Factor “R” en enterobacteridceas
aisladas de infecciones del

tracto urinario *

Introduccién

La aparicién de bacterias resistentes a
miltiples antibidticos y la transferencia de
esa resistencia a otras bacterias, tiene impor-
tancia capital hoy dia en el tratamiento de
infecciones bacterianas, ya que las cepas mul-
tiresistentes han adquirido proporciones de
una verdadera epidemia mundial.

En 1952, se aislé de un paciente con di-
senteria por primera vez, una cepa de
Shigella resistente a 3 antimicrobianos: Es-
treptomicina  (Sm), Tetraciclina (Te) vy
sulfa (8a). Tres afios después, de una pa-
ciente con un cuadro clinico similar, se ais-
16 una cepa de Sh. flexneri resistente a 4
drogas: Sm, Te, Sa y Cloranfenicol (Cm),
(14).

En 1957 durante una epidemia de dia-
rrea, causada por una cepa de Sh. flexneri
resistente a 4 antibibticos, se aislé una cepa
de E. coli que posefa el mismo patrén de re-
sistencia (19). Desde entonces se ha veni-
do observando que, poco tiempo después de
la introduccién de un nuevo antibidtico en
el mercado, aparecen cepas resistentes a
dichas drogas (9).

* Este trabajo recibié el primer premio en
el I Congreso Cientifico de la A.EF.M. en
1977.
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En investigaciones posteriores se demos-
tré, que la resistencia era trasmitida de una
bacteria a otra por contacto directo entre las
células. Posteriormente se demostrd que esta
transmisién también se lleva a cabo entre
diferentes cepas bacterianas (14).

Hace 20 afios, la incidencia de bacterias
resistentes a los antibidticos era baja, por lo
que no se dio mucha importancia al hecho.
Hoy dia, se aislan cada vez con mis fre-
cuencia, cepas resistentes a 7, 8 y miés anti-
bidticos.

Como resultado de numerosas investiga-
ciones, se demostré que la resistencia malti-
ple, hallada en diferentes partes del mun-
do, se presenta principalmente en Staphilo-
coccus awveus y bacterias de la familia Ente-
robacteridcea.

En el caso de las enterobacterias, se de-
mostré que la transferencia de la resistencia
no era mediada por bacteriéfagos, como su-
cede en Staphilococcus aunrens, sino por ele-
mentos genéticos llamados PLASMIDOS
9)-

Los plismidos se definen hoy dia co-
mo anillos de 4cido desoxiribonucleico
(ADN) presentes en el citoplasma bacteria-
no que poseen la capacidad de replicarse en
forma auténoma, Aquellos plismidos que
se integran por insercién al cromosoma hués-
ped se denomina episomas.

Los plismidos reciben diferentes nom-
bres de acuerdo a las propiedades especificas
que confieren a las células huésped, por
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¢jemplo, el plismido clisico de fertilidad
es llamado Factor T o Factor sexual, puesto
que confiere a la célula bacteriana que lo
posee (F+4) capacidad de conjugacién con
una célula receptora (F—). Otros plismidos
pueden dar a la bacteria capacidad de pro-
ducir toxinas (plismido Ent.) o de adhe-
rencia a la mucosa intestinal (Factor de co-
lonizacién). (15).

Un grupo de elementos plasmidicos con-
fieren a la células bacteriana, resistencia 2
agentes antimicrobianos, estos son los fac-
tores de resistencia bacteriana o factores R,
que pueden tener la capacidad de transmi-
tirse por si solos de una bacteria a otra.

Actualmente se ha demostrado transfe-
rencia de resistencia a los antibidticos en
Haemopbhilus influenza (7) y Neisseria go-
norrhoeae (3) entre otras bacterias de im-
portancia clinica-

El problema de la alteracién de la sensi-
bilidad a antibi6ticos en bacterias aisladas
de urocultivos a nivel de hospital, fue re-
velada por Trejos y colaboradores (18),
donde se mostrd que el 389 de todas las
cepas de E. coli aisladas presentaban resis-
tencia multiple, posiblemente determinada
por el factor de resistencia miltiple (FRM)
que codifica resistencia simultinea a 4 anti-
bigticos: Te, Cm, Sm y Sa.

Dado el hecho de que la gran mayoria
de las infecciones urinarias son causadas
por bacterias de la familia Enterobacteridcea
(8, 17), se pretende en este trabajo, deter-
minar la capacidad de transferencia de re-
sistencia de las bacterias multiresistentes en-
contradas en orina; asi como buscar otras
enterobacteriiceas que tuviesen un patrén de
resistencia semejante, buscando una mejor
comprensién de la historia natural de las in-
fecciones urinarias,

Material ¥ métodos

Se estudiaron 30 pacientes con infeccién
de las vias urinarias, del Hospital San Juan
de Dios; 16 mujeres y 14 hombres, cuyas
edades variaban entre 24 y 69 afios. Los
urocultivos de los pacientes presentaban més
de 10; bacterias por ml de orina, resisten-
tes a 4 antibiticos o mids.

Se recogieron muestras de orina de los
pacientes antes de iniciado el tratamiento,
en frascos de vidrio estériles previo lavado
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del drea periuretral y descartando la primera
mitad de la miccién. Se cultivaron en medio
de Tetrationato, aislindose las bacterias en
medio McConkey y Levine,

Las prucbas de sensibilidab a antibidti-
cos (PSA), se realizaron segin el método
de Bauer y colaboradores (1) con los si-
guientes antibidticos de la casa BBL: Ampi-
cilina (Ap): 10 mcg; Carbenicilina (Cb):
100 mcg; Cloranfenicol (Cm): 30 mcg;
Gentamicina (Gm): 10 mcg; Kanamicina
(Km): 30 mcg; Estreptomicina (Sm): 10
mcg; Nitrofurantoina (FM): 300 mcg;
Triple-sulfa (Sa): 250 mcg; Neomicina
(Nm): 30 mcg; Acido Nalidixico (NA):
30 mcg.

A los pacientes se tomaron dos hiso-
pados rectales, los cuales se procesaron me-
diante las mismas técnicas descritas para las
muestras de orina.

Las bacterias aisladas de orina, resisten-
tes a 4 o mis antibidticos y aquellas cepas
predominantes en el cultivo de heces, fue-
ron cultivadas en medio McConkey con 25
ug/ml de Ap y McConkey con 25 ug/ml de
Cm, para confirmar su resistencia y ser es-
tudiadas como donadores de plismidos R.
Para la conjugacién se utiliz6 la cepa recep-
tora E. coli W1485, timina dependiente y
sensible a todos los antibi6ticos, pero con
resistencia al Acido nalidixico (NA) deter-
minada cromosomalmente (i -e no por un
plismido y asi incapaz de transmitir dicha
resistencia) .

La conjugacion se llevé a cabo en caldo
de infusién de cerebro y corazén por 18
horas a 37°C. Las bacterias se mezclaron
en una proporcion de 1 ml de donador por
9 ml de receptor. Luego se hicieron crecer
¢n placas de McConkey conteniendo: unas
25 ug/ml de Ap y NA y otras 25 ug/ml
de Cm y NA. De estos cultivos se aislaron
las cepas transconjugantes, o seca, aquellas
resistentes al NA que habian adquirido la
resistencia 2 Ap y Cm por conjugacién. A
todas las transconjugantes se les hizo la
PSA (ccmo antes descrito) para determinar
¢l patrén de resistencia adquirido.

A tres cepas bacterianas, aisladas de una
de las pacientes del estudio (una cepa de
urocultivo y dos de coprocultivos), se les
hizo un extracto de su ADN segin métodos
va descritos (5) y luego se analizaron en
gel de agarosa segiin el método de Meyers
y colaboradores (13).
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Resultados:

En 4 de los 14 hombres estudiados se
encontré prostata aumentada de tamafio, 2
de ellos ingresaron con cuadro de retencién
urinaria aguda, por primera vez. En los
demds pacientes, no se observaron cambios
anatomopatolégicos en el sistema urinario.

Los grados de temperatura al ingreso de
los pacientes al hospital se resumen en el
cuadro 1-

La orina de los pacientes presentaba
pH 6, excepto en una paciente de cuya ori-
na se aislo Protens morgani en que, el pH
era 7. En los 15 pacientes en que se aislo
E. coli el pH de la orina oscilo entre 5 y
6.5.

Todos los pacientes eran sintomiticos.
En la orina de ninguno de los pacientes se
encontré alblimina, glucosa o cilindros. To-
dos presentaban cierto grado de Piuria y el
80 por ciento eritrocituria. De los pacientes
estudiados solamente uno tenia puesta son-
da antes de la toma de la muestra de orina.
Este paciente ingresé con un cuadro de me-
ningitis post-trauma crancoencefilico, cau-
sada por bacterias de los géneros Klebsiella
y Psendomonas, las cuales eran resistentes a
Ap, Cb, Cm, Te y Sa, Este patrén de resis-
tencia fue muy semejante al encontrado en
la Klebsiella aislada de orina. Antes del re-
sultado de la PSA, 24 de los casos (80%)
fueron tratados con ampicilina, 5 (17%)
con gentamicina y 1 (3%) con nitrofuran-
toina. Las bacterias demostraron ser resis-
tentes “in vitro” a los dos primeros anti-
biéticos.

CUADRO N* 1
TEMPERATURA DE INGRESO DE LOS
PACIENTES

Temperatura Pacientes LA
38.5°C 1 3
38.0°C 2 7
87.9°C 3 10.0
37.3°C 2 7
37.1°C 15 50
36.9°C 6 20
Sin datos 1 3

Coincidiendo con trabajos anteriormente
realizados en cuanto a las cepas bacterianas
que con mayor frecuencia causan infecciones
urinarias (12-17-18), encontramos una pre-
valencia de E. coli del 47 por ciento en los
urocultivos, siguiendo en orden decreciente:
Psendomonas, Klebsiella, Citvobacter y Pro-
tens (cuadro N¢ 3),

Asi mismo en las bacterias aisladas de
los coprocultivos, predominaron las cepas de
E. coli seguidas de Klebsiella, Psendomonas,
Salmonella y Protens (cuadro 4).

La mayoria de las cepas aisladas de los
urocultivos presentaban resistencia a mis de
5 antibidticos. En las bacterias aisladas en
los coprocultivos, no se encontrd una preva-
lencia significante cuanto al niimero de an-
tibidticos de resistencia. (cuadro 4).

En el 33 por ciento de los casos se en-
contré el mismo género de bacteria en orina
y cl tracto intestinal, pero los patrones de
resistencia fueron diferentes.

CUADRO N° 2

pH DE LA ORINA DE LOS PACIENTES EN RELACION
COMN LAS BACTERIAS AISLADAS

pH E. coli Klebs. Pseud. Citrob. Proteus %

5 7 23,
55 1 3

6 5 8 2 70.0
6.5 2 [ 7.
7 1 3

Frajman Mauricio - Factor "R en Enterobacteridceas - 147-155

149



%9 %¢ %11 %€t %1% %9 %¢ 9,8t %91 %Ly

z 1 9 8 81 Z 1 6 < <1 IVIOL

1 z 1 1 1 11-01

1 T Z 4 Z ¢ ¢ C 68

z i S I L L9

1 ¢ 1 z <

I 1 I z ¢ ¢z

1 I < 1-0

wyeg sna01d ‘pnasq SPI 10> g ‘qonn) sn2301g ‘prasd sqRI o> °q s0o191q
“HUE 3P N

SOALLTNDO¥d0D SOALLTINDO™N

SHLNHLSISHY NV¥H SHIVND SOT V SODLLOIGLLNY
Hd O¥HANN Td NNOHS SVIMHIOVE SVI Hd OLNAINVNIAYO

£ N O¥avno

Act. Méd. Cost. - Vol. 21 - N® 2, 1978 - 137-234

150



De las 32 cepas bacterianas aisladas de
los urocultivos, se encontré un 100 por cien-
to de resistencia a Ap y Cb con porcentajes
de resistencia mayores de 90 por ciento para
Te, Sm y Sa (cuadro N* 4)-

En las PSA de las 35 cepas bacterianas
aisladas de los coprocultivos se hallé que
64 por ciento eran resistentes a Te, 63 por
ciento a Ap y Cb, 48 por ciento a Cm.

Las cepas donadoras transfirieron Ia re-
sistencia a la cepa receptora en mayor por-
centaje para Ap, Cb y Cm (cuadro 4).

El 59 por ciento de las bacterias posefan
Factor de resistencia maltiple (FRM i.e.
resistencia a Te, Cm, Sm y Sa) y esta fue
transmitida a la cepa virgen W1485, en el
63 por ciento de las casos.

El 31 por ciento de las cepas aisladas
en los urocultivos, poseian resistencia simul-

tinea a2 Ap, Km, Nm y Cb (cuadro 5) y
fueron capaces de transmitirla en un 90 por
ciento.

En los coprocultivos el 32 por ciento po-
seia el FRM y el 25 por ciento eran resis-
tentes simultineamente a Ap, Km, Nm y
Cb, resistencias que fueron transferidas a la
cepa virgen en el 27 por ciento y el 60
por ciento de los casos respectivamente
(cuadro 5).

En la electroforesis realizada, al compa-
rar con plismido control, se encontré un
plésmido de alto peso molecular, (aproxi-
madamente 80 x 10° dal), en las 3 bacte-
rias estudiadas, el cual probablemente corres-
ponda al Flé.smido FRM. En la cepa aislada
del urocultivo (Citrobacter sp.) se observan
2 plasmidos de peso molecular menor que el
anterior (40 y 50 x 10° dal) también en-
contrado en una de las cepas aisladas de co-

CUADRO N° 4

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE UROCULTIVOS Y CO-
PROCULTIVOS, CON LAS RESPECTIVAS TRANSCONJUGANTES EN MEDIOS
DE CULTIVO CON AMPICILINA (AM) Y CLORANFENICOL (CM).

UROCULTIVO

Transconjugantes

COPROCULTIVO

Transconjugantes

ATB PSA % AM 9% CM 9% | PSA Go AM % CM 9%
AM 32 100 17 53 10 31 | 21 64 10 48 7 33
CB 32 100 14 44 10 31 | 21 64 9 43 7 33
CM 23 72 12 52 12 52 | 16 48 7 44 7 44
GM 12 38 5 42 5 42 6 18 3 50 2 33
KM 21 66 10 48 9 43| 15 45 6 40 3 33
TE 30 94 11 37 9 30| 21 64 4 19 4 19
SM 29 91 12 41 10 34 | 20 61 5 25 4 20
F/M 12 37 2 17 0 0 9 27 1 11 0 0
38 27 84 16 59 12 44 | 25 76 9 36 6 24
NM 10 31 8 80 7 70 27 5 55 3 53
NA 9 28 17 100 12 100 18 10 100 7 100
Total 32 17 12 35 10 7
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FIGURA N? 1

A

Cromosoma

- Control

80x10° daltons

3 - 3.5x10° daltons

- Citrobacter (urocultive)

A
B - Klebsiella (coprocultivo)
B
D

- E. coli (coprocultivo)

procultivo (E. ¢oli). Las 3 cepas presenta-
ban ademis, un plasmido de bajo peso mole-
cular (aproximadamente 3 x 105 dal). Llama
la atencién en la cepa de Citrobacter un
plésmido de aproximadamente 60 v 10° dal,
que no se encuentra en ninguna de las otras
cepas bacterianas (Fig. 1).

Digcusion

Al analizar la evolucién clinica de los
pacientes, sobresale el hecho de que los pa-
cientes cuyo tratamiento con antibi6ticos
no se modificd, después del resultado de la
PSA, el 65 por ciento se tornd asintomdti-
co o afebril en un promedio de 6 dias des-
pués del grupo en que se usaron los antibi6-
ticos adecuados.

La prevalencia de resistencia a Ap, Cb,
Te y Sm coincide con los resultados del es-
tudio realizado por Trejos y colaboradores en
los aios de 1973, 1974, con 3857 cepas
aisladas de cultivos de orina de pacientes
del Hospital San Juan de Dios (18). Sobre-

Frajman Mauricio -
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sale el hecho de que se encontrd una resis-
tencia relativamente baja a la nitrofurantoi-
na (FM) y al dcido nalidixico (NA), de-
mostrindose asi la eficacia de los antisépti-
cos urinarios, los cuales al igual que la aso-
ciacién Sulfametaxasol - Trimetoprim, se re-
comienda como primera indicacién en in-
fecciones urinarias agudas (6-12-17-20).

En los tltimos afios, muchos trabajos se
han hecho determinando la resistencia trans-
mitida a maltiples antibidticos en bacterias
que causan cuadros diarréicos (15). La mag-
nitud del problema es alarmante y ha llevado
a varios Investigadores a proponer repeti-
damente la necesidad de una racionaliza-
citn en el uso de antibidticos (10), pues se
ha demostrado que las bacterias con el tiem-
po pierden los plismidos, que codifican la
resistencia a los antimicrobianos (15).

Al respecto nosotros encontramos que
la conjugacién “in vitro” transfiri6 el fac-
tor de la resistencia a los distintos antibi6-
ticos en casi el 1009 de los casos (cua-
dro 4).
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Consideramos que frente al peligro de
infecciones causadas por enterobacterias en
otros sitios fuera del tracto digestivo (inclu-
so asintomdtico) se hace imperioso, a través
de constantes estudios epidemiolégicos, nor-
malizar el tratamiento de dichas infecciones,
desechando por cierto tiempo aquellos an-
tibiéticos a los cuales se demuestra una
alta prevalencia de resistencia (por ejem-
plo en nuestro medio, ampicilina, en infec-
ciones urinarias), volviendo a utilizarlos
cuando ésta prevalencia haya disminuido- Se
hace necesario un control, también en la
automedicacién, para evitar la aparicién y
seleccién de cepas resistentes.

Al revisar la historia natural de las in-
fecciones urinarias, no pudimos confirmar
en nuestro trabajo, la teoria del “canal recto-
uretral”, ya que en ningin momento, encon-
tramos cepas idénticas en ambos sistemas.

Sin embargo, en una investigaci6n recien-
te, Stuart-Levy (12) encuentra cepas del
mismo género (sin especificacién serolégi-
ca) aislada de heces y orina.

La necesidad de definir qué caracteris-
ticas poseen algunas enterobacterias para
colonizar en las vias urinarias, en relacion
con otras que coexisten normalmente en el
mismo medio, pero que no tiene capacidad
de hacerlo, es también citada por Harvey
en el capitulo referente a las infecciones
urinarias (8).

Consideramos que es posible aislar Ias
mismas cepas bacterianas en ambos sistemas
(urinario y digestivo) pero las enterobacte-
rias que causan infeccién urinaria deben te-
ner capacidad de adherirse 2 la mucosa de
las vias urinarias para que no sean elimina-
das en la miccién y pueden colonizar en este
medio, algo semejante a lo que describe
Evans et al (4) con relacidén a una cepa de
E. coli que se adhiere y coloniza al intestino
delgado produciendo diarreas coleriforme.
Es de subrayarse el hecho que el plismido
que, segin Evans, le da a la E. coli la capa-
cidad antes citada, posee un peso molecular
de 60 x 10° dal (4) y que en la electrofo-
resis por nosotros realizada, la bacteria aisla-
da del urocultivo poseia un plismido de
peso molecular 60 x 10° daltons, que no
estaba presente en las cepas aisladas del co-
procultivo del mismo paciente, (fig. 1).
Este hecho apoya la hipétesis antes expuesta.
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