009 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25] <=1 | <=1 25 | 64 [>=320
Eco_010 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 25 | 64 [>=320
Eco_011 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 25 |<=16|>=320
Eco_012 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 27 |<=16|>=320
Eco_013 NEG <=1 |<=0,50|<=0,25| <=1 | <=1 25 |<=16| <=20
Eco_014 | NEG <=1 |<=0,50 | <=0,25 | <=1 | <=1 28 | 64 [>=320
Eco_015 | NEG <=1 |<=0,50 | <=0,25 | <=1 | <=1 23 | <=16 [>=320
Eco_016 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 |G 29 [<=16 | >=30
Eco_017 | NEG <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 |[NEI 27 [<=16| <=20
Eco_018 | NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25 | <=1 | <=1 28 |<=16 [>=320
Eco_019 | NEG <=1 | <=0,50 | <=0,25 | <=1 | <=1 \ | 38 | 64 [>=320
Eco_020 NEG | <=2 25 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 |<=0,50|<=0,25| <=1 | <=1 \ ‘ 30 |<=16| <=20
Eco_021 | NEG 21 | 16 | <=4 | <=4 | <=4 [ <=1 [ <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 [ <=1 26 |<=16| <=20
Eco_022 | NEG 22 | 16 | <=4 [ <=4 [ <=4 [ <=1 [ <=1 | <=1 [ <=05 [<=0,25] <=1 [ <=1 \ | 27 | 64 [>=320
Eco_023 | NEG 22 | 16 | <=4 [ <=4 [ <=4 [ <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25] <=1 [ <=1 | 27 [<=0,25[<=0,12 | 26 |<=16|>=320
Eco_024 |NEG| 4 | 23 | <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25 | <=1 | <=1 | 25 |<=0,25|<=0,12 | 27 |<=16| <=20
Eco 025 |NEG| 16 | 24 [ <=2 | <=4 | <=4 | <=4 [ <=1 [ <=1 [ <=1 | <=0,5 [<=0,25 | <=1 | <=1 | 25 [<=0,25<=0,12| 26 [<=16| <=20
Eco_026 NEG 4 21 4 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 23 |<=0,25|<=0,12 | 28 <=20
Eco 027 | POs [>=32| 17 | 16 | 16 |>=64| 16 | 16 |>=64|>=64| <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 H 30 >=320
Eco_028 NEG | <=2 26 <=2 <=4 <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 | 28 |<=0,25|<=0,12| 26 <=20
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Eco_029 NEG | <=2 23 <=2 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25]| <=1 | <=1 26 |<=16|>=320
Eco_030 POS [>=32| 16 |[>=32 8 >=64 | <=4 | 16 |>=64 |>=64 | <=0,5 |<=0,25|>=16 17 |<=16 |>=320
Eco_031 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 28 [<=0,25|<=0,12| 26 |<=16 |>=320
Eco_032 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 24 |<=0,25|<=0,12 | 25 |<=16| <=20
Eco_033 | NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25 | <=1 | <=1 [Jil <=0,25| 0,5 | 38 |Ni28N >=320
Eco_034 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 22 [<=0,25|<=0,12| 25 |<=16|>=320
Eco_035 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 28 [<=0,25|<=0,12 | 26 |<=16|>=320
Eco_036 NEG <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 | 27 |<=0,25|<=0,12| 34 32 [>=320
Eco_037 NEG | <=2 24 <=2 | <=4 | <=4 8 <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 | 30 |<=0,25|<=0,12| 28 |<=16| <=20
Eco_038 NEG | <=2 25 <=2 <=4 <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25]| <=1 27 |<=16| <=20
Eco 039 |NEG |BB80N 24 | 4 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25 | >=16 28 | 64 |>=320
Eco_040 POS | >=32 15 (>=32| 16 [>=64| <=4 | <=1 8 <=1 | <=0,5 |<=0,25]| <=1 27 |<=16|>=320
Eco_041 NEG | <=2 26 <=2 <=4 <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_042 NEG | <=2 26 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_043 NEG 20 16 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_044 NEG 20 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 |<=1]|<=1|<=0,5|<=0,25| <=1 | <=1 >=320
Eco_045 NEG 20 16 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25]| <=1 | <=1 >=320
Eco_046 NEG 20 16 4 <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25]| <=1 | <=1 >=320
Eco 048 |[NEG| 8 | 18 | 4 | <=4 |PECEROM <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_049 NEG | <=2 24 <=2 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_050 POS |>=32| 21 4 <=4 |>=64| 16 | <=1 8 <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 >=320
Eco_051 NEG 20 16 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 >=320
Eco_052 | NEG 22 | 4 | <=4 [ <=4 | <=4 | <=1 <=1 <=1]<=05 [<=0,25] <=1 | <=1 <=20
Eco_053 NEG 20 16 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25|>=16| 8 <=20
Eco_054 NEG | <=2 23 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1] <=0,5 |<=0,25]| <=1 | <=1 >=320
Eco_055 NEG 8 19 4 <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_056 | NEG |[BE82N 20 [BE8BN <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 [<=0,25| <=1 | <=1 <=20
Eco_057 POS | >=32 18 (>=32| 16 |[>=64|>=64|>=64|>=64| 8 <=0,5 [<=0,25|>=16| 8 \ \ >=320
Eco 058 |NEG| 4 [ 24 [<=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 [ <=1 | <=0,5 [<=0,25[ <=1 | <=1 <=20
Eco_059 POS | >=32 19 (>=32| <=4 |[>=64| 8 <=1 |>=64| 2 <=0,5 [<=0,25| 4 2 \ \ 64 |>=320
Eco_060 NEG | <=2 24 <=2 | <=4 | <=4 | <=4 | <=1 | <=1 | <=1 | <=0,5 |<=0,25| <=1 | <=1 <=0,25 | <=0,12 <=16 | <=20
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* Valores obtenidos por difusion de disco; AMP: Ampicilina; AMC: Amoxicilina/Acido clavulanico; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP:
Piperacilina/Tazobactam; CZ: Cefazolina; FOX: Cefoxitina; CAZ: Ceftazidima; CRO: Ceftriaxona; FEP: Cefepime; ETP: Ertapenem; IMP:
Imipenem: GN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; NA: Acido Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; LEV: Levofloxacina; SXT:
Trimetoprim/Sulfametoxazol; FOS: Fosfomicina; NIT: Nitrofurantoina; En amarillo: cepas sensibles a todos los antimicrobianos; En verde:
cepas con fenotipo de produccién de penicilinasas; En rojo: cepas con fenotipo de hiperproduccion de ampC; En violeta: cepas con resistencia
a quinolonas; En celeste: cepas productoras de BLEE; En marrén: cepas resistentes a NIT; En gris: cepas resistentes a SXT; En azul: cepas
resistentes a TOB; En naranja: cepas con sensibilidad disminuida.

Fuente: Resultados de laboratorio
Elabracién: Autor
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Anexo 2. Caracteristicas de laboratorio de las 59 cepas de E. coli analizadas

Cod.Lab |Edad [HCL |[CI Hospital/Centro de Salud | Nitritos | Leucocitos | Bacterias | Otros | Cultivo (24 h + Ac. B) | Cédigo

C-003 17 1071 |606273803 |HB. Guamote - - +++ >100.000 UFC/ml Eco_001
C-008 49 5194 |501810717 |CS Zumbahua + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_002
C-012 30 |68549|604032201 |HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_003
C-013 72 3605 | 600598759 |HB.Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_004
C-015 18 | 34428 605020437 |HB. Guamote - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_005
C-016 41 8066 |602691495 |HB. Guamote - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_006
C-021 67 6458 |502712532 |H.Zumbahua + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_007
C-035 45 65 502165699 |CS Zumbahua - +++ ++ >100.000 UFC/ml Eco_008
C-037 17 42174 | 605667187 |HB. Guamote + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_009
C-038 30 |4665 |502927601 |CSZumbahua - ++ ++ >100.000 UFC/ml Eco_010
C-059 17 22811 (504483371 |H.Zumbahua + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_011
C-065 19 31965 | 605547470 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco 012
C-069 18 |34070|605633340 |HB. Guamote - - +++ >100.000 UFC/ml Eco_013
C-083 33  |40457|1717539066 | HB. Guamote - +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_014
C-084 19 |7217 |619960724 |H. Colta + - ++ >100.000 UFC/ml Eco_015
C-048 39 2552 |603122495 |HB. Guamote + + +++ >100.000 UFC/ml Eco_016
C-088 42 1155 501998447 |CS.Zumbahua + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_017
C-092 20 |36787|605501089 |H. Colta + + +++ >100.000 UFC/ml Eco_018
C-095 38 |68231|603383670 |HB.Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_019
C-099 67 1637 |600983381 |H. Colta - + ++ >100.000 UFC/ml Eco_020
C-102 16 |36308 | 606271336 |HB.Guamote + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_021
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C-105 23 7993 |503702714 |H.Zumbahua - +++ >100.000 UFC/ml Eco_022
C-106 34 534 502827660 |CS.Zumbahua + +++ ++ >100.000 UFC/ml Eco_023
C-133 47 15939 602424731 |HB. Guamote - - +++ >100.000 UFC/ml Eco_024
C-138 79 52619 |502720733 |CS. Zumbahua - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_025
C-140 26 3446 |604097436 |HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_026
C-143 59 9926 |601316854 |HB. Guamote - - +++ >100.000 UFC/ml Eco_027
C-144 18 66449 | 605605799 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_028
C-147 68 39765 | 600969547 | H. Colta + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_029
C-148 56 18469 | 601777865 |H. Colta + - ++ >100.000 UFC/ml Eco_030
C-149 19 18933 1504359373 |H. Zumbahua - + ++ >100.000 UFC/ml Eco_031
C-151 43 5446 |502115280 |H.Zumbahua + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_032
C-153 21 14646 | 550094213 |H.Zumbahua + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_033
C-162 24 25807 604718643 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_034
C-164 42 24196 | 602742082 | HB. Guamote - - +++ >100.000 UFC/ml Eco_035
C-052 19 1463 | 605304716 |HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_036
C-173 79 1247 |601495815 |H. Colta - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_037
C-179 20 17333 503894701 |H.Zumbahua - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_038
C-182 33 21 502909385 |H.Zumbahua - - ++ >100.000 UFC/ml Eco_039
C-196 33 51933 (603837233 | HB. Guamote +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_040
C-199 16 27799 (500522016 |H.Zumbahua - +++ >100.000 UFC/ml Eco_041
C-223 65 2730 [600791446 |H. Colta - + + Gl:+ |>100.000 UFC/mlI Eco_042
C-228 20 44456 | 606269934 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_043
C-235 24 |4649 |302189568 |H. Colta - +++ ++ >100.000 UFC/ml Eco_044
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C-239 64 H. Colta - ++ + >100.000 UFC/ml Eco_045
C-249 29 49989 | 604475632 | HB. Guamote - +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_046
C-261 32 52153 604057794 | HB. Guamote - +++ >100.000 UFC/ml Eco_048
C-264 32 2248 |603383688 |HB. Guamote ++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_049
C-266 16 1473 |604802785 |H. Colta - GL:+ >100.000 UFC/ml Eco_050
C-269 23 44945 | 605190164 | H. Colta - >100.000 UFC/ml Eco_051
C-270 80 H. Colta +++ GL:+ >100.000 UFC/ml Eco_052
C-285 37 39916 | 6003338708 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_053
C-142 16 48316 | 605670562 |HB. Guamote - +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_054
C-317 22 28701 | 605095041 | HB. Guamote + +++ +++ >100.000 UFC/ml Eco_055
C-323 48 30207 | 602395295 | H. Colta - + ++ Gl: +++ | >100.000 UFC/ml Eco_056
C-329 63 9522 |601140486 |H.Colta + - +++ >100.000 UFC/ml Eco_057
C-332 28 34753 | 604565556 | H. Colta + +++ ++ >100.000 UFC/ml Eco_058
C-227 24 33549 | 605579556 | H. Colta + + + >100.000 UFC/ml Eco_059
C-225 79 927 601305980 |H.Colta - ++ + >100.000 UFC/ml Eco_060

Fuente: Resultados de laboratorio

Elaboracion: Autor
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