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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Microbiota

1.1.1 Aspectos generales

Se denomina microbiota al conjunto de microorganismos residentes en un
nicho ecoldgico determinado, en este caso el ser humano (1). Podemos dividirla en
dos categorias:

- Residente: compuesta por microorganismos que formaran parte de la
microbiota del individuo durante la mayor parte de su vida, normalmente en
relacién de simbiosis y con escasas fluctuaciones.

- Transitoria: compuesta por microorganismos cuya presencia fluctuara
continuamente, influida por factores externos tales como cambios en la
alimentacion, uso de antibidticos, edad, cambios de habitat o estacion del afio, etc.

Al desaparecer el factor externo suele ser desplazada por la flora residente.

La microbiota del tracto gastrointestinal humano estd compuesta por una
poblacién dindmica de entre 500 y 1000 especies microbianas diferentes, que se
mantienen en equilibrio a pesar de las variaciones entre individuos y en el tiempo
en un mismo individuo, debidas a la edad, el estado de salud, la dieta y a factores
genéticos. Se estima que el microbioma o genoma colectivo de la microbiota de cada
individuo supone al menos unas cien veces el genoma humano y que
aproximadamente el 75% de este microbioma estd dominado por los phyla
Actinobacterium, Firmicutes y Bacteroidetes, mientras que el restante 25% quedaria
aun por filiar (2). Las técnicas modernas de deteccion molecular y secuenciacién
masiva nos han ayudado a acercarnos ain mas al conocimiento de la microbiota y
microbioma neonatal, descubriendo la presencia de un gran numero de
microorganismos no cultivables y acercdndonos a su relacion con nuestro

organismo.

Si aceptamos las teorias clasicas, en el feto la luz intestinal seria estéril y con

una baja concentracién de oxigeno. En el recién nacido (RN) se produce la
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Introduccién

colonizacidn en las primeras 24-72 horas por parte de anaerobios facultativos como
enterobacterias, coliformes, lactobacilos (Bifidobacterium longum, B. infantis y B.
breve serian los mas comunes) (2) y estreptococos de la microbiota fecal y vaginal
materna que agotaran el poco oxigeno existente generando unas condiciones que
favorecen el crecimiento de anaerobios a partir del segundo o tercer dia de vida,
tales como bacteroides, bifidobacterias, clostridios y eubacterias, teniendo los
perfiles microbioldgicos fecales del lactante una gran similitud con los perfiles del
canal del parto y de la leche materna. Cuando se comienzan a introducir otros
alimentos y se empieza a realizar el destete, la complejidad y diversidad de la
microbiota aumenta, siendo estos cambios mas acusados en los infantes
alimentados con leche materna frente a los alimentados con leche maternizada y
culminando este proceso entre los 12 meses y los tres afios de vida (algunos autores
hablan de la finalizacién completa a los 8 afos), alcanzando un cierto grado de

estabilidad, caracteristica de la microbiota del adulto (1).

La importancia de la microbiota humana se viene estudiando desde hace
afios en tanto que juega un papel fundamental en la salud y la fisiologia del
hospedador, el ser humano en este caso. El mantenimiento de un equilibrio entre los
diferentes grupos de microorganismos que la componen se ha demostrado crucial
para el mantenimiento de un estatus de salud y cuando se ve alterado puede tender
a la enfermedad (3). Esta importancia se refleja en el desarrollo del “Human
Microbiome Project” desarrollado por el National Institutes of Health de Estados
Unidos, que estudia mediante secuenciaciéon genémica y metagendémica el como los

cambios en la microbiota se correlacionan con la enfermedad en el humano (4).

Algunos estudios sugieren que la exposicion a diferentes microorganismos
durante el embarazo pueden alterar los perfiles inmunolégicos y metabdlicos de la
gestacion y favorecer el desarrollo de patologias a lo largo de la vida (1,2,5). La
disbiosis es un término que hace referencia a una situaciéon de alteraciéon de la
microbiota normal del individuo tanto en tamafio como en composicién que podria
favorecer la aparicion de enfermedades. De hecho, determinadas alteraciones en la
microbiota o determinadas composiciones de la misma se han relacionado con
patologias diversas como la enfermedad inflamatoria intestinal, el colon irritable, la

atopia, la obesidad, la diabetes, diversos tipos de enfermedades digestivas, entre
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Introduccion

otras. Muchas de estas teorias se encuentran en fase de hipétesis y no se sabe a

ciencia cierta si son causa o consecuencia de cada patologia (1,2,5-14).

La microbiota no deja de estar conformada como hemos visto por
microorganismos en una relacién de simbiosis pero esta puede cambiar si cambian
ciertos factores, generalmente la localizacion del microorganismo. Asi se definen a
las infecciones end6genas como aquellas en las que el microorganismo que causa la
infeccion se encuentra previamente colonizando al huésped. Son generalmente
producidas por debilitamiento en el hospedador (fallo del sistema inmunitario),
pero también por otras causas como traumatismos, cirugia, diabetes, cambios de pH,

etc.

1.1.2 La microbiota en el recién nacido

1.1.2.1 Microbiota adquirida desde la madre. Aspectos condicionantes.

Revisaremos los factores fundamentales que influyen en la microbiota
intestinal del recién nacido. Al referirnos a la microbiota del RN nos centraremos en
la microbiota intestinal, por ser la que mayor importancia tiene para el objeto del

estudio de esta tesis.

Microbiota placentaria. La microbiota materna es el factor mas importante para

determinar la microbiota neonatal o incluso fetal, si atendemos a los estudios
recientes que ponen de manifiesto la existencia de bacterias en la cavidad uterina
durante la gestacion (15). Asi, durante afios se ha pensado que el feto se desarrolla
en un ambiente estéril, donde la presencia de bacterias podria causar un gran dafio
para su desarrollo, tanto mas cuanto mas precoz fuera el curso de la gestacion. Este
dafio, mas que por virulencia de los microorganismos vendria mediado por la
respuesta inflamatoria causada (16,17). No obstante, se tenia constancia de la
presencia de bacterias en el liquido amniético de gestaciones a término y sin
complicaciones, sobre todo en el segundo trimestre, por parte de microorganismos
presentes normalmente en la cavidad uterina, tales como Mycoplasma hominis y
Ureoplasma urealyticum, pero como eventos en los que por motivos desconocidos,
no habria ocurrido una corioamnionitis y el desencadenamiento de un parto

prematuro (18). Del mismo modo se habia descrito la deteccién de bacterias o ADN
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bacteriano en el meconio de RN sanos asi como la colonizaciéon placentaria
intracelular en eventos con un minimo riesgo de contaminacién como lo son las
cesareas electivas con membranas integras, tanto en placentas de gestaciones a
término como pretérmino, siendo mas frecuente y con mayor numero de

microorganismos en éstas ultimas (19-23).

Asi pues se tenia constancia de la presencia de microorganismos en ausencia
de infeccion tanto clinica como histolégica durante el embarazo. Hoy en dia se
postula la existencia de una microbiota placentaria en toda regla formada por
bacterias comensales placentarias que pertenecerian a los phyla Firmicutes,
Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria, siendo particularmente
frecuente el aislamiento de estreptococos, estafilococos y propionibacterias, y los
estudios mas recientes en este sentido intentan establecer una separacidn entre la
presencia patolégica de bacterias y la microbiota placentaria natural (24). A la hora
de analizar cémo se formaba esta microbiota placentaria cldsicamente se postulaba
que seria a través de una via ascendente desde el tracto genital inferior (17) y, mas
recientemente, via hematégena a través de bacteriemias de bajo grado (25) o a
través de la permanencia en el epitelio de la mujer no gestante hasta la implantacién
placentaria en un futuro embarazo (26). De entre todas la mas probable parece ser
la hematdgena, si bien pudiera ser en forma de infecciones subclinicas o viajando a
través del torrente sanguineo vehiculizadas en células dendriticas (véase mas
adelante la via enteromamaria). Algunos autores abogan por explicar este fendmeno
dada la capacidad de algunas bacterias como Fusobacterium nucleatum de unirse al
epitelio vascular y alterar su permeabilidad, por lo que favorecerian el paso de otras
bacterias comensales como Escherichia coli (15). La existencia de esta via y la
evidencia de que la microbiota anteriormente descrita se asemeja mucho a la
microbiota oral, explicaria en gran medida la relacién entre gingivitis,
corioamnionitis y parto prematuro, aunque este hecho también pude explicarse por
otras hipdtesis como la existencia de endotoxinas circulantes alcancen al feto a
través de la placenta o que citoquinas inflamatorias desencadenen el aborto o parto

prematuro.

28



Introduccion

Finalmente, también se ha descrito una microbiota del meconio como reflejo
de la colonizacion intestinal que se establece antes del nacimiento. En nifios sanos,

las bacterias del meconio pertenecen principalmente al filo Firmicutes (14).

Por lo anteriormente expuesto, parece que la gestaciéon no se desarrolla
siempre en condiciones de esterilidad, al menos en lo que respecta a la placenta. Este
posible contacto durante la vida fetal con productos bacterianos podria jugar un
papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune. Se ha demostrado que
estas bacterias, cuyo numero no es muy elevado y posiblemente por ello no
provocan dafio alguno, se encuentran en sangre de cordén umbilical, liquido
amniotico y placenta de embarazos sin signos de infeccién por lo que si asumimos
este fendmeno como natural seria asumible que el papel de la microbiota
oral/intestinal materna en el desarrollo de la microbiota neonatal fuera mas

importante de lo que se pensaba hasta ahora.

Microbiota vaginal, intestinal y via del parto. El ser humano nace a través del

canal del parto, que esta ampliamente colonizado aunque por una relativamente
escasa cantidad de especies, sobre todo de Lactobacillus, que representa mas del
50% de la flora, siendo las especies mas habituales L. crispatus, L. gasseri, L. iners 'y
L. jensenii (27). En el momento del parto en el ambiente vaginal predominan
Lactobacillus spp, Prevotella spp. y Sneathia spp. (28). Diversos estudios demuestran
que el ambiente vaginal cambia con respecto a las mujeres no embarazadas,
aumentando la frecuencia de anaerobios (29-33) y, progresivamente, de

Lactobacillus spp (31,33).

Los nifios nacidos por via vaginal adquieren las bacterias del canal del parto
materno y fecales. De hecho, la via del parto parece tener un papel fundamental en
el desarrollo posterior de la microbiota, como se ha visto en estudios comparativos
de nifios nacidos por via vaginal y mediante cesarea. En EEUU la tasa de cesareas
supera el 30% de los nacimientos (34) y en nuestro pais el 20% (35), por lo que es
relevante conocer las diferencias ocasionadas en la microbiota por la via del parto;
en conjunto, el parto mediante cesarea conduce a una microbiota intestinal inicial
mas semejante a la de la piel, con predominio de Staphyloccocus spp,

Propionibacterium spp y Corynebacterium spp. y menos lactobacilos y
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bifidobacterias (28,36,37). Este hecho pone de manifiesto de manera inequivoca la
transmision de microbiota del canal del parto durante el parto vaginal. Ademas, en
el caso del parto por cesarea, la microbiota no es mas parecida a la de la madre que
a la de otros individuos, por lo que estos recién nacidos podrian obtienen esta
microbiota inicial también de otras personas con las que estan en contacto asi como
del ambiente hospitalario. Estas diferencias entre microbiota de nifios nacidos por
via vaginal frente a via abdominal se mantendran durante meses o incluso afos
(36,38,39); de hecho se ha relacionado el nacimiento por cesarea con mayor
propensién a enfermedades atopicas, rinitis alérgica, celiaquia y asma, entre otras

enfermedades (5,6,28,40,41).

Leche materna. En contra de lo que se pensaba cldsicamente, ni la leche ni el
calostro son fluidos estériles. El nimero de especies microbianas presentes en la
leche es relativamente bajo, aunque los estudios de secuenciacién masiva pueden
estar poniendo en duda esta cuestién. Esto explicaria el reducido espectro de
especies encontrados en los lactantes y el por qué el aumento de la complejidad en
la microbiota del nifio coincide con la introduccion de los diferentes alimentos y el
destete (42-44),cosa que no ocurre en los nifios alimentados con férmula, que
exhiben diferencias significativas en la composicién de su microbiota desde el inicio

de la misma (36,45).

Por géneros destacan Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium,
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Weissella, Leuconostoc, Enterococcus,
Propionibacterium y Bifidobacterium (14); por especie, tanto en distribucién como
en concentracion, el mas comun es Staphyloccocus epidermidis. Se han llegado a
aislar en leche materna especies Gramnegativas como E. coli (8)y en los dltimos afios
también se han hallado bacterias anaerobias estrictas de los géneros
Faecalibacterium, Eubacterium, Roseburia, Bacteroides o Ruminococcus (14). Se
pensaba que estas bacterias existentes en la leche provenian de la boca del neonato,
a su vez contaminada por la flora vaginal y fecal materna. Sin embargo, mas
recientemente se ha puesto de manifiesto la existencia de una via de transmisién
vertical desde la madre al nifio de estas bacterias a través de la leche materna.
Incluso algunos autores hipotetizan que el canal del parto no supondria la fuente

principal de bacterias al RN, colocando a la lecha materna en su lugar (43,46-51).
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Asi, estudios recientes abogan por la existencia de una via entero-mamaria, a través
de la cual los microorganismos comensales del tracto digestivo de la madre llegarian
a la mama y de alli pasarian al nifio. Células dendriticas y macréfagos atravesarian
el epitelio intestinal captando estas bacterias del tracto gastrointestinal materno y
posteriormente migrarian a la mama a través de la circulaciéon sistémica (52,53). Se
ha puesto de manifiesto un aumento de la traslocacion bacteriana desde el intestino
a los ganglios linfaticos mesentéricos, y de alli a la mama. Este proceso, que podria
enriquecer la microbiota de laleche con bacterias intestinales maternas, se regularia
por las hormonas lactogénicas y se produciria durante ultimos meses de gestacién
y la lactancia (54). Asi se ha demostrado la presencia de bacterias circulantes
asociadas a células del sistema inmune tanto en laleche como en la sangre periférica,
ademas de ADN bacteriano libre. Estas bacterias que siguen la via entero-mamaria
deben ser capaces de sobrevivir tanto en el torrente sanguineo materno como en el
tracto gastrointestinal del lactante (8,14). La presencia de bacterias en la leche
podria ser una de las razones por las que se observan propiedades bactericidas en

la leche humana que se pierden total o parcialmente con la pasteurizacion (8).

Ademas del aporte continuo de bacterias por parte de la leche, es conocido
que aporta otra serie de nutrientes como oligosacaridos, grandes cantidades de IgA,
lisozima y lactoferrina. La composiciéon de la leche tiene una gran variabilidad
interindividual determinados por el estilo de vida, alimentacién y estatus inmune

entre otros factores, y varia también en el tiempo en un mismo individuo (2,55).

Alimentacién con féormula. Como ya se ha adelantado, la microbiota en los infantes
alimentados con féormula es mucho mas compleja y semejante a la del adulto,
predominando los anaerobios del tipo Bacteroides y Clostridium, seguidos de
estafilococos, estreptococos y enterobacterias, siendo la colonizacién por

bifidobacterias menor en nimero y mas tardia en el tiempo (56,57).

Estilo de vida y localizacién geografica. Se ha demostrado que los hijos tunicos

tienden a tener una menor cantidad de bifidobacterias, enterobacterias (excepto E.
coli) y clostridios al mes de vida (39), y menor ratio de bacterias aerdbicas
facultativas al afio de vida cuando se comparan con nifios con hermanos (58). Al

mismo tiempo los nifios que habitan en zonas rurales tienden a tener una microbiota
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menos compleja, dominada por clostridios y eubacterias. Por tltimo, un estudio ha
demostrado un “gradiente geografico” en Europa debido seguramente a las
diferencias en los habitos alimenticios, entre el norte y el sur del continente
encontrandose tasas mas altas de bacteroides, eubacterias y lactobacilos en el sur y

mas bifidobacterias y clostridios, entre otras, en el norte (59).

Uso de antibiéticos. El uso de antibioticos se realiza casi siempre sin tener en

cuenta el posible dafio que puede causar en la microbiota comensal. El uso de
antibiéticos, dependiendo del tipo y duraciéon, disminuye el niimero bacterias
anaerobicas del grupo de los Bacteroides, asi como de E. coli y bifidobacterias,

permitiendo el crecimiento de clostridios y Klebsiella spp. (2,39).

Probioéticos. Expuestos todos los anteriores factores se especula hoy en dia con la
posibilidad de monitorizar la microbiota materna para modificarla mediante el uso
de probioticos para controlar la transferencia al neonato, con el fin de disminuir el
riesgo de distintas enfermedades. Se han realizado estudios en este sentido, con
distintos resultados, con respecto al espectro de enfermedades atépicas (60,61), la
obesidad (62) y el parto pretérmino (63), asi como para un correcto desarrollo

cognitivo (64).

1.1.2.2 Adquisicién de bacterias en Unidades Neonatales

La microbiota intestinal de los neonatos que ingresan en las Unidades
Neonatales, casi siempre por prematuridad, durante largos periodos de tiempo y
estando por tanto separados de sus madres, tienden a presentar grandes diferencias
en la composicion de su microbiota en comparacién con los RN que no ingresan en
estas unidades, teniendo el ambiente un papel fundamental en su desarrollo. Las
Unidades de Cuidados Intensivos neonatales (UCIN) tienen su propio ecosistema
formado por bacterias comensales y otras patégenas (7). Esta flora influye en el
microbioma de los lactantes. Asi por ejemplo algunos estudios revelan la aparicién
de microorganismos en la flora intestinal de los pacientes dias después de aparecer
en superficies de la unidad neonatal (65-69). Sin embargo, la manera en que el
microbioma ambiental, el personal sanitario, el tipo de alimentacion, el uso de

materiales especificos y procedimientos invasivos (catéteres, intubacion, etc.), y los
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antibiéticos afectan al desarrollo de microbioma del nifio a través del tiempo no es
bien conocida y requiere mas estudios (7). En cualquier caso, se recomienda la
aplicacion de medidas de control de infecciones, el fomento del uso de la leche
materna, y la disminucién en el uso de antibi6ticos (7) para minimizar en lo posible

la transferencia de bacterias desde estos entornos al recién nacido.

1.1.2.3 Las enterobacterias como parte de la microbiota intestinal del recién

nacido

Actualmente, se postula la teoria de que la colonizacién del neonato por
bacterias fecales y lacteas maternas contribuyen a madurar la respuesta
inmunitaria, modulando desde el patrén TH2 (propio de la etapa intrauterina y que
genera propension a manifestaciones alérgicas) hacia el perfil TH1, mas maduro,
que se asocia con la manifestacion de tolerancia. Al mismo tiempo mejorarian la
cantidad de mucina y la barrera de la mucosa a este nivel, estimularian la sintesis de
péptidos con actividad antimicrobiana por las células de Paneth y el desarrollo del

tejido GALT (gut-associated lymphoid tissue) (5).

Las bacterias provenientes de la leche materna tienes una alta afinidad para
adherirse al epitelio intestinal y una gran capacidad de producir sustancias
antimicrobianas. Entre las enterobacterias destaca el papel de E. coli. En el caso
especifico de esta especie, se ha demostrado la existencia de cepas comensales con
propiedades beneficiosas para nuestro organismo, que disminuyen el ndmero y
gravedad de infecciones infantiles, siendo incluso la base de alimentos prebidticos

comercializados en Alemania (70).

1.2 Las enterobacterias como causa de sepsis neonatal

1.2.1 Sepsis neonatal: concepto y criterios

Segun el concepto clasico, el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS) es la consecuencia de una activacién global de la respuesta inmunitaria, y la
sepsis es el SRIS desencadenado por una infeccién, probada o sospechada, definida

ésta como un proceso patoldgico inducido por un microorganismo (71). Para el
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diagndstico de SRIS se han exigido tradicionalmente al menos dos de los siguientes

criterios:

Temperatura >382 0 <362
- Frecuencia cardiaca >90 latidos por minuto

- Frecuencia respiratoria: taquipnea (>20 respiraciones por minuto) o

hiperventilacion (PaC02<32 mm Hg)

- Recuento leucocitario: leucocitosis (>12.000 células/mm3), leucopenia
(<4.000 células/mm3) o >10% de neutré6filos no segmentados en el

recuento diferencial.

En el mismo consenso de 1.992 se defini6 como sepsis grave aquella que
produjera la alteracion funcional de al menos un 6rgano, aparecieran signos de
hipoperfusion (oliguria, obnubilacién o trastornos del estado mental, acidosis
lactica), o hipotension (presion arterial sistélica <90 mm Hg o con un descenso >40
mm Hg con respecto a las cifras iniciales del paciente). El shock séptico se definié
como la persistencia de la hipotensién a pesar de una correcta reposicién de
volumen, junto con disfuncién organica o signos de hipoperfusion, sin que exista
otra causa plausible. En 2002 se anadieron mds signos y sintomas por los que
sospechar sepsis, sin modificar las definiciones anteriormente citadas, y se
establecieron una serie de puntualizaciones para la poblacién pediatrica,

incluyendo neonatos (72).

Recientemente se ha propuesto una nueva definicién de sepsis, en la que se
exige que exista una respuesta alterada del huésped, manifestada habitualmente
como fallo organico, de manera que seria similar a la definicién previa de sepsis
grave (73). Esta definiciéon y sus descriptores no se han valorado en pacientes

pediatricos.

La sepsis neonatal es aquella que se produce hasta los 28 dias de vida (74).
Para el establecimiento de los criterios diagnésticos hay que tener en cuenta la
fisiologia pediatrica. Los criterios diagnosticos de sepsis en la poblacién que nos
atafie se definen como signos y sintomas inflamatorios en presencia de infeccién

asociado a hiper o hipotermia (temperatura rectal >38.5 o <35°C), taquicardia
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(puede faltar en pacientes hipotérmicos), y al menos uno de los siguientes
indicadores de alteracién funcional organica: hipoxemia, estatus mental alterado,
incremento de los niveles de lactato sérico y pulso saltén o capricante. Para la sepsis
grave, el fallo de o6rgano se puede diagnosticar mediante las definiciones
desarrolladas por Wilkinson y cols., Proal y cols., y Doughty y cols. o las definiciones

utilizadas para la puntuacién de Pernod y PELOD (75).

En general,estas definiciones son poco sensibles (76).Por ello se ha
propuesto considerar un mayor numero de signos y sintomas que deben hacer

sospechar sepsis en el recién nacido (77):

1. Signos respiratorios: (a) Taquipnea: >60 respiraciones por minuto
durante >60 min que no responde a cuidados basicos. (b) Apneas de >20
segundos, repetidas y que precisen intervencion activa. (c) Aumento de
las necesidades de oxigeno o ventilacion mecanica durante >60 min. (d)
Dificultad respiratoria: quejido, aleteo, retracciéon subcostal-intercostal,
etc.

2. Signos hemodinamicos: (a) Bradicardia, al menos 3 episodios de 20 s en
3 h y que precisen intervencion activa. (b) Taquicardia. (c) Hipotension
arterial.

3. Signos neuroldgicos: (a) Irritabilidad: no justificada por dolor. (b)
Hipotonia. (c) Letargia. (d) Convulsiones.

4. Signos digestivos: (a) Rechazo de tomas. (b) Mala tolerancia digestiva. (c)
Diarrea. (d) Distensiéon abdominal. (e) Deposiciones sanguinolentas.

5. Signos cutaneos: (a) Ictericia. (b) Color pajizo, palido-grisaceo. (c)
Perfusién enlentecida. (d) Purpura, petequias.

6. Signos metabdlicos: (a) Hipo/Hiperglucemia. (b) Acidosis metabdlica. (c)
Inestabilidad térmica.

1.2.2 Clasificacion y factores de riesgo

Clasicamente, la sepsis neonatal se ha clasificado en precoz (aparece antes de
los siete dias de vida) y tardia (mdas alld de la semana y hasta los 28 dias).
Actualmente, en los RN pre-término o ingresados en UCIN se tiende a considerar

como precoz aquellas sepsis que aparecen antes de las 72 horas de vida (74); incluso
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algunos autores usan el criterio de 72 horas también para pacientes a término (77).
Algunos autores ampliar el intervalo de tiempo para la sepsis neonatal hasta los 90

0 120 dias (78).

Estas consideraciones y la distincion segin cuando se desencadene el
episodio tienen especial importancia en tanto que los microorganismos causantes
suelen ser diferentes segun el caso. Asi, en las sepsis precoces suelen ser tipicamente
colonizadores habituales del tracto genitourinario femenino que ascienden al
romperse las membranas, antes de iniciarse el parto, causando una infeccién
intraamniotica o intraparto durante el descenso fetal a través del canal, por lo que
hablariamos de una transmision vertical (74). Los microorganismos causantes de la
sepsis neonatal tardia podrian ser adquiridos en algunos casos por transmision
vertical, pero también podrian ser patégenos adquiridos por transmision
horizontal, de origen tanto nosocomial como comunitario, aunque estos ultimos son

muy poco frecuentes.

Uno de los grupos mas importantes de nuestro pais en lo que a infecciones
pediatricas se refiere aboga por abandonar el criterio temporal para clasificar la
sepsis, para abrazar un modelo que tenga en cuenta la via de transmision y asf
clasificar la sepsis en sepsis de transmision vertical, de transmisién nosocomial y de
transmisién comunitaria, todo ello siguiendo criterios epidemiolégicos y de
tratamiento. El problema de esa clasificacion radica en que no siempre es posible

establecer esta diferenciacion o aislar el microorganismo causante (79).

En este sentido, los factores de riesgo para la sepsis neonatal vertical
descritos son: la presencia de microorganismos patégenos en el canal del parto (80),
la prematuridad (< 37 semanas), la rotura prematura (< 37 semanas) o prolongada
de membranas (> 18 h), la corioamnionitis materna, la necesidad de reanimacién
avanzada, la infeccién urinaria materna en el tercer trimestre sin tratamiento o
tratamiento incompleto de la misma y el cultivo vagino-rectal positivo, sobre todo
para Streptococcus agalactiae. Un meta-analisis encontré un riesgo 6,6 veces mayor
de sepsis en RN de mujeres con infecciéon probada o con signos clinicos de infeccion,
9,4 veces mayor en recién nacido de gestantes colonizadas por S. agalactiae (cultivos
positivos, urinario, vaginal o vagino-rectal, sin signos ni sintomas de infeccién) y 2,3

veces mayor en gestantes sin infecciéon o colonizacién pero con otros factores de
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riesgo(80). El caso concreto de la corioamnionitis es especial en tanto que su
etiologia varia ligeramente. Normalmente esta inflamacién de las membranas y el
corion se produce en presencia de rotura prematura de membranas por via
ascendente, aunque también es posible con membranas integras (Mycoplasma
genitalium: Ureaplasma, M.hominis) o por via hematogena (Listeria monocytogenes).
Son factores de riesgo ademas de algunos de los anteriormente citados como la
rotura prematura de membranas, el parto prolongado o la presencia de S. agalactiae

en el cultivo vagino-rectal (77).

En el caso de los pacientes ingresados en UCIN o Unidades Neonatales, los
factores de riesgo de sepsis neonatal nosocomial descritos son (79): El lavado y la
desinfeccion insuficientes de las manos del personal sanitario, la falta de personal
sanitario suficiente, la sobreutilizacion de antibidticos, el uso de catéteres
intravasculares, tubos endotraqueales, valvulas de derivacion ventriculoperitoneal,
sondajes o nutricién parenteral y lipidos, el uso de antibiéticos de amplio espectro,
la cirugia, los corticoides, la hospitalizaciéon prolongada o la presencia de otros

neonatos colonizados por bacterias especificas.

En el caso especifico de los pretérmino y con muy bajo peso al nacimiento
(<1500g) la inmadurez inmunolégica, la mayor tasa de procedimientos invasivos, el
mayor tiempo de ingreso (y por tanto de oportunidades) y la mayor tasa de
poblacién bacteriana patégena sobre la saproéfita en las unidades y UCIN explican la

mayor tasa de sepsis encontrada en esta poblacién (79).

1.2.3 Etiologia

Las tablas 1y 2 recogen los datos mas recientes en poblacién espafola sobre
los agentes etioldgicos de la sepsis neonatal (77). En la sepsis de transmision vertical
la etiologia mas frecuente es bacteriana, siendo los virus y hongos los causantes de

menos del 1% de las mismas (79).
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Tabla 1: Etiologia de la sepsis vertical en Espafia (77)

Transmision vertical 2002(%) 2009 (%)
GRAM POSITIVOS 63,5 59,6
Streptococcus agalactiae 37 33,3
Enterococcus faecalis 9,9 3
Listeria monocytogenes 3,3 7,1
GRAM NEGATIVOS 34,6 30,7
Escherichia coli 26,1 25,7
Klebsiella spp. 3,3 2
Tabla 2: Etiologia de la sepsis nosocomial en Espafa (77)
Etiologia de la sepsis 2002(%) 2009(%)
nosocomial
GRAM POSITIVOS 59,2 65,5
Staphylococcus 44,2 48,1
epidermidis
Enterococcus faecalis 7,8 6,6
Staphylococcus aureus 4,2 4,4
GRAM NEGATIVOS 28,6 28,1
Escherichia coli 7,9 4
Klebsiella spp. 7 11,3
Pseudomonasspp. 4,9 2,2
Enterobacterspp. 3,8 4,5
HONGOS 12,2 6,4
Candida spp 11,6 6,1

38




Introduccion

En los recién nacidos pre-término y aquéllos con muy bajo peso al nacer
(<1500g) predominan sin embargo las infecciones debidas a E. coli y otros
coliformes Gram negativos (74). Esto es importante ya que E. coli se asocia
normalmente a sepsis grave y meningitis, con una tasa de mortalidad entre el 25 y
el 33% entre estos pacientes; la tasa de mortalidad es inversamente proporcional al
pesoy edad gestacional, hasta llegar a suponer la primera causa de muerte asociada

en estos subgrupos, lo que lo convierte en un problema importante (74,81).

Cuando la sepsis se produce en el contexto de una corioamnionitis, la
etiologia es ligeramente diferente, siendo la mayoria de las veces polimicrobiana
(65%) y siendo los microorganismos mas frecuentes M. genitalium, U. urealyticumy
M. hominis. También podemos encontrar: anaerobios (Gardenerella vaginalis,
Bacteroides), S. agalactiae y bacilos gramnegativos (77). Cuando la corioamnionitis
aparece en ausencia de rotura prematura de membranas lo mas probable es que la
infeccion sea causada por un Ureaplasma. Desencadenaria lo que se ha venido a

llamar FIRS (fetal inflammatory response syndrome), en analogia al SRIS.

De entre los microorganismos causantes de sepsis nosocomial la prevalencia
de Gram-positivos es mas elevada; asimismo, la mortalidad es mucho mas elevada,

hasta tres veces mayor, en neonatos con muy bajo peso al nacer (81).

Si estratificamos por peso, los RN de mas de 1500 g serian mas
frecuentemente afectados por E. coli y Enterobacter spp. y los recién nacidos de
menos de 1.500 g por Candida spp. (79). Si exceptuamos E. coli, los bacilos Gram
negativos no han jugado un papel demasiado importante en las sepsis de
transmision vertical pero si en las nosocomiales, y su importancia en los ultimos
afios aumenta por las resistencias bacterianas. Entre las enterobacterias,
Enterobacter spp, Klebsiella spp. y Serratia spp. son causas importantes de sepsis

(74).

En cualquier caso, las bacterias Gram negativas se consideran ahora un grupo
etiolégico emergente tras la puesta en marcha de la profilaxis antibidtica intraparto
frente al S. agalactiae, lo cual es importante dada la mayor gravedad y riesgo de
muerte en sepsis causadas por este grupo (81). En este sentido, E. coli es

particularmente importante (82,83) especialmente porque un alto porcentaje de
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cepas de E. coli son resistentes a ampicilina o amoxicilina, firmacos usado en el

tratamiento de la colonizacién por S. agalactiae (84).

Entre las cepas de E. coli, cuya estructura antigénica es bastante compleja, se
han identificado varios factores de virulencia asociados a los episodios de sepsis
neonatal, siendo el antigeno capsular K1 el mejor descrito, esta muy vinculado a la
meningitis neonatal. Otros factores de virulencia vinculados a sepsis neonatal
incluyen un grupo de proteinas (adhesinas) que ayudan en la unién de la superficie

y la invasién de endotelio cerebral (85,86).

1.2.4 Epidemiologia

Se estima que las infecciones neonatales invasivas causan aproximadamente
el 36 % de las aproximadamente 4 millones muertes neonatales anuales en todo el
mundo (81). El grupo de referencia en Espafia para el estudio de la sepsis neonatal
situaba en 2002 la incidencia en 2,5%o recién nacidos vivos y la de sepsis
nosocomial en 2,9% de los ingresos en unidades neonatales, siendo de 15,6% en RN
de menos de 1.500 g. En sus ultimos datos publicados en 2009 se redujo
drasticamente la incidencia de transmision vertical hasta el 0,99%0 (relacionado
con la profilaxis para el EGB) aunque subia la de sepsis nosocomial a 23,7% en

menores de 1.500 g (77).

En cuanto a la sepsis nosocomial, la principal dificultad para estimar su
incidencia se deriva de los diferentes criterios de inclusion utilizados en las series
publicadas, ya que muchas hacen referencia a poblaciones sesgadas bien por peso,
por ingreso en UCIN y sobre todo por el criterio cronolégico, excluyendo sepsis
nosocomiales de inicio precoz (<3-7 dias segun el caso) o incluyendo sepsis
verticales de comienzo tardio, ademas de no incluir sepsis de RN ingresados que
sobrepasaban los 28 dias al inicio de la sintomatologia pero estaban ingresados

desde antes de esa fecha (79).

1.2.5 Prevencion

Teniendo en cuenta las altas de morbimortalidad asociadas a la sepsis

neonatal es necesario desarrollar estrategias preventivas, mas aun cuando se
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evaldan las consecuencias a largo plazo; asi, los supervivientes a un episodio de

sepsis neonatal tienden a tener problemas en el desarrollo neuroldgico (87-89).

Respecto a la sepsis vertical, los esfuerzos se centran hoy en dia en la
busqueda de test rapidos de deteccion de S. agalactiae, asi como de una vacuna
efectiva contra el mismo para entornos con menos recursos o donde la profilaxis

intraparto no sea posible (74).

En cuanto a la sepsis nosocomial, supone la principal causa de muerte
evitable en el recién nacido; las medidas de prevencion incluyen (79) la higiene
adecuada de las manos antes y después del contacto con el paciente y los equipos de
diagndstico y tratamiento; la disminuciéon del uso de antibiéticos si la indicacién no
es clara, para lo que deben realizarse protocolos para tal efecto, con el fin de evitar
el aumento de resistencias en la flora de la propia unidad neonatal; el seguimiento
adecuado de los protocolos de limpieza y esterilizacion del material; 1a existencia de
una plantilla de sanitarios y unas estructuras suficientes; la restriccion de la
nutriciéon parenteral a los minimos dias posibles, favoreciendo siempre que sea
posible la alimentacion enteral precoz; la realizacién de todos los procedimientos
con las medidas adecuadas de asepsia; y la concienciacién del equipo de trabajo
mediante la realizaciéon de sesiones periddicas intermodales para tal efecto que
traten el problema de las infecciones nosocomiales en general y las acaecidas en

cada centro en particular, analizando posibles fallos y mejoras (79).

Debido al alto uso de recursos que suponen las infecciones nosocomiales se
estan estudiando nuevas estrategias para reducirlas. Por ejemplo, se esta evaluando
la utilidad de anticuerpos dirigidos frente a alguno de los patégenos mas frecuentes,

la lactoferrina bovina y los probiéticos (90,91), entre otras.

1.3 La resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos es a dia de hoy uno de los mayores
problemas de salud publica en todo el mundo segin han concluido la mayoria de los
organismos mas importantes en la materia. Las infecciones producidas por
microorganismos resistentes son cada vez mas frecuentes y algunos de los

patégenos que las producen son ahora resistentes a multiples tipos o clases de
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antibiéticos. Existen en la actualidad bacterias panresistentes, es decir, resistentes
a todos los antimicrobianos disponibles. El rapido incremento de la resistencia

antimicrobiana se ha visto agravado por una rapida diseminacién.(92,93).

Los factores mas influyentes en la aparicién de resistencias serian el uso
inadecuado de antibioéticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas en la
especie humana, el uso de antibidticos en veterinaria, agricultura y acuicultura, y la
transmision de las bacterias resistentes o los genes de resistencia entre personas,

entre diferentes especies animales o entre el ambiente y los seres vivos.

Sélo en E.E.U.U. se estiman en, al menos, dos millones anuales las infecciones
producidas por bacterias resistentes, que causan unas 23.000 muertes al afio (92).
En Europa, las estimaciones realizadas por el ECDC indican que el exceso de
mortalidad debido a las infecciones nosocomiales bacterianas resistentes supera las
25.000 muertes anuales y que los costos de atencién de salud atribuibles y la
pérdida de productividad se estiman al menos en mil quinientos millones de euros
cada afio (94). La mayoria de los datos que manejamos suelen ser de paises
desarrollados pero el problema es ain mayor en paises del tercer mundo o en vias

de desarrollo, donde el control del uso de antibidticos es muy limitado.

En el momento actual, el principal problema en el mundo de la resistencia
antimicrobiana es el causado por las bacterias Gram negativas, y especialmente
frente al grupo de antibiéticos betalactdmicos, el mas relevante en el uso clinico. En
las ultimas décadas han ido apareciendo y disemindndose distintos mecanismos de
resistencia frente a betalactdmicos en estas bacterias, como son las beta-lactamasas
de espectro extendido (BLEE), las beta-lactamasas tipo AmpC y las carbapenemasas.
También han aparecido mecanismos relacionados con resistencia a quinolonas de
configuracion cromosémica o plasmidica o las enzimas inactivadoras de
aminoglucésidos. La consecuencia es que la incidencia de infecciones causadas por
bacterias multirresistentes ha aumentado en todo el mundo y a veces nos
encontramos con bacterias panresistentes frente a las que no existen practicamente

opciones terapéuticas.
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1.3.1 Los betalactamicos

Los betalactamicos son antibidticos cuyo mecanismo de accién radica en
impedir las formaciéon de la pared celular bacteriana. Son, estructuralmente,
andlogos al aminoacido terminal de la subunidad peptidica D-alanil-D-alanina
precursora de la formacién del peptidoglicano que conforma la pared celular
bacteriana. En el paso final para la formacion de los peptidoglicanos
(transpeptidacién) juegan un papel fundamental las proteinas de unién a las
penicilinas, conocidas como PBP por su nombre en inglés (penicilin binding
proteins). La semejanza que existe entre la D-alanil-D-alanina y los betalactdmicos
favorece su union al sitio activo de las PBP en lugar del citado aminoacido de manera
irreversible, lo que se traduce en la paralizacion dela transpeptidacién, evitando la
formacién de la capa de peptidoglicanos y por tanto la sintesis de la pared celular.
Todos los antibi6ticos betalactamicos, naturales o semisintéticos, derivan de la
penicilina y en las ultimas décadas han supuesto el principal tratamiento

antimicrobiano frente a las enterobacterias.

Existen cuatro grandes grupos dentro de esta familia: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas (tabla 3). Ademas, se dispone de
inhibidores de betalactamasas, que pueden ser o no beta-lactdmicos, y actian
inhibiendo las betalactamasas, como el acido clavuldnico, el tazobactam, el

sulbactam y, mas recientemente, avibactam.
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Tabla 3: Clasificacion de los antibidticos betalactamicos

Grupo Subgrupo Antibioticos
betalactamico | betalactamico
Penicilinas
Naturales Bencilpenicilina (penicilina G)
Fenoximetilpenicilina (penicilina M)
Semisintéticas Resistentes a penicilinasas | Meticilina, nafcilina, cloxacilina,
dicloxacilina, oxacilina
Aminopenicilinas Ampicilina, amoxicilina, becampicilina,
pivamcilina
Carboxipenicilinas Carbenicilina, ticarcilina
Ureidopenicilinas Azlocilina, mezlocilina, piperacilina
Combinacién penicilina + Ampicilina-sulbactam, ticarcilina-
inhibidor de clavulanico, amoxicilina-clavulanico,
betalactamasas piperacilina-tazobactam
Carbapenemas Imipenem, meropenem, ertapenem,
doripenem, faropenem, panipenem
Monobactamas Aztreonam
Cefalosporinas Primera generacién Cefalotina, cefapirina, cefradina,

cefazolina, cefalexina, cefaloridina,

cefadroxilo, cefroxadina

Segunda generacién

Cefaclor, cefamandol, cefonicida,
ceforanida, cefuroxima, cefprozil,
loracarbef, cefmetazol, cefminox,

cefotetan, cefoxitina

Tercera generacion

(Oximinobetalactamicos)

Cefnidir, ceftiroden, cefixima,
cefoperazona, cefotaxima, cefpodoxima,
ceftazidima, ceftibuteno, ceftixozima,

ceftriaxona

Cuarta generacion

Cefepima, cefpiroma, cefelidina,

cefaclidina

Quinta generacién

Ceftobiprole, certarolina
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1.3.2 Mecanismos de resistencia a betalactamicos

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos puede ser natural o
adquirida. La primera es intrinseca a una familia, especie o grupo bacteriano y, por
tanto, inmutable. La segunda se produce como consecuencia de mutaciones
cromosOmicas o mediante la adquisicion de genes d resistencia a través de
plasmidos, transposones e integrones, a veces incluso entre diferentes especies. En
el caso concreto de los betalactdmicos los mecanismos de resistencia descritos son

los siguientes:

- Alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa. Este fen6meno
ocurre normalmente por mutaciones en los genes que codifica las
proteinas que conforman los canales en la membrana o porinas.

- Alteraciones en las bombas de expulsion.

- Alteraciones en la diana del antimicrobiano: las PBP pueden sufrir
pérdidas de afinidad por los betalactdmicos al sufrir cambios en su
estructura terciaria.

- Inactivacién del antimicrobiano mediante enzimas producidas por la
propia bacteria como es el caso de las betalactamasas, que trataremos mas
en profundidad por tratarse, sin duda, del mecanismo de resistencia mas

relevante en enterobacterias.

1.3.3 Betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan los betalactamicos. En las
bacterias Gram negativas se localizan entre la pared celular y la membrana externa
(espacio peripldsmico), y en Gram positivos son liberadas al medio extracelular.
Pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o en plasmidos y su sintesis
puede ser constitutiva o inducible. Los genes que codifican estas enzimas se
denominan genes bla. El nivel de resistencia que confieren depende directamente
del grado de afinidad con el sustrato (en este caso el antibiético), las propiedades
hidroliticas del enzima y del nivel de concentracién de éste, que a su vez puede verse

condicionado por el nimero de copias del gen bla existente en los plasmidos.

Las betalactamasas constituyen el principal mecanismo de resistencia a
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betaldctdmicos en las bacterias Gram negativas. Parecen haber evolucionado desde
las PBP pues se ha visto que comparten ciertas similitudes secuenciales. Su
mecanismo de accion consta de varios pasos: (12) Unién no covalente de la enzima
y el anillo betalactdmico. (22) Rotura del anillo penicilanico por parte del grupo
hidroxilo libre del anillo de serina. Se forma en este paso un enlace acil covalente.
(39) Hidrdlisis de este enlace con la liberacién del antibidtico inactivo y el enzima
activo. (49) Las metalobetalactamasas actian mediante la unién de una molécula de
agua y un catién divalente (Zn2+);en estas enzimas, no se forma un enlace acil

covalente intermedio (95).

1.3.4 Clasificaciones de las betalactamasas:

Existen dos clasificaciones para las betalactamasas. La primera de ellas es la
clasificacion molecular de Ambler (96), que estipula cuatro tipos segin sus
secuencias aminoacidicas. Los grupos A, Cy D serian aquéllas que poseen un residuo
de serina en su centro activo (serina-betalactamasas) y el grupo B un residuo de zinc
(metalobetalactamasas). El otro esquema es el de Bush, Jacoby y Medeiros (tabla 4),
que las divide en cuatro grupos funcionales, segin las caracteristicas estructurales,

bioquimicas y nucleotidicas de estas enzimas (97,98)
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Tabla 4: Clasificacién y propiedades de las betalactamasas segiin Bush, Jacoby y Medeiros

Grupo Bush | Clase Centro Tipo de enzima Sustrato preferido Inhibidas por Enzimas representativas
Jacoby y | Ambler activo CLAV EDTA
Medeiros
1 C Serina Cefalosporinasas de | Penicilinas, cefalosporinas | - - CMY-2 a 13, LAT-1, MOX-1 y 2, FOX-1 a 6, ACT-1,
espectro ampliado de espectro reducido y MIR-1, DHA-1 y 2, ACC-1, CFE-1, algunas enzimas
extendido, cefamicinas y cromosémicas de bacterias Gram negativas
monobactamas
2a A Serina Penicinilasas Penicilinas + - Penicinilasas de bacterias Gram positivas
2b A Serina Betalactamasas de | Penicilinas y |+ - TEM-1, TEM-2, SHV-1
espectro ampliado cefalosporinas de 12
generacion
2 be A Serina Betalactamasas de | Penicilinas, + - Numerosas variantes de SHV y TEM, CTX-M, PER,
espectro extendido Cefalosporinas 12-32 VEB, GES-1, IBC-1
generacion
Monobactamas
2 br A Serina Betalactamasas de | Penicilinas, Cefalosporinas | - - TEM-50 (CMT-1)
espectro extendido | de 12,22 y 32 generacion TEM-68 (CMT-2)
resistentes a los | (bajo nivel) TEM-89 (CMT-3)
inhibidores
2¢c A Serina Penicinilasa y | Penicilinas, Carbenicilina + - PSE-1,PSE-3a5

Carbenicilinasa




2d D Serina Penicinilasas de espectro | Penicilinas y Cloxacilina +/- Numerosas variantes OXA
reducido
Serina Betalactamasas de | Penicilinas, Cloxacilina, | +/- Algunas derivadas de OXA-2 y 0XA-10, 0XA-18, 29,
espectro extendido Betalactamicos de espectro 30,31,32y45
extendido, a veces
monobactamas 0
cefalosporinas de 32
generacion
Serina Carbapenemasas Penicilinas, Oxacilina y | + 0XA-23a27,40,48, 54
Carbapenemas
2e A Serina Penicilinasa y | Penicilinas y |+ Betalactamasa cromosoémica de B. fragilis, B.
Cefalosporinasa Cefalosporinas de 12-32 uniformis, B. vulgatus, C. diversus, P. mirabilis, Y.
generacion enterocolitica, C. Koseri y C. sediaki
2f A Serina Carbapenemasa Penicilinas, Cefalosporinas | + NMC-A, SME-1 a 3, IMI-1, KPC-1 a 3, GES-2
de 12-42 generacion,
Carbapenemas
3 B Zinc Carbapenemasa Penicilinas, Cefalosporinas | - IMP-1 a 13, VIM-1 a 7, SPM-1, algunas bacterias
de 12-42 generacion, cromosdmicas de bacterias Gram negativas (AmpC)
Carbapenemas
4 NI* Serina Penicilinasa Penicilinas - Enzima cromosdmica de Burkholderia cepacia

NI: no incluido

CLA: 4cido clavulanico

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

Betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
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1.3.4.1 Betalactamasas de espectro extendido

1.3.4.1.1 Caracteristicas

Las BLEE se caracterizan por hidrolizar las penicilinas, las
oximinocefalosporinas (como cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima y cefepima) y
aztreonam, pero no las cefamicinas (como la cefoxitina) y por ser inhibidas por los
inhibidores de betalactamasas. Son habitualmente enzimas de codificaciéon
plasmidica y se encuentran principalmente en enterobacterias. Es frecuente que las
BLEE se asocien a otros mecanismos de resistencia que afectan a otros grupos de
antimicrobianos como quinolonas, cotrimoxazol o aminoglucésidos, por lo que las

bacterias productoras de BLEE son habitualmente multirresistentes.

1.3.4.1.2 Clasificacién

Existen tres familias principales de BLEE: TEM, SHV y CTXM. Las familias
TEM y SHV provienen de mutaciones de las betalactamasas de espectro ampliado
TEM-1 y SHV-1, y suelen ser mas activas frente a ceftazidima que frente a
cefotaxima, Fueron las BLEE predominantes en los ochenta y noventa del siglo
pasado (sobre todo en cepas nosocomiales de K. pneumoniae). Las enzimas de la
familia CTX-M derivan de cefalosporinasas cromosdémicas de Kluyvera spp. y suelen
ser mas activas frente a cefotaxima que frente a ceftazidima, con algunas
excepciones. Actualmente son las BLEE mas prevalentes. Ademas existen otras
familias menos frecuentes de BLEE como PER, VEB, BES, GES, TLA, SFO, BEL y
algunas enzimas del grupo OXA(99). Los distintos tipos de BLEE se encuentran

recogidas en la pagina web www.lahey.org/Studies.

1.3.4.1.3 Emergencia y diseminacién de enzimas de la familia CTX-M

Como se ha explicado anteriormente, las enzimas de la familia CTX-M se han
diseminado extraordinariamente por todo el mundo desde finales de los afios 90 del
siglo pasado, siendo actualmente el tipo de BLEE mas frecuente. De hecho se
consideran como endémicas en muchas areas del mundo. La prevalencia en

determinados paises asiaticos llega a ser de mas del 30% en E. coli (100).
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El andlisis filogenético indica que los genes blacrx-v provienen de la inclusiéon
en elementos transferibles de genes bla cromosémicos de Kluyvera spp (101),
bacteria saprofita o patégeno oportunista ambiental y ocasionalmente presente en
la microbiota intestinal (102,103). Las enzimas CTX-M pueden subclasificarse a su
vez en cinco grupos filogenéticos: los grupos CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9
y CTX-M-25, a los que hoy en dia se han sumado otros dos nuevos, CTX-M-74 y CTX-
M-75 (104,105). Sumando las enzimas de todos los grupos, en la actualidad se han
identificado mas de 150 variantes. En concreto las enzimas CTX-M mas ampliamente
distribuidos a nivel mundial son CTX-M-15 (perteneciente al grupo de CTXM-1) y
CTX-M-14 (perteneciente al grupo de CTX-M-9), aunque existen importantes
diferencias geograficas (106-109).

La rapida expansion de las enzimas CTX-M se ha producido tanto a nivel
nosocomial como en la comunidad, asociada tanto a la diseminacién de plasmidos y
elementos genéticos moviles especificos como a determinados clones, denominados
clones exitosos o de alto riesgo. En Espafia, la enzima mas frecuente ha sido CTX-M-
14, perteneciente al grupo de CTX-M-9. En los ultimos afios esta aumentando la
prevalencia de CTX-M-15, que es de forma global la mas frecuente en todo el mundo.
La diseminacién de esta enzima se ha asociado al complejo clonal ST131 de E. coli
(110,111), que se ha diseminado por todo el mundo en las ultimas décadas; pero
ademas, CTX-M-15 estd asociada a una secuencia de insercién muy efectiva tanto en
términos de expresion como de movilizacion, ISEcp1, que se supone como uno de
los mecanismos del éxito de la dispersion de la enzima(112). Las cepas del clon ST
131 poseen los factores de virulencia tipicos de las cepas de E. coli patégenas
extraintestinales, al pertenecer al filogrupo tipo B2. Las razones de su éxito
epidemiolégico no han sido dilucidadas por completo, aunque pueden tener relacién
en parte con la resistencia a quinolonas que es frecuente en estas cepas (111,113-

115).

1.3.4.1.4 Epidemiologia de las enterobacterias productoras de BLEE

Diseminacién y transmisiéon de BLEE en la comunidad. Desde finales de los afios

90 se comenzo6 a apreciar la apariciéon y diseminaciéon de BLEE en la comunidad. Si

bien previamente las BLEE predominantes eran de las familias TEM y SHV, y se
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describian sobre todo en cepas de K. pneumoniae causantes de brotes nosocomiales,
en esos afios se comenzo a apreciar la emergencia de cepas de E. coli productoras de
enzimas de la familia CTX-M no ya solo en los hospitales, sino también en la
comunidad, fenémeno de gran importancia epidemiolégica y clinica (116,117). Las
bases moleculares de esta disminacién son diversos. Por un lado, estaria la
diseminaciéon entre distintas cepas de elementos genéticos mdviles; esto fue
probablemente lo que predominé en Espafia en la primera década del siglo XXI, con
la diseminacién policlonal principalmente de CTX-M-14. Pero por otro lado, la
diseminacion de determinadas BLEE a través de clones exitosos, el mas importante
de ellos E. coli ST131, se ha asociado con la emergencia y preponderancia mundial
de CTX-M-15.. En Espafia, la diseminacién de cepas de ST131 con CTX-M-15 ha sido
algo mas tardia que en otros paises aunque en los ultimos afios ha sido relevante

(118).

Se han realizado multiples estudios para investigar los factores de riesgo
asociados al desarrollo de infecciones comunitarias por cepas de E. coli productoras
de BLEE. Uno de los primeros fue realizado por el equipo del Hospital Universitario
Virgen Macarena de Sevilla (119). Otros estudios posteriores, incluyendo
infecciones urinarias o bacteriemias, han confirmado y ampliado sus resultados
(99,120-122). En resumen, los factores de riesgo mas relevantes son la edad, la
diabetes mellitus, la existencia de relacién reciente con los cuidados sanitarios, el
tener infecciones urinarias de repeticion, la sonda urinaria y el uso reciente de

quinolonas y cefalosporinas.

Al ser E. coli y otras enterobacterias parte de la flora intestinal normal, desde
el principio pareci6 obvio que la colonizacion intestinal por cepas productoras de
BLEE debia jugar un papel clave en la epidemiologia de las mismas. Los primeros
trabajos publicados sobre portadores fecales de E. coli productor de BLEE en la
comunidad datan de principios de siglo en nuestro pais (123) y de Polonia (124). En
un articulo publicado por nuestro grupo en 2008 se encontré una prevalencia de
colonizacidn intestinal en pacientes con infeccién del tracto urinario (ITU) por estas
cepas del 67,9%, confirmando el caracter endégeno de las infecciones. Ademas, la
prevalencia de portadores fue mayor entre convivientes de estos pacientes (26,4%)

que en familiares no convivientes (15,5%) y pacientes no relacionados (7%), lo que
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indicaba la importancia de una fuente comun o la transmisién de persona a persona
dentro de las familias (125). En este mismo articulo se identificé el hecho de comer
la comida principal fuera de casa mas de quince veces al mes como factor protector
frente al estado de portador en los familiares de pacientes con ITU por E. coli BLEE,
sugiriendo la comida casera como posible fuente de transmisiéon o reservorio.
También se encontré que el hecho de que los pacientes indice tuvieran un catéter
urinario y fueran varones se relacionaba con aumento de probabilidad de estado de
portador en parientes, de nuevo apuntando a la transmisién de persona a persona.
Es resefiable que el haber usado antibiéticos recientemente, hecho que siempre
aparece como factor de riesgo para las infecciones comunitarias, no lo era para ser
portador, lo que parece reforzar la idea de que los antimicrobianos producen la
seleccion de cepas productoras de BLEE en personas previamente colonizados
(125). Este dato se ha repetido en varios estudios (26). Sin embargo, un meta-
andlisis reciente, que incluye principalmente estudios en los que no se analiza la
transmisidn intrafamiliar, concluye que la exposicion reciente a antimicrobianos y
el viaje a zonas endémicas son factores de riesgo para la adquisiciéon de cepas de
enterobacterias productoras de BLEE (126). En otro estudios de portadores dentro
de una misma familia se identific6 el que al menos una persona de la misma hubiera
vivido fuera de la ciudad y la menor superficie de la vivienda como factores

asociados a la colonizacion (127).

En el meta-analisis antes citado, realizado sobre la base de 28.909 individuos
incluidos en 66 estudios, la prevalencia de colonizacién fecal por enterobacterias
productoras de BLEE a nivel mundial fue del 14% (IC 95%: 9-20). Estratificando los
resultados por las regiones definidas por la OMS, la prevalencia fue del 46% en el
Pacifico occidental, del 22% en el sudeste asiatico, del 22% en Africa, del 15% en el
Mediterraneo oriental, del 4% en Europa y del 2% en las Américas (126). Es
importante resaltar que, de manera global, se aprecié un crecimiento anual del
5,38% en la frecuencia de colonizacién en una década. Segin la estimacién de la OMS
del afio 2010, mas de mil millones de personas serian portadores de BLEE en el
sudeste asiatico, 280 millones en el Pacifico Occidental, 180 millones en el
Mediterrdneo Oriental y 110 en Africa. En América y Europa la cifra baja

considerablemente, hasta los 48 y 35 millones respectivamente (128).
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Todos estos datos sugieren que la falta de acceso al agua potable, la pobreza,
y una alta densidad de poblacién son promotores para una difusiéon mas eficiente de
BLEE, como cualquier caso de enfermedad de transmision fecal-oral. De hecho el
papel del agua como reservorio se ha estudiado no solo en aguas residuales
(129,130) sino también en rios (131,132), ecosistemas acuaticos (133), agua de
pozo (134) y otros sistemas relacionados con el agua, incluso en playas (135) y en

el agua de la Antartida (136).

Un aspecto de importancia capital en la diseminacién de las BLEE es la
transmision a través de los alimentos. Las condiciones de explotacidn, transporte,
sacrificio de los animales destinados a la produccién carnica, y la manipulacion de
los productos favorece la contaminacién de las carnes con bacterias intestinales,
sobre todo en la carne de pollo y pavo. Esto, junto con el uso de antimicrobianos
para fines no terapéuticos en los animales de granja, favorece la diseminacion de
resistencias y en los animales y su transmision a la cadena alimentaria (108,137-
139). Ademas, la contaminacién cruzada de frutas y verduras pueden ocurrir
cuando son irrigadas con aguas residuales. En este sentido, nuestro grupo y el de la
Universidad de Pittsburgh identificaron, en Sevilla y Pittsburgh, la presencia en la
carne de pollo cruda de las betalactamasas mas frecuentes en los pacientes de cada
zona (140). Estudios posteriores han confirmado la importancia de la
contaminacién alimentaria en la diseminaciéon de determinados tipos de BLEE

(141-143).

También hay que destacar que las mascotas también forman parte de la
cadena de transmisién en la comunidad, tanto como animales portadores como
infectados, lo que también se ha demostrado con el analisis genético de cepas
aisladas en este tipo de animales y en humanos. Se sugiere con estos hallazgos una
via bidireccional entre mascotas y humanos, aunque hay variantes genéticas de
BLEE sélo halladas en animales de compafifa (128,144-148). Asi se especula con el

papel de reservorio y de factor de riesgo para sus duefios.

Casi desde el principio del estudio de la pandemia de BLEE se ha postulado
la posibilidad de que los viajes internacionales favorecieran la difusién de la misma.
Tomando como referencia de origen el continente europeo, se ha puesto de

manifiesto tras observar como la tasa de portadores aumentaba entre los viajeros a
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zonas como el sudeste asiatico, Oriente medio, India, Africa y Norte América (149-
153). El estado de portador en los viajeros dura en general unas pocas semanas
excepto si existe diarrea del viajero o se ven expuestos a antibioéticos en el extranjero
(154,155); también es mas prolongada en los nifios africanos adoptados en Europa
(156); como referencia, la duracién de la colonizacién es mayor en general en

pacientes que se colonizan desde un ambiente hospitalario (157).

Al hilo de este tema, un estudio Birgy y cols. (158) han realizado un estudio
en Francia en nifios de 6 a 24 meses donde analizan el estado de portador de E. coli
productor de BLEE clasificando seguin lo fueran del clon ST131 o de cualquier otro
durante el quinquenio 2010-2015. Encontraron una prevalencia total de
colonizacién del 7.6%, aumentando desde un 4.8% en el primer afio a un 10.2% en
el altimo. El clon ST131 se encontro en el 25,8%, aumentando desde el 5,0% al 37%.
Encontraron diferencias para los factores de riesgo del estado de portador segun el
tipo de clon. Asi el clon ST 131se asocid con la hospitalizaciéon previa, y el resto, que
englobaba un grupo de alta heterogeneicidad genética, con el tratamiento con
antibiodticos, antecedentes de viaje reciente o la no asistencia a la guarderia. La no
asistencia a guarderias también fue un factor de riesgo en un estudio llevado a cabo
en nuestro pais recientemente, que encontré una alarmante tasa del 24% de

portadores en nifios sanos (159).

En el estudio de Birgy y cols. (158), el 90% de los aislados eran productores
de una enzima del grupo CTX-M, siendo CTX-M-1, CTX-M-15, CTX-M-14 y CTX-M-27
las méas prevalentes con un 32.5, 21.3%, 19.4% y un 13.8% respectivamente. Llama
la atencion la disminucién en este estudio de CTX-M-1 del 40.9% al 18.8% y el
ascenso de CTX-M-27 del 4.5% al 25% del primer al tltimo periodo de estudio.

Diseminaciéon de BLEE en hospitales. En la epidemiologia de las BLEE en los
hospitales tiene mucha importancia la transmisién cruzada o a partir de reservorios
ambientales de cepas de Klebsiella spp portadoras de estas enzimas. Klebsiella spp
productora de BLEE, a diferencia de E. coli, tiene un comportamiento epidémico y
produce frecuentemente brotes nosocomiales. En un meta-andlisis realizado por
Hendrik y cols. sobre el tema se identificaron varios factores de riesgo para la
presencia, bien en forma de infeccién o de colonizacién, de K. pneumoniae productor

de BLEE, siendo los principales la exposicion previa a algin antibiotico, en particular
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a cefalosporinas y quinolonas, mayor duracién de la estancia hospitalaria, uso de
dispositivos médicos (ventilacién invasiva, catéteres, etc.), ademas de las

caracteristicas propias del paciente y la existencia de patologia concomitante (160).

En el caso de la epidemiologia de E. coli productor de BLEE nosocomial, la
situacion es mas compleja dado que los pacientes pueden ingresar ya colonizados.
Esto hace dificil discernir, en caso de infeccién nosocomial, cuando se trata de cepas
adquiridas en el hospital y cuando de cepas que ya traia el paciente al ingreso. De
hecho, distintos estudios han mostrado una menor transmisibilidad de cepas de E.
coli BLEE en comparacion con las de Klebsiella, 1o que determina que rara vez
produzca brotes nosocomiales de relevancia (161). Sin embargo, la transmision de
plasmidos desde cepas de E. coli “comunitarias” que entran en el hospital con los
pacientes, a clones de Klebsiella nosocomiales es un fenémeno que ha sido poco

estudiado.

En cuanto al control de la transmision en los hospitales, se recomienda el
cribado de pacientes colonizados en situaciones de brote o transmision activa;
ademas, puede considerarse el cribado en unidades de alto riesgo como UCI incluso
en situaciones no epidémicas, o de pacientes trasladados desde centros con endemia
de BLEE. La formacion del personal, refuerzo de la higiene de manos y del uso
adecuado de antibiéticos son medidas basicas recomendadas en cualquier caso.
Ante pacientes colonizados o infectados se recomienda la implantaciéon de
precauciones de contacto (aunque el nivel de evidencia es mayor en caso de brote).
En el caso de E. coli, dada su alta prevalencia y menor transmisibilidad, la toma de
estas medidas es mas discutible, salvo en situaciones de brote. Finalmente, la
busqueda de reservorios ambientales, especialmente aquellos ocultos y fuera del
circuito de limpieza normal (sifén de lavabos, lavabos, etc) es esencial siempre que
no se controle la transmisiéon a pesar de la puesta en marcha de las medidas

anteriores (162).
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1.3.4.1.5 Métodos de deteccion de enterobacterias productoras de BLEE

Recientemente ha sido publicado un documento de consenso de la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) que incluye
recomendaciones para la deteccion de BLEE en el laboratorio (163). Sigue sin haber
consenso a la hora de evaluar el mejor indicador y puntos de corte para el cribado
de BLEE tanto en muestras de vigilancia epidemiolégica como clinicas. Asi
cefpodoxima tiene una alta sensibilidad, mayor que cefotaxima, ceftazidima y
ceftriaxona, pero se sigue recomendando el uso de ceftazidima junto con cefotaxima,
siguiendo las guias del European Commitee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) y del Clinical Laboratory and Standards Institite (CLSI) debido a su mayor

especificidad.

Para el cribado en muestras de vigilancia epidemiol6gicase recomienda el
uso de medios de cultivo selectivos cromogénicos, que facilita el reconocimiento de
aislados productores de BLEE. Su mayor limitacion es la falta de especificidad, al
poder ser positivos para cepas hiperproductoras de AmpC, K oxytoca
hiperproductora de K1/0XY y E. coli productora de OXA-30. Alternativamente se
pueden utilizar el Agar-MacConckey con ceftazidima o cefotaxima, que presenta una
buena sensibilidad. La confirmacién fenotipica de los aislados productores de BLEE
se realiza mediante la inhibicion de la actividad de la betalactamasa sobre
cefalosporinas por el acido clavulanico, con el método de doble disco o el método
combinado de doble disco. La técnica tiene ciertas limitaciones debido a la
existencia de otros mecanismos que pueden simular una BLEE (como la
hiperproduccién de SHV-1 o K1, o algunas carbapenemasas) o enmascararla
(disminucién o pérdida de las porinas de membrana o produccién simultanea de
AmpC). En el documento de consenso se recomienda como mejor opcidn el uso del
método combinado de doble disco con cefotaxima, cefatzidima y cefepima y, en el
caso de sospechar la produccién simultanea de AmpC, utilizando un medio de agar

enriquecido con cloxacilina o el uso de discos que contienen acido 3-fenilborénico.

Para la deteccidn rapida de enterobacterias BLEE (menos de veinticuatro
horas) pueden utilizarse métodos moleculares (incluyendo Multiplex PCR, reaccién

en cadena de la polimerasa en tiempo real [RT-PCR], microarrays de ADN y
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pirosecuenciaciéon). Ademas, recientemente se han desarrollado métodos
protedémicos como el MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
cuya aplicacién a la deteccion de BLEE y otros mecanismos de resistencia esta en

desarrollo.

1.3.4.2 Cefamicinasas

Aunque en nuestro trabajo se estudiaron cepas productoras de AmpC, no
constituye el objetivo principal del mismo por lo que se revisaran de manera
sucienta sucinta. Las betalactamasas tipo AmpC pertenecen al grupo 1 de la
clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros (97) y la clase C de la clasificacion estructural
de Ambler (96).Esas enzimas pueden hidrolizar un amplio espectro de
antimicrobianos incluyendo las penicilinas, las cefamicinas (que son estables frente
a las BLEE), las cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam. No hidrolizan ni
cefalosporinas de cuarta generacion ni las carbapenemas, y se caracterizan por no
ser habitualmente inhibidas por los inhibidores de betalactamasas exceptuando la
asociacién de piperacilina con tazobactam. Los genes que codifican estas enzimas,
denominados blaampc se encuentran en el cromosoma de algunas bacterias Gram
negativas, en algunas de las cuales la expresién de AmpC es baja pero inducible en
respuesta a la exposicion a betalactdmicos. Adicionalmente, las enzimas AmpC se
han integrado en elementos genéticos moviles, lo que ha permitido su diseminacién.

Actualmente se conocen 6 familias de enzimas AmpC (tabla 5).

Tabla 5: Familias de enzimas de tipo AmpC

Familia AmpC Derivadas de

CIT: CMY y LAT Citrobacter freundii

DHA Morganella morganii

ACC Hafnia alvei

FOX Aeromonas media

MOX Aeromonas caviae

EBC: ACT y MIR Enterobacter cloacae y/o absuriae

Las AmpC plasmidicas se han descrito a nivel mundial pero parece que son

menos prevalentes que las BLEE (164) y, en E. coli, parecen ser causa de resistencia
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a cefoxitina en menor nimero de ocasiones que la hiperproducciéon de AmpC
cromosémica. AmpC CMY-2 presenta la distribucién mas amplia (a nivel mundial,
europeo y nacional) (164,165). En Espafia la primera AmpC plasmidica fue descrita
en el afio 2000 (166). Los datos disponibles reflejan siempre una prevalencia menor
del 1% y se ha constatado una gran variabilidad genética entre los aislados de E. coli

productores de CMY-2 (165).

Deben sospecharse en presencia de resistencia a cefalosporinas, siendo
buenos marcadores la resistencia a cefoxitinay/o sensibilidad disminuida a
amoxicilina/clavulanico y/o resistencia a una o varias cefalosporinas de tercera
generacion (165). La deteccidon puede realizarse mediante métodos fenotipicos
(165,167-176) y moleculares. En el caso de Klebsiella spp., Salmonella enterica,
Citrobacter koseri y Proteus mirabilissu deteccion es por si misma la confirmacién
de la existencia de una enzima plasmidica ya que no poseen AmpC
cromosOmico(165). En el caso de E. coli y Shigella, que expresan de manera
constitutiva AmpC aunque a muy bajo nivel, serian validos los test fenotipicos,
aunque se ha encontrado una baja especificidad en el caso de algunas cepas
concretas (177,178). Los test fenotipicos no pueden distinguir entre las familias de
enzimas pAmpC y pueden pasar por alto AmpC cromosémicos con espectro
extendido, por lo que el gold standard es la deteccion molecular por PCR. Este
método tiene como inconveniente no poder detectar las pAmpC de las bacterias
pertenecientes a los géneros que poseen AmpC cromosémica (E. cloacae, M.

morganii, H. alvei, C. freundii, A. caviae) (179).

1.3.4.3 Carbapenemasas

Al igual que para las cefamicinasas, se revisan de forma somera.

La aparicion de las carbapenemasas se describié inicialmente en
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii en el sudeste asiatico y Grecia.
Desde entonces su difusién a nivel mundial en patégenos frecuentes como E. coli y

K. pneumoniae ha sido un fenémeno causante de gran preocupacion (180).

Los tipos de carbapenemasas mas importantes en enterobacterias en la

actualidad se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6: Carbapenemasas cominmente detectadas en Enterobacteriaceae (180)

Carbapenemasa | Clase Espectro de | Especies Epicentros
molecular hidrélisis geograficos
KPC A Cefalosporinas y | Sobre todo K. | EEUU, Grecia, Italia,
carbapenemas pneumoniae Israel, China
VIM B Cefalosporinas y | Sobre todo K. | Grecia
carbapenemas pneumoniae
NMD B Cefalosporinas y | K. pneumoniae | Subcontinente indio,
carbapenemas y E. coli Balcanes, Oriente
Medio
0XA-48 D Carbapenemas K. pneumoniae | Norte de Africa,
y E. coli Oriente Medio, algunos
paises de  Europa
occidental

Las carbapenemas (imipenem, meropenem, biapenem, ertapenem, y
doripenem) poseen el mas amplio espectro de los betalactdmicos y se utilizan
principalmente para tratar las infecciones por bacterias Gram-negativas aerobias.
La actividad hidrolitica de estas enzimas sobre las carbapenemas es variable, lo que
hace que su deteccién fenotipica sea a veces dificil. Es frecuente la asociacion de las
carbapenemasas con otro tipo de betalactamasas (BLEE, AmpC plasmidica, etc) en

el mismo aislado, lo que confiere un alto grado de resistencia antimicrobiana.

1.3.4.3.1 Clasificacién

De igual manera que el resto de betalactamasas, y segtin la molécula presente
en su sitio activo, las carbapenemasas pueden dividirse en metalocarbapenemasas
(clase B, zinc dependientes) o serinocarbapenemasas (zinc-independientes, clases

A, C,y D) (96).

Carbapenemasas clase A

Incluyen a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), IMI (imipenem-
hydrolyzing [B-lactamase), SME (Serratia marcescens enzyme), SFC (Serratia
fonticola carbapenemase), las familias NMC-A (no-metalo-carbapenemasa de clase

A), y algunas enzimas tipo GES (Guiana extended-spectrum f-lactamase). Se han
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descrito predominantemente en aislados de Enterobacteriaceae y de especies tales
como P.aeruginosa. Estas enzimas son inhibidas por acido clavuldnico, a excepcién
de algunas enzimas de tipo KPC como KPC-2, e hidrolizan penicilinas o

cefalosporinas mas eficientemente que los carbapenémicos (95).

La familia KPC se ha identificado principalmente de K. pneumoniae y
actualmente son las enzimas mas clinicamente significativas entre las
carbapenemasas clase A debido a que confiere altos niveles de resistencia a los

carbapenémicos, asi como la mayoria de los betalactamicos (181).

Las tasas de muerte atribuible y tasas crudas de fallecimiento por infecciones
causadas por bacterias con enzimas KPC se han descrito como mayores comparadas
con las producidas por otro tipo de carbapenemas sin que se haya encontrado causa

a este hecho (182).

Carbapenemasas clase B

Aqui se incluyen las familias VIM (Verona integron-encoded metallo-[3-
lactamase), IMP (imipenem-resistant Pseudomonas), y SPM-1 (Sao Paulo metallo-3-
lactamase). Se han detectado en cepas de P. aeruginosa, A.baumannii, y los miembros

de la familia Enterobacteriaceae (183).

Como en el caso general de las metalobetalactamasas requieren de cinc u otro
metal pesado para la catdlisis enzimatica. Practicamente hidrolizan todos los
antibiéticos betalactamicos, incluyendo carbapenemas, excepto los monobactamas.
No son inactivadas por los inhibidores, tales como clavulanato, sulbactam,
tazobactam, o NXL-104, mientras que son inactivados por los quelantes de metales
tales como EDTA (acido etilendiaminotetraacético) (184-186). Las familias mas
comunes de la clase B adquirida aisladas en enterobacterias incluyen los grupos VIM
e IMP, junto con el emergente grupo NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase) que
se aislé por primera vez en a finales de 2009 detectandose mds tarde en India,
Pakistan, Reino Unido, EE.UU. y Canada (95). Se especula que ademas de en el
subcontinente indio, que seria el reservorio principal de especies productoras de
este grupo de carbapenemasas, habria otros dos secundarios en la zona de los

Balcanes y la zona del Golfo Pérsico (187,188). Como se ha comentado se han
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descrito episodios e incluso brotes alrededor de todo el mundo, constatdndose una
diseminaciéon mucho mas rapida que la de KPC, afectando ademdas a nivel

comunitario y nosocomial (189).

NDM en comparacién con las carbapenemasas descritas hasta ese momento
presentaba una difusién fuera del ambito hospitalario o de instituciones sanitarias
y su diseminacién ha sido méas rapida ain que la de KPC (180,189). En comparacién
con NDM-1, NDM-4, NDM-5, y NDM-7 poseen mayor efecto hidrolitico frente a
carbapenemas (190,191).

Carbapenemasas clase C

Se incluirfan en este subgrupo ACT-1 (AmpC-tipo B-lactamase), DHA-1
(Daran Hospital in Saudi Arabia 3-lactamase), CMY-2 (cephamycin-hydrolyzing (-
lactamase), y CMY-10, que fueron identificadas en Enterobacteriaceae y son
betalactamasas codificadas por plasmidos que exhiben actividad catalitica para
imipenem. Recientemente ha sido descrita ADC-68 (Acinetobacter-derived
cephalosporinase) a partir de A. baumannii D015 resistente a carbapenemasas. En
particular, CMY-10 es la primera carbapenemasa de clase C plasmidica descrita
(192). Respecto a enzimas codificadas por genes cromosémicos ha sido ADC-68 de

A.baumannii D015 la primera en mostrar actividad frente a carbapenemas (193).

En comparacioén con las de clase A, las carbapenemas de clase C poseen un
sitio activo mas amplio lo que les permite la unién con las cefalosporinas de espectro

extendido (95).

Carbapenemasas clase D

Se denominaron OXA (oxacilinasas), ya que hidrolizan la isoxazolilpenicilina
oxacilina mucho mas rapido que bencilpenicilina. Se identificaron en Acinetobacter
spp. A dia de hoy la familia OXA incluye mas de 400 tipos (194) algunos de los cuales
poseen actividad carbapenemasa. En base a su secuencia de aminoacidos, las

carbapenemasas clase D se han reclasificado recientemente en 12 subgrupos (195).

0XA-48, la mas eficiente carbapenemasa de tipo D respecto a imipenem, se

identificé en K. pneumoniae en Turquia en 2003 (196) y han sido identificadas diez
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variantes del gen blaoxa-4s (95). OXA-48 confiere resistencia a penicilinas y
carbapenemas pero no a cefalosporinas. 0XA-48 esta contenido en un pladsmido IncL
auto-conjugado de 61,8 kb, lo que probablemente contribuye a su capacidad para
propagarse en Enterobacteriaceae (197) pero casi todos los casos se han descrito en
K.pneumoniae, siendo en estos casos también resistentes a cefalosporinas por la
producciéon simultdnea de alguna BLEE. Su prevalencia no estd estimada con
seguridad debido a la dificultad en su deteccién (189) pero parece que es la mas
frecuente en nuestro pais (198). El subgrupo OXA-51 es el mas grande entre los

subgrupos de tipo OXA beta-lactamasas (95).

1.3.4.3.2 Epidemiologia actual y el caso de Espaiia

Hoy en dia podemos afirmar que los paises fuera de los epicentros no se han
visto afectados en la misma medida, aunque ha habido varios informes de
transmision transfronteriza relacionada con la estancia hospitalaria en los paises
endémicos en las primeras década de 2010. El primer pais tras Estados Unidos si
hablamos de K. pneumoniae productor de KPC en sufrir una diseminacién nacional
fue Israel(199). Actualmente, existe evidencia de diseminaciéon regional e
interregional de las CPE en varios paises de Europa, con una situacién endémica en
algunos de estos paises como por ejemplo Italia (200) y Grecia (201). Klebsiella spp.
productoras de carbapenemasas también son endémicas en algunas partes de los
EE.UU., mientras que han aparecido estudios que sugieren que la situacién en
muchos paises como Brasil, Colombia(202), y China entre otros paises asiaticos, es
alarmante (203-207). Determinadas enzimas KPC han tenido una diseminacién
global en relaciéon con el complejo clonal ST258 de K. pneumoniae y otros

relacionados (ST512, ST11y ST437) (208-212).

Hasta la fecha, no hay evidencia de que las carbapenemasas estén muy
extendidas entre E. coli en Europa o en los EE.UU., pero ha habido un creciente
nimero de informes de carbapenemasas OXA-48 en esta especies, y también
evidencia para sugerir que la diseminacion en E. coli ya ha sucedido en el Oriente

Medio y la India (213).

Epidemiologia de las carbapenemasas en Espaiia. En una revision de reciente

publicaciéon por parte de investigadores de nuestra unidad se ha visto que la
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prevalencia de colonizacién/infeccién en nuestro pais es baja pero en clara
tendencia a aumentar y se describen diferentes patrones segun el tipo de
carbapenemasa producida (214). Asi, los casos con aparicién de 0XA-48 o derivados
estdn en relacion con la cepa K. pneumoniae ST405 y la adquisicion en residencias, y
los relacionados con metalobetalactamasas aparecian mayoritariamente asociadas
a cepas de Enterobacter spp. y la adquisicién en UCI y plantas hospitalarias de
cirugia. Es resefiable al mismo tiempo que mas de un tercio de los casos aparecieron
en la comunidad pero en relacién con cuidados sanitarios, mayormente en

residencias de ancianos.

El estudio refleja la evolucion del mapa de resistencias en Espafia, donde son
mas frecuentes los casos de deteccion de OXA-48 que los de VIM y pone de
manifiesto tasas de bacteriemia de un 10% y de sepsis severa y shock de un 15%,
recalcando la importancia de establecer recomendaciones en los casos no
complicados de infeccién por ECP, ya que las existentes se basan en estudios

realizados en casos con bacteriemia o infecciones severas (214).

Un estudio posterior llevado a cabo por algunos de los investigadores
anteriores también en territorio nacional pone de manifiesto aumento progresivo
de la prevalencia de E. coli productores de carbapenemas, principalmente debido a

la difusién de 0XA-48y de clones como el ST131.

Entre enero de 2012 y diciembre de 2014, se aislaron 239 E. coli no
susceptibles a carbapenemas. De estos, 121 (50,6%) produjeron carbapenemasas.
Durante el mismo periodo de tiempo, el mismo laboratorio de referencia identificé
un total de 2.443 enterobacterias productoras de carbapenemas, de los cuales 121

(4,9%) eran E. coli.

La tendencia es claramente alcista en lo que respecta a E. coli productor de

carbapenemas: 1,7% en 2012, el 5,2% en 2013 y un 5.4% en 2014.

De los 121 aislados, 87 (71,9%) produjeron 0XA-48; 27 (22,3%) produjeron
VIM-1, 4 (3,3%) produjeron KPC-2, 2 (1,7%) produjeron NDM (1 NDM-1y 1 NDM-
5)y 1(0,8%) produjo IMP-22.
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Treinta y siete de los 121 (30,6%) aislados de E. coli también produjeron
BLEE. De éstos, 16 (43,3%) produjeron CTX-M-15y 13 (35,1%) produjeron CTX-M-
14, 6 (16,2%) (215).

1.3.4.3.3 Deteccién de enterobacterias productoras de carbapenemasas

La deteccion de ECP por parte de un laboratorio de microbiologia puede
llegar a ser todo un desafio ya que se combinan varios problemas: la frecuente
expresion concomitante de una BLEE y/o Amp cromosémico o plasmidico, la poca
utilidad de los cortes de deteccién clinicos y las diferencias en los niveles de
expresion, que hacen que puedan aparecer como sensibles en el antibiograma, lo
que se traduce en que a pesar de aumentar siempre la CMI, pueden no ser suficientes
para ser llamado de alta resistencia o resistencia intermedia (189,198). Por todo ello
debe hacerse un estudio pormenorizado del antibiograma y, por orden, un estudio
de sensibilidad a todos los betalactimicos, realizar un cribado con métodos
fenotipicos y una vez confirmada la presencia mediante la demostraciéon de
actividad frente a carbapenemasas y su inactivacién con enzimas especificos, la
deteccién inequivoca del tipo de enzima mediante métodos moleculares (PCR o

arrays de ADN) (198).

Segiin el European Committee for Antimicrobial Suceptibility Testing
(EUCAST), se establecen diferentes limites de corte en los estudios de cribado para
cada carbapenema. Hay que tener en cuenta la susceptibilidad segin el tipo de

enzima y segun el aislado portador de la misma (198,216).

Por otra parte el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) bajo los
puntos de corte para la deteccién de carbapenemas en 2010 dado que se ha
demostrado que muchas no eran identificadas con los antiguos puntos de corte

(189).

Para el estudio de la hidrélisis de la enzima tenemos varios métodos: en
primer lugar el estudio MALDI-TOF (proteémico), la espectrofotometria y el test de
Hodge modificado (test biolégico) que usa una cepa indicadora, sensible a la

carbapenema (189,198). Ademas recientemente se ha desarrollado otro test
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colorimétrico (Carba-NP test) bastante especifico y mas rapido para la deteccién de

OXA-48 (217,218).

Con respecto a los métodos de inhibicién enzimatica por compuestos

especificos:

Tabla 7: Métodos de deteccion enzimatica de EPC

Compuesto Tipo de enzima

Acido fenilborénico Clase A (KPC u otras)

Acido fenilborénico + Cloxacilina AmpC

Acido dipicolinico o con EDTA Metalobetalactamasa (clase B, tipos

VIM, IMP, NDM)

Ausencia de inhibiciéon con cualquiera de | Clase D (0XA-48y derivados)

los anteriores

1.4 Colonizacion e infeccion por enterobacterias multirresistentes en

el embarazo; transmisidn vertical y en las unidades neonatales

1.4.1 Embarazo

Que conozcamos, no hay muchos estudios sobre el estado de portador de
enterobacterias productoras de BLEE en la mujer embarazada, lo que pone de

manifiesto la necesidad de este trabajo.

Como se ha expuesto anteriormente E. coli es un habitante natural de la
vagina llegando a estar presente hasta en el 20% de las embarazadas; puede
transmitirse al neonato llegando a producir infecciones neonatales (219); de hecho,
la presencia de colonizacion vaginal por E. coli se ha identificado como un factor de
riesgo de complicaciones durante la gestaciéon (220), aunque en nuestro pais no se
hace un cribado gestacional como el de la bacteriuria asintomatica o el del S.
agalactiae. Un estudio espafiol comparé la virulencia de aislados de E. coli de
muestras vaginales de mujeres embarazadas y no embarazadas, observando que los

genes hly, cnf, pap e iroN eran mas frecuentes en aislados de mujeres embarazadas;
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la conclusién fue que las cepas de las mujeres embarazadas parecen ser mas
virulentas que las de las no embarazadas, siendo por lo tanto mas proclives al
desarrollo de infecciones y aumentando de este modo la posibilidad de aparicién de

sepsis neonatal (219).

Si nos cenimos exclusivamente ala colonizacién por enterobacterias
productoras de BLEE en embarazadas, existen pocos estudios. El mayor publicado
hasta la fecha se realiz6 en Noruega (221). Se encontré una prevalencia e
colonizacién por E. coli BLEE del 2.9%. En el momento del parto se repiti6 la toma
de muestra a las colonizadas, siendo sélo el 53.8% de ellas ain portadoras. Ninguna
de las mujeres colonizadas sufrié infecciéon por estas cepas. Esto sugiere que de
llegar el caso de implementacién de estrategias de cribado, estds deberian llevarse
a cabo en el momento del parto (222), circunscribiendo éstas a madres con amenaza
de parto prematuro o partos inducidos por debajo del término debido a su riesgo
sustancialmente mayor de desarrollar sepsis neonatal en comparacién con los
recién nacidos de mas de 37 semanas de gestacion. En dicho estudio, las mujeres de

origen asiatico o africano presentaron mayor riesgo de colonizacion.

Un estudio anterior realizado en Alemania (223) se centraba en estudiar
factores de riesgo para la colonizacién por enterobacterias BLEE de madres y nifios
de muy bajo peso al nacer (<1500g). La prevalencia de colonizacién materna por
fue del 11%, que segun los autores puede deberse a que la poblacién no es
representativa de la poblacién ya que las mujeres con posibles complicaciones en el
parto como son la amenaza de parto prematuro en general y la sospecha de
corioamnionitis en particular, son frecuentemente tratadas con antibidticos durante
la gestacién y/o parto y presentar ingresos de larga duraciéon. Otro estudio
argentino encontré una prevalencia de colonizacidén por E. coli productoras de BLEE
en muestras vaginales del 5.4% (224). En India, Pathak y cols. (225) estudiaron 710
mujeres de una poblacién rural mediante muestras perianales. Determinaron
presencia de E. coli multirresistente (cuando resistia a tres o mas antibidticos de los
testados) o E. coli BLEE propiamente dicho. Para el primer caso encontraron como
factores de riesgo el haber cursado estudios superiores, el pertenecer a una familia
de mas de 10 personas, el uso de antibioticos en las Ultimas cuatro semanas y la

hospitalizacion en las dltimas cuatro semanas. Para la presencia de E. coli productor
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de BLEE sélo los dos ultimos factores fueron significativos. En el caso de aislados
productores de BLEE casi siempre se debi6 a CTX-M-15. Un segundo estudio
realizado en India es el de Devi y cols. (220) sobre 246 mujeres embarazadas a las
que tomaron muestras exclusivamente vaginales. El 7% estaban colonizadas por

cepas que producian BLEE.

Los anteriores estudios hacian referencia al estado de portador vaginal y/o
rectal pero, durante el embarazo, debido a los numerosos cambios anatémicos y
fisiologicos que se producen, se observa un aumento de la incidencia de bacteriuria
asintomatica en la mujer, hecho que se estudia por las posibles implicaciones que
conlleva, como el parto prematuro. Asi se observa una prevalencia de bacteriuria
asintomatica que afecta a un porcentaje entre el 2 y el 10 % de las mujeres gestantes,
causando E. coli el 70-80% de ellas (225). Un estudio realizado en Colombia
investig6 la prevalencia y factores de riesgo para la infecciéon urinaria en la
comunidad y encontr6 una mayor frecuencia de enterobacterias productoras de
BLEE en las mujeres embarazadas, aunque esta asociacién no se mantuvo en el
analisis multivariante (226). Las embarazadas con ITU a su vez tendran mas riesgo
de pielonefritis y parto prematuro; se ha observado un dramatico incremento del

numero de episodios provocados por enterobacterias productoras de BLEE (227).

Al-Mayahie y cols. realizaron un estudié en Irak (228) en el que ponia de
manifiesto las diferencias entre aislados de E. coli productores de BLEE obtenidos
mediante cultivos vaginales en mujeres gestantes y no gestantes que presentaban
sintomatologia infecciosa del tracto genital. La prevalencia en el grupo de
embarazadas fue del 73.9% y en las no gestantes del 60.5%. En las gestantes, la
familia de BLEE mas comun fue CTX-M (69,5%), siendo CTX-M-1 en todos los casos
mientras que las no gestantes predominaron enzimas SHV y CTX-M (44,7% vs. 39,4,
respectivamente). En general, los estudios muestran en gestantes una prevalencia

relacionada con el nivel de endemia de los paises donde viven.

67



Introduccién

1.4.2 Transmision intraparto

La transmisién vertical, definiendo ésta como aquella que sucede de madres
a hijos y que puede tener lugar antes (congénita), durante (perinatal) o después del
parto (neonatal), de enterobacterias multirresistentes es un tema que empieza a
cobrar importancia a finales de la primera década de este siglo cuando se demuestra
la posibilidad de transmisién en varios casos en una maternidad (229). Nuestro
grupo comunico el primer caso de sepsis producida por una enterobacteria
productora de BLEE transmitida de madre a hijo y no debida a un brote nosocomial

en 2008 (230).

Sin embargo no existen muchos estudios que hayan puesto el foco de
atencion sobre este hecho. El mayor estudio hasta la fecha sobre madres portadoras
de E. coli productor de BLEEen el momento del parto se publicé en 2013 por parte
de Birgy y cols (231). En él se tomaron durante cinco afios una media aproximada
de 2500 muestras maternas vaginales intraparto y 2000 neonatales (oido externo o
fluidos gastricos), realizadas estas menos de tres horas después del nacimiento,
haciendo especial hincapié al caso especifico del clon de E. coli ST131. Hallaron 68
aislados de E. coli productores de BLEE lo que suponia una prevalencia del 2.46%
para el total de muestras recogidas. De estas, 28 fueron maternas y 36 neonatales.
Encontraron un total de 68 aislados de E. coli productores de BLEE de los cuales un
44% fueron maternos y un 56% neonatales, ascendiendo cada afio la tasa de E. coli
BLEE detectados desde un 1.1% a un 4.1%. De estas muestras la mayoria (84.3%)
fue positiva para CTX-M, predominando CTX-M-14 (mayoritariamente asociadas a
cepas del filogrupo D), CTX-M-1 y CTX-M-15 (asociadas a cepas del filogrupo B2)
respectivamente. La prevalencia del clon ST131 fue del 9.4%. Otro de los estudios
centrados en la transmision vertical de enterobacterias productoras de BLEE es el
realizado por Rettedal y cols. citado en el epigrafe anterior realizado en Noruega.
Como ya hemos visto se estudié la prevalencia de portadoras en semana 36 de
gestacion y a todas las madres positivas se las siguié hasta el parto. De las 26 madres
portadoras de E. coli productor de BLEE al inicio del estudio solo se mantuvieron
como tales en el momento del parto catorce, no obstante se cribaron a los 26 recién
nacidos, estableciéndose transmision en cinco parejas madre-hijo, al identificarse el

mismo pulsotipo en ambos. La tasa de transmisién desde madres positiva en el parto
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fue del 37.5%; todos los partos fueron vaginales, con una media de 7 horas de bolsa
rota. Estos datos sugieren que el estado de portador de BLEE-E de la madre es un
factor de riesgo sustancial para la colonizacién del neonato. De los cuatro a los que
se siguié mas alla del parto, tres de ellos seguian siendo positivos a los dos meses,

de media, del nacimiento (221).

Finalmente, Denkel y cols. (223) llevado a cabo un estudio en dos UCIN
separadas geograficamente pero pertenecientes a una misma institucion, y sus
respectivas maternidades, sobre una poblacién compuesta por recién nacidos de
“muy bajo peso al nacer” (<1500g) y sus madres, entre las que se identificaron 18
madres y 12 neonatos colonizados por enterobacterias productoras de BLEE. El
cribado materno se realizaba al ingreso y en el dia del parto, dentro de un protocolo
a realizar en toda amenaza de parto pretérmino, y el neonatal a las 72 horas del
parto y semanalmente hasta el alta de la UCIN. Se encontr6 transmisiéon madre-
neonato en 3 casos (dos parejas madre-hijo y una madre con un embarazo multiple
de tres neonatos) demostrada por PCR. La colonizacién por parte de la madre
supuso un riesgo seis veces mayor de colonizacién en el neonatos. Concluyeron que
el estado de portador materno es un factor significativo para la colonizacién

neonatal en recién nacidos de muy bajo peso al nacer.

1.4.3 Transmision de enterobacterias productoras de BLEE vy

carbapenemasas en unidades de neonatos.

Los pacientes ingresados en estas unidades por prematuridad, por alto riesgo
o por ambos motivos, pueden colonizarse por la flora contaminante de las mismas a
través del contacto con los profesionales sanitarios y los procesos de cuidado (7).
Algunos estudios han evaluado los factores de riesgo para la adquisiciéon de
colonizacién por enterobacterias productoras de BLEE en UCIN. Asi, Abdel-Hady y
cols. identificaron el bajo peso, la duracién de la hospitalizacién, la nutricién
parenteral, el uso de antimicrobianos previo y la ventilacién mecanica como factores
de riesgo para adquirir K. pneumoniae productor de BLEE en neonatos ingresados
en UCIN y en unidades neonatales de riesgo intermedio (232). Cassetari y cols. por

su parte identifican la lactancia materna como un factor protector frente a la
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colonizacién por este mismo microorganismo durante los brotes dentro de las

unidades (233).

Si bien es importante el reconocimiento de estos factores de riesgo no menos
importancia recae sobre el hecho de identificar los reservorios de este tipo de
bacterias; asi, los estudios de Rettedal, Dubois y Denkel sefialan que la presencia de
madre portadores enterobacterias productoras de enterobacterias productoras de
BLEE puede ser una forma de entrada y transmisiénen las unidades de neonatos y
plantas de maternidad de este tipo de bacterias (221,222,229). Tschudin-Sutter y
cols. (234) demostraron esta hipétesis en 2010 a raiz del caso de una madre
embarazada de gemelos que durante un ingreso prolongado por una rotura
prematura de membranas a las 32 semanas sufri6 una infeccién urinaria por E. coli
productor de BLEE dos dias después del parto (vaginal para ambos fetos). Ambos
neonatos fueron cribados resultando positivos para el mismo microorganismo que
la madre que también se hallé con posterioridad en un trabajador sanitario y varios
nifios mas dentro de la misma UCI neonatal. Este estudio es relevante en tanto que
la mayoria de brotes nosocomiales por enterobacterias productoras de BLEE son
debidos a K. pneumoniae, mostrando que la transmisién de E. coli productor de BLEE
es también posible, aunque mucho mas rara. Asi, Millar y cols. (235) analizaron
muestras de 1310 neonatos de 14 dias de vida provenientes de 24 unidades
neonatales. Un 5.5% de las muestras recibidas fue positiva para enterobacterias
productoras de BLEE, encontrandose 33 E. coli (10 pertenecientes al ST131), 21 K.
pneumoniae, 4 K. oxytoca, 6 E. cloacae y 1 E. aerogenes; sélo uno de los pacientes
colonizados desarrollé6 una bacteriemia por una K. pneumoniae productora de
BLEE.Al analizar las cepas aisladas encontraron una falta de agrupacion entre las
distintas cepas de E. coli que apoyan la verosimilitud de la adquisicion vertical. Por
el contrario, el andlisis mediante PCR aportaba pruebas de que otras especies
productoras de BLEE (E. cloacae y K. pneumoniae) se propagaban dentro de las

unidades.

La importancia de la colonizaciéon neonatal en estas unidades no viene solo
determinada por la posibilidad de desarrollar una infeccién o la aparicién de brotes
sino por el hecho de la transmisibilidad desde el neonato a sus convivientes al

abandonar estas unidades. Asi en el estudio ya citado de Rettedal y cols. se expone
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que tras brotes por K. pneumoniae en UCIN, los nifios llegan a ser portadores durante
mas de doce meses (e incluso algunos hasta dos afios), y éstos a su vez transmitian
la bacteria hasta a un tercio de sus convivientes (221); otro estudio también
encontr6 una duracién de la colonizacién en los nifios de hasta doce meses tras un

brote nosocomial (236).

En cuanto a los reservorios ambientales, el meta-analisis y la revisiéon
sistematica realizada por Hendrik y cols. (160) encontré que los reservorios mas
frecuentes lo constituian los desagilies de lavabos contaminados, seguidos de
diferentes superficies e incubadoras. Como curiosidad encontraron referencias a la
presencia en gel de ecografia, termémetros y basculas para bebés. En definitiva la
presencia de BLEE en el ambiente se hall6 en numerosas localizaciones. En lo que
respecta a la transmision, la via directa persona-persona y la transmisién cruzada

por las manos del personal sanitario son las mas importantes (160).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO

Hipotesis

1. Laprevalencia de colonizacion intestinal por enterobacterias productoras de
BLEE al final del embarazo es similar a la encontrada en estudios previos en
la poblacién general; la prevalencia de colonizacién por enterobacterias
productoras de AmpC o carbapenemasas es muy baja.

2. Existen factores de riesgo para la colonizacién por enterobacterias
productoras de BLEE en el momento del parto.

3. Latransmision vertical de enterobacterias productoras de BLEE es frecuente
en mujeres colonizadas.

4. El principal factor de riesgo para la colonizacién del recién nacido por

enterobacterias productoras de BLEE es la colonizacién materna.

Objetivos

1. Conocer la prevalencia de portadores de enterobacterias productoras de
BLEE, AmpC y carbapenemasas en la semana 35-37 de embarazo y en el
momento del parto.

2. Conocer los factores de riesgo asociados con la colonizaciéon por
enterobacterias productoras de BLEE en mujeres embarazadas en el
momento del parto.

3. Estudiar la frecuencia de transmision vertical de enterobacterias
productoras de BLEE.

4. Conocer los factores de riesgo para la colonizacién periparto en los recién

nacidos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio

Se trata de un estudio transversal, en el que se ha estudiado la colonizacién
por enterobacterias productoras de BLEE, AmpC y carbapenemasas en mujeres
embarazadas en el momento del parto y sus recién nacidos; en un subgrupo de las

mujeres se habia tomado ademas una muestra en la semana 35-37.

3.2 Lugar y periodo del estudio

El estudio se realizé en la Unidad de Obstetricia y Ginecologia del Hospital
Universitario Virgen Macarena, hospital de tercer nivel situado en la ciudad de
Sevilla, y que atiende a una poblacién de unos 550.000 habitantes de la zona norte
de la ciudad y provincia. En esta maternidad se atienden habitualmente unos 3.600
partos al afio. Ademas, las mujeres estudiadas en la semana 35-37 lo fueron en los
centros de Atenciéon Primaria dependientes del Hospital Universitario Virgen

Macarena, en el contexto de la visita rutinaria del tercer trimestre del embarazo.

El estudio se realizé entre los meses de Agosto de 2013 y Junio de 2014.

3.3 Poblacion del estudio

Se incluyeron mujeres embarazadas que parieron en el Hospital
Universitario Virgen Macarena; las mujeres estudiadas en la semana 35-37 habian
expresado su deseo de parir en el Hospital Virgen Macarena. Las mujeres
participantes firmaron un consentimiento informado propio y otro para el neonato

(ver anexos 2 y 3).

La seleccion de las pacientes en el tercer trimestre se realiz6 en la visita
protocolaria del proceso asistencial de Embarazo, Parto y Puerperio del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (SSPA), ofertando el reclutamiento a todas las
pacientes y realizando la encuesta de datos epidemiolégicos en las pacientes que

aceptaran entrar en el estudio. La inclusién de mujeres en el parto y sus respectivos
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neonatos se realiz6 en las dos salas de hospitalizacion de maternidad del Hospital

Universitario Virgen Macarena.

Las muestras fueron recogidas de manera consecutiva/diaria segun lo fuera

permitiendo la carga de trabajo en las dos alas de hospitalizacién de puérperas.

El Unico criterio de exclusion fue el no desear participar y no firmar el

consentimiento informado.

3.4 Variables del estudio

Variable resultado principal. La variable resultado principal fue la
colonizacién vagino-rectal en las mujeres y la colonizacién rectal en los neonatos

por enterobacterias productoras de BLEE.

Variables explicativas (ver las definiciones mas adelante). Se incluyeron las

siguientes:

i. Datos demograficos y sociales: Edad, sexo, etnia, tiempo de residencia en
Espafia, nivel educativo, nimero de convivientes, si es cuidadora de
enfermo.

ii. Variables de interés en el embarazo: Fecundacién in vitro, gemelar o no,
partos previos, complicaciones en partos previos, colonizacién por S.
agalactiae, viajes al extranjero en el ultimo afio, enfermedades crénicas
(diabetes mellitus, hipertension arterial, insuficiencia renal cronica,
cardiopatia, enfermedad hepatica), diabetes gestacional, hipertension
arterial gestacional, toma de farmacos inmunosupresores, infeccién
urinaria durante el embarazo y nimero de episodios, toma de antibi6ticos
y motivo, durante el embarazo y en los tltimos 6 meses, uso de fosfomicina

y uso de betalactamicos.

iii. Variables del parto: semana en que ocurrié, via (vaginal, cesarea), duracion
del parto, rotura prematura de membranas, uso de instrumentacion,

episiotomia, epidural, enema, sonda uretral.

iv. Variables del recién nacido: peso al nacer, bajo peso, macrosoma, APGAR,

necesidad de ingreso en Unidad Neonatal, aspiracién de secreciones.
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3.5 Fuentes de informacion.

Los datos se recogieron mediante una encuesta especifica predisefnada,
mediante entrevista con la mujer embarazada y la revisiéon de la historia clinica
cuando fue necesario. Los datos fueron recogidos por los dos facultativos
especialistas (FEA) al cargo del area de hospitalizacién de puérperas y los
especialistas internos residentes de Obstetricia y Ginecologia de primer afio, los dos
FEA al cargo de la hospitalizacién de neonatos no complicados y por el propio
doctorando (FEA). Se introdujeron en una base de datos informatizada, con datos
codificados para mantener el anonimato siguiendo las directrices de la Ley Organica
de Proteccion de Datos, que esta custodiada en ordenadores con control de acceso

restringido en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia.

3.6 Procedimiento para la toma de muestras

En las mujeres embarazadas en semana 35-37 se utilizé la muestra de
exudado vagino-rectal que se toma para el cribado de S. agalactiae. El laboratorio
utilizé la misma muestra para la determinacidn solicitada (cribado de S. agalactiae)
y para los analisis microbioldégicos especificos de este estudio, que se explican
posteriormente. La muestra periparto, igualmente un frotis vagino-rectal, se tomé
entre el momento del parto y como maximo las 48 horas siguientes. En los recién
nacidos, la muestra rectal se tomé antes de las 48 horas del parto, preferiblemente

antes de las 24 horas.

La toma de muestras fue realizada por el personal investigador excepto en el
caso de las muestras de semana 35-37 que fueron recogidas por la propia paciente

ala que se le dieron las indicaciones necesarias (anexo 4).

3.7 Definiciones

Datos de la mujer
- Edad: en afios
- Etnia: fue clasificada en caucdsica, melanoderma, magrebi, asiatica,
indoamericanay gitana.

- Tiempo de residencia en Espafia: menos o mas de 24 meses en Espafia
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Nivel educativo: se indicaba los estudios de mayor nivel finalizados,
clasificados en sin estudios, primarios, secundarios y universitarios

Nuamero de convivientes: incluyendo a la paciente, nimero de personas que
habitaran en la misma vivienda.

Cuidador de enfermo: se consider¢ si la embarazada era trabajadora de un
centro sanitario o residencia, o era la cuidadora principal de un familiar
enfermo croénico .

Viajes al extranjero en el tltimo afo.

Numero de comidas principales fuera del domicilio en el dltimo mes: se
pregunt6 cual de las comidas del dia (desayuno, almuerzo o cena)
consideraba la principal del dia y cuantas de éstas habia realizado la paciente
fuera del domicilio habitual. Se estratificaron los resultados en menos de
siete comidas principales fuera de casa en el ultimo mes, entre siete y quince
y mas de quince.

Férmula obstétrica: nimero de gestaciones, partos, abortos y cesareas
Complicaciones en gestaciones anteriores: se recabd informacién sobre
cualquier tipo de complicaciéon en gestaciones anteriores llegaran o no a
término.

Colonizacion por S. agalactiae durante el embarazo actual: negativa, positiva
o desconocida. En el caso de que fuera positiva se diferencié entre el
urocultivo positivo o el cultivo de exudado vagino-rectal positivo.

Gestacion unica o multiple

Método de obtencién de la gestacion: Espontanea, por inseminacién o por
fecundaciéon in vitro (FIV)/ inyecciéon intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI)

Hipertension arterial: definida como tensién arterial mayor de 140/90 mm
Hg. Se recogi6 si la presentaba antes del embarazo o habia aparecido durante
el mismo. Ademas se preguntaba si era necesario el uso de medicacién para
su control. Al mismo tiempo se estudié la aparicion de preeclampsia definida
como hipertensién arterial acompafiada de proteinuria y/o edemas,
diagnosticada mas alla de la semana 20.

Diabetes mellitus: se diferencié entre pacientes con diagndstico previo al

embarazo de diabetes mellitus y pacientes diagnosticadas durante el
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embarazo bien con el cribado realizado en primer trimestre a pacientes con
factores de riesgo (edad mayor de 35 afios, obesidad, antecedentes familiares
de primer grado con la enfermedad, diabetes gestacional confirmada o
sospechada en anteriores gestaciones) o con el cribado universal
recomendado en el segundo trimestre. Tras un cribado positivo fue necesario
como es habitual una sobrecarga oral de 100g de glucosa con dos puntos
alterados para el diagndstico de diabetes gestacional.

Insuficiencia renal: con valores de creatinina superiores a 2,5 mg/dL en la
analitica mas reciente o aclaramiento menor de 50 mL/min.

Cardiopatia: en caso afirmativo se anot6 el diagnéstico preciso.

Enfermedad hepatica: en caso afirmativo se anot6 el diagndstico preciso.
Uso de farmacos inmunosupresores: en caso afirmativo se anotd el
tratamiento preciso y el diagnostico preciso.

Infecciones del tracto urinario (ITU): se incluy6 el padecimiento de alguna
infeccion urinaria durante el embarazo, catalogando como ITU de repeticion
a la aparicién de dos o mas casos. En caso afirmativo se dejé constancia del
tratamiento prescrito y su posologia.

Uso de antibidticos en los ultimos seis meses: se dejoé constancia en caso
afirmativo del motivo y el antimicrobiano utilizado con la posologia.

Ingreso hospitalario durante el embarazo: en dias. Se diferencié segun el
trimestre durante el que desarrollara el ingreso y el motivo que lo causara.
Edad gestacional: en dias. La variable se clasificd siguiendo la tradicional
definicién de “pretérmino” que serian menos de 37 semanas (primera
categoria) y posteriormente se clasifican en “a término precoz” (segunda
categoria) entre las 37 y 38+6 semanas, y por ultimo el resto, dividiendo la
categoria “a término” en 39-40+6 y mayores de 41 semanas, siendo la dltima
cuando se describen una mayor tasa de complicaciones, por lo que en nuestro
hospital de realizan las inducciones del parto en dicha semana, normalmente
alas 41+5.

Rotura prematura de membranas: en horas, en caso afirmativo. Se
establecieron diferentes categorias. La divisiéon de la primera categoria,

menos de 8 horas, es arbitraria; las dos siguientes reflejan los puntos claves
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de las 12 y 24 horas de bolsa rota, en los que la mayoria de las guias de
practica clinica establecen los limites para inducir por dicho motivo.

Uso de antibidticos intraparto: se registr6 el motivo, la duraciéon del
tratamiento y la dosis administrada.

Horas de duracion del parto: en horas. Se defini6 inicio del parto como cérvix
borrado al cien por cien, dos centimetros de dilataciéon y dindmica uterina
instaurada regular.

Sondaje uretral: se registré el nimero de sondajes

Inicio del parto: espontdneo, estimulado, inducido con misoprostol
(dinoprostona en el caso de cesareas anteriores).

Modo de finalizacién: vaginal (espontdneo o instrumental, con ventosa
obstétrica, espatulas de Thierry o férceps), mediante cesarea (electiva o
urgente).

Episiotomia: en el caso de necesitar de la técnica se reflejé si esta era media
o mediolateral.

Desgarro vaginal: si existi6 y el grado (I: mucosa; II: mucosa y muscular; III:
afectacion del esfinter; I1I-A: menos del 50% del esfinter anal; I1I-B: mas del
50% del esfinter anal; III-C: esfinter anal completo; IV: afectacion de la
mucosa rectal). Se recogié también la existencia de desgarros de paredes

vaginales.

Datos del neonato

Peso: en gramos

Bajo peso: menos de 2.500 gramos.

Macrosoma: mas de 4.000 gramos.

Puntuacién del test de APGAR: para el andlisis de factores de riesgo se tomo
arbitrariamente el punto de corte de una valoracion de 8 puntos en los tres
registros que conlleva dicho test, es decir, al minuto, a los cinco y diez
minutos respectivamente.

Ingreso en neonatologia: en los casos de pacientes que ingresaron en

neonatologia se reflej6 el motivo de ingreso y la duracién de la estancia.

38



Material y métodos

3.8 Estudios microbiolégicos

3.8.1 Toma de muestras.

a)

b)

d)

Semana 35-37: se proporciond una torunda Amies W/0 CH (Copan, Italia)
para muestra vagino-rectal y una hoja explicativa (anexo 4) con las
instrucciones para la correcta toma de la muestra haciendo especial hincapié
en la importancia de que fuera realizada por la matrona de referencia
siempre que fuera posible.

Periparto madre: Se tom6 la muestra vagino-rectal durante el periodo
expulsivo, tras el alumbramiento o, en la mayoria de los casos en la sala de
hospitalizacién de puérperas antes de pasadas 48 horas desde el parto (casi
siempre menos de 24 horas).

Neonatal: Se tomo6 la muestra rectal en los dos primeros dias de vida durante
la revision rutinaria protocolizada por el servicio de Neonatologia de nuestro
centro.

Neonatal en hijo de madre positiva en semana 35-37: ademads del cultivo
rectal, en dos casos de madre positiva en el tercer trimestre que se siguieron
hasta el parto se tomaron los siguientes cultivos en el mismo paritorio:
faringeo, 6tico (bilateral), nasal, conjuntival y rectal.

En todos los casos la torunda utilizada fue el mismo modelo que se indica en
el primer punto.

Ambientales: en los casos de las dos madres positivas en el tercer trimestre
que fueron seguidas hasta el parto se realizaron cultivos ambientales en los
siguientes lugares del paritorio: mesa de parto, abrazaderas, lampara, sifon
y grifo del lavabo y cuna de reanimacién. Para ello se impregnaron gasas
estériles en caldo peptonado (Broth Heart Infusion, BHI) que posteriormente

se pasaron por las diferentes superficies.

3.8.2 Procesamiento de las muestras

a)

Muestra materna o fetal

La muestra se introdujo en 1 ml de suero fisioldgico, agitando en vértex. A

partir de esta emulsién se sembraron:
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b)

- 100 pl directamente en medio agar MacConkey suplementado con 4 mg/L

de cefotaxima. Se incubé a 35 2C 24 horas.
-100 pl en caldo peptonado. Se incub6 a 35 2C 24 horas

- Se realizaron dos alicuotas de 100 pl que se congelaron a -802 C para

estudios moleculares u otras determinaciones futuras.

Se identificaron mediante pruebas bioquimicas basicas (oxidasa, TSI,
urea en tubo e indol en caldo peptonado) todas las colonias compatibles con
enterobacterias y se realizé el despistaje de produccion de BLEE, AmpC
plasmidica y carbapenemasa con discos de cefalosporinas de 32 generacion
y carbapenémicos en medio agar Miieller Hinton con y sin 200 mg/L de

cloxacilina.

En los aislados que expresaban alguna de estas enzimas, se complet6
el estudio de sensibilidad mediante difusién en agar a los siguientes
antibiéticos: amoxicilina/clavulanico, piperacilina/tazobactam, cefuroxima,
cefepime, aztreonam, tobramicina, gentamicina, amikacina, nalidixico,
ciprofloxacina, tetraciclina, cotrimoxazol y fosfomicina siguiendo la

normativa del CLSI (237). Se conservaron los aislados analizados a -802 C

En los casos en que no se detecté ninguna enterobacteria en la
siembra directa, se inoculé 100 pl del caldo peptonado, tras incubacién 24
horas a 352C, en agar MacConkey con 4 mg/1 de cefotaxima. A las 24 horas de

incubacion se procedié como en la inoculacién directa.

Muestra ambiental:

Las gasas se incubaron 24 horas a 372C en caldo BHI y posteriormente
se subcultivaron 100 microlitros en agar MacConkey suplementado con 4

mg/1 de cefotaxima durante 24 h a 37°C.

3.8.3 Caracterizacion de los aislados

La identificacién de los enzimas se realizé en funcién del fenotipo, y mediante

PCR con cebadores especificos para cada tipo: a) BLEE (CTX-M-1, CTX-M-9, SHV y
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TEM), b) AmpC plasmidica (CMY, DHA); y c) carbapenemasas (A, D y C).
Posteriormente se realizé la secuenciaciéon de los amplicones para determinar el

tipo especifico.

La identificacién epidemiologica de los aislados de E. coli y Klebsiella spp se
realizé mediante electroforesis en campo pulsado (PFGE) con la enzima de

restriccién Xbal.

Los plasmidos se estudiaron mediante conjugacién en E. coli ]53 y/o
transformacién en E. coli DH10, visualizacién mediante técnica de Kieser y
determinacion del grupo de incompatibilidad mediante PCR con el esquema de

Carattoli (238).

Todos estos métodos se describen con mas detalle a continuacion.

3.8.4 Confirmacion de produccion de BLEE

Material:

- Discos antimicrobianos (Becton Dickinson, EE.UU.) :
o Ceftazidima, 30 pug
o Cefotaxima, 30 pg
o Ceftazidima 30 pg + Acido clavulanico 10 pg

o Cefotaxima 30 pg + Acido clavulanico 10 pg
- Agar Mueller-Hinton con Ampicilina 100 pg /L (AMP, Sigma-Aldrich).

Procedimiento:

La produccién de BLEE se confirm6 en el centro de referencia mediante la
técnica de difusion en disco siguiendo las normas del CLSI (237) usando placas de
Mueller-Hinton y discos conteniendo 30 pug de cefotaxima o ceftazidima, con y sin

acido clavulanico, siguiendo las instrucciones de fabricante.

Considerandose cepas productoras de BLEE aquellas en las que la diferencia

entre los diAmetros de los halos de inhibicion en al menos uno de los dos antibidticos
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era mayor o igual a 5 mm, entre el disco del antibi6tico con acido clavulanico

respecto del mismo antibiético sin clavulanico.

Para evitar la pérdida del plasmido codificante de la BLEE todos los cultivos
de mantenimiento de las bacterias se realizaron en MHA suplementando con

ampicilina a una concentracion de 100 mg/L (MHA + AMP).

3.8.5 Analisis de filogrupos

El anélisis de filogrupos de las cepas de E. coli se llevo a cabo mediante PCR
multiple de los genes chu, yjaA y el fragmento de ADN tspEC2, segin el método
descrito por Clermont y cols. (239). La interpretacion de los filogrupos y subgrupos
se realizd segun el esquema descrito por Branger y cols. (240).

El protocolo seguido para la amplificacion fue el siguiente:

- Desnaturalizacién inicial: 94°C durante 5 minutos o

- 30ciclos:

o Desnaturalizacién: 30 segundos a 95 2C
o Anillamiento: 30 segundos a 59 2C
o Extensién: 7 segundos a 72 °C.

- Extension final de 5 minutos a 72 2C.

3.8.6 Caracterizacion de la BLEE

PCR
Material:
- Material de PCR
o Desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs, Invitrogen)
o Tampon de PCR (Invitrogen)
o Cloruro magnésico (MgClz, Invitrogen)
o Taq ADN polimerasa (Invitrogen)
o Agua destilada (Braun Medical)
o Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)
o Agarosa Grade Molecular Biology (Promega)
o Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich)

o Azul de bromofenol (Amersham Pharmacia Biotech)
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- Iniciadores especificos de tipos de BLEE (TIB Molbiol, Alemania):
o TEM-F:5 - ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG
o TEM-R:5 -CTGACA GTT ACC AAT GCT TA
o SHV-F:5 -GGG TTATTC TTATTT GTC GC
o SHV-F2:5'- GGT TAT GCG TTA TAT TCG CC
o SHV-R:5'-TTA GCG TTG CCA GTG CTC
o CTX-M-1-F:5'- ATG GCG ACG GCA ACCGTC A
o CTX-M-1-R:5'- CAAACCGTT GGT GAC GATTTT A
o CTX-M-9-F:5'- GTG ACA AAG AGA GTG CAA CGG
o CTX-M-9-R:5'- ATG ATT CTC GCC GCT GAA GCC

Procedimiento

La detecciéon de las betalactamasas se realizé a través de los genes
codificantes utilizando cebadores especificos de los grupos de BLEE: TEM, SHV, CTX-
M-1y CTX-M-9 mediante la técnica de la PCR.

Pararealizar dicha técnica se obtuvo en primer lugar ADN bacteriano a partir
de una colonia crecida en MHA + AMP y resuspendida en 50 pL de agua destilada
estéril, con posterior tratamiento de calor a 100 2C durante 10 min. Tras
centrifugacion a 13.000 rpm durante 1 min se tomaron 2 pL del sobrenadante y se
afiadieron a una mezcla de 48 puL que contenia: tampo6n de PCR 1X, 1,5 mM MgCly,

200 puM dNTPs, cada uno de los cebadores a 0,5 uM y 2,5 U de Taq polimerasa..

La amplificacién se llevé a cabo segun el tipo de betalactamasa, teniendo en
comun un ciclo inicial de desnaturalizacién de 95°C durante 3 min, seguido de 35

ciclos con diferentes temperaturas y tiempos (Tabla 8).

Tabla 8: Caracteristicas de las fases de cada ciclo de PCR para cada tipo de familia de

BLEE tras desnaturalizacion previa de 952C durante 3'.

TEM SHV CTX-M-9 CTX-M-1
Desnaturalizacién | 942C 45” 94°C 45” 952C 30” 95¢C71’
Anillamiento 582C 30” 602C 30” 62°C 30" 64°C 1’
Extension 72°C 1'30” 72°C 1’30” 72°C1'15” 72°C?2’
Extension final 72°C 10’ 72°C 10’ 72°C 10’ 72°C7
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El producto de la PCR obtenido se visualiz6 a través de electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% en TAE IX y teflido con bromuro de etidio 0,5 pg/mL, En cada
pocillo se cargaron 3 pL de producto de PCRy 2 puL. de marcador de avance (azul de
bromofenol). Se utiliz6 como marcador de peso molecular la 100 Pb DNA Ladder. Se

utiliz6 para el andlisis de la imagen el mismo aparato y programa antes mencionado.

3.8.7 Estudio de la relacion clonal

A) Electroforesis en campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis, PFGE):

Material:
PCR
Reactivos:
o Lisozima (Sigma-Aldrich)
o Smal (Roche, Espafia)
o Buffer A (Roche)
o Xbal (Roche)
o Buffer H (Roche)
o Lisoestafina (Sigma-Aldrich)
o RNasa (Roche)
o Proteinasa K (Roche)
o Agarosa Pulse Field (Bio-Rad)
o Low Melting Agarosa (Bio-Rad)
o Solucion PIV:
Para 1 L:
10 mL Tris 1M pH=8
200 mL NaCl5 M
790 mL agua bidestilada
o Solucion basica de lisis:

Para 100 mL:
0.6 mL. Tris pH-8
20 mL NaClI5 M
20 mL EDTA 0.5 M pH=8
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2 mL Desoxicolato sédico 10%

5 mL Sarcosil 10%

o Soluciéon ES:

Para 100 mL:
90 mL EDTA 0.5 M pH=8
10 mL Sarcosil 10%

o Soluciéon TE:

Para 1 L:
2 mL EDTA 0.5 M pH=8
10 mL Tris 1 M pH=7.5
988 mL agua bidestilada

o Solucion TBE (10x):

Para 1 L:
55 g Acido bérico
180 g Trizma base
40 mL EDTA 0.5 M pH=8

B) Electroforesis

Reactivos:

o Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)

o Agarosa Grade Molecular Biology (Promega)

o Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich)

o Tampo6n de electroforesjs Tris-Acético-EDTA (TAE; Sigma-
Aldrich)

o Tampon de electroforesis Tris-Borato-EDTA (TBE; Sigma-Aldrich)

o Azul de bromofenol (Amersham Pharmacia Biotech)

Equipos:
o Cubetas de electroforesis Sub-Cell GT (Bio-Rad)
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o Fuente de alimentacién modelo 1000/500 (Bio-Rad)

Equipos de captura y andlisis de la imagen:
o Camara de fotos digital Kodak DC290 (Eastman Kodak)
o Sistema de andlisis digital de imagenes Kodak ID EDAS 290
(Eastman Kodak)

Procedimiento

A partir de un cultivo fresco se tom6 un asa de crecimiento y se suspendié en
500 PL de P1V, tras una centrifugaciéon a 13.000 rpm durante 1 min y eliminacion del
sobrenadante se afiadié 200 VL del mismo reactivo a la suspension hasta conseguir
una suspension de 0,9-1 de densidad 6ptica a 620 nm de radiaciéon. A 100 VL de esta
suspension se afiadié 100 VL de agarosa (Low Melting Agarosa al 2% en buffer SE .
mantenida a 80 2C) y se procedid a la obtencién de bloques de agarosa conteniendo

el ADN.

A continuacion se hizo la lisis bacteriana con lisozima 50 mg/mL y RNAsa 10
mg/mL a razén de 2 pL y 5 pL por mililitro de reaccidn, utilizando 500 pL /cepa

bacteriana de buffer ST. La lisis se realizé a 37 0C durante 5 h.

Transcurrido el tiempo se retiré el liquido y se le afladié 500 uL de buffer ES
y se enjuagaron los bloques, se tirég el buffer y se le afiadié proteinasa K 20 mg/mL
para destruir las proteinas. Esta enzima se afiadia en concentraciéon 1 mg/mL de
reaccién habiendo 500 pL/cepa de solucién de lisis formada por la enzima de .
restriccion y la solucién ES, se mantuvo a 50 2C durante 18 h. Una vez terminada
esta fase el bloque se cambid a un nuevo tubo con 2 mL de buffer TE, tras agitar
durante 30-45 min a temperatura ambiente se eliminé el TE y se procedio6 a realizar
este paso de lavado de 4 a 5 veces. Para el proceso de digestiéon del ADN se introdujo
el bloque en 100 pL de buffer H al 1x y 40 U de enzima Xbal 10 U/uL, previamente
atemperada la mezcla a 37 2C durante 25 min, dejando durante toda la noche a 37

2C que se produjera la digestion.

Cada bloque obtenido mediante moldes se coloc6 en el peine del soporte de
electroforesis. Tras colocar de forma vertical el peine se verti6 la soluciéon de agarosa

pulse Field (1,7 g de agarosa en TBE 0,5X) dejando solidificar el gel. Posteriormente
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se retird el peine de forma que el bloque de agarosa conteniendo el ADN quedé
incluido en el gel dejando un pocillo hueco, que se procedié a rellenar con la agarosa
restante. Se dej6 enfriar durante 20 min a 42C. Paralelamente se preparo6 un control
de peso molecular y una cepa control de S. aureus de igual forma pero con la enzima
Smal y buffer A. La escalera comercial usada fue en forma de bloque, se tomaron 500
uL de buffer TBE y se pusieron en un éppendorf, se cort6 un trozo pequefio de
escalera y se dejo 10 min a 452C; hasta su colocacién en el peine junto con los

bloques se mantuvo en hielo.

El aparato de electroforesis se cubrié de TBE 0,5X y se puso a circular a 4 2C.

antes de iniciar el proceso.
El programa de electroforesis utilizado fue:
- 6V/cm?, 14°Cy 999 de tiempo
Bloque 1: 1" a 10" durante 10 h
Bloque 2: 10" a 35" durante 12 h

Se preparé un bafio de bromuro de etidio a concentracién de 1 ug /mL en
agua destilada. Se introdujo el gel una vez terminado el programa y se dej6 durante

30 min. Se lavo a continuacion con agua destilada durante 1 h.

Se realiz6 la observacion y andlisis del gel mediante fotografias a diferentes .

distancias, tiempos de exposicion e intensidades de luz UV.

Para su interpretacion se siguieron los criterios de Tenover y cols. (241):
cepas indistinguibles aquellas cuyo patrén de bandas era igual, estrechamente
relacionadas cuando hubiera 2 o 3 bandas diferentes, posiblemente relacionadas
cuando hubiera de 4 a 6 bandas distintas y no relacionadas cuando el nimero de

bandas diferentes fuera igual o superior a 7.

3.8.8 Secuenciacion de los genes que codifican BLEE

Material
- Reactivos: Iniciadores especificos de tipos de BLEE (TIB Molbiol,

Alemania):
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o Kitde purificacién de ADN Sephaglas BandPrep (Pharmacia)

o Kit de purificacion de ADN: Microsep TM Centrifugal Devices
(PALL Life Sciences, EE.UU.)

- Los analisis informaticos se llevaron a cabo empleando las siguientes
herramientas on line:

o La pagina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov (NCBI: National
Center for Biotechnology Information), BLAST, BLASTX

o Pagina del EBI-European Bioinformatics Institute, EMBL

Outstation (http://www.ebi.ac.uk)

o Péagina de Lahey Hospital & Medical Center
(http://www.lahey.org)

Procedimiento

Los productos de PCR especificos de BLEE fueron purificados con el kit de
purificaciéon de ADN Sephaglas BandPrep o kit Microsep siguiendo las instrucciones

de los fabricantes para la secuenciacion directa de éstos.

Las secuencias se determinaron en una empresa externa (Macrogen; Corea
del Sur). Posteriormente fueron analizadas con un programa informatico de analisis
de secuencias Chromas Pro y con los softwares de Internet NCBI BLAST, Traduction

Multiple y ClustalW2 de EMBL-EBI.

Otros equipos:

- Voértex Reax 2000 (Heidolph, Alemania)

- Agitador Agimatic-N (J. P. Selecta, Espana)

- Pipetum Pipet-Aid XP (Drummond, EE.UU.)

- Pipetas Digital Colors (Thermo Labsystems, Bélgica)

- Pipeta multicanal Titertek (Labsystems, Finlandia)

- Espectrofotémetro Spectronic 501 (Bausch & Lomb, EE.UU.)

- Espectrofotometro Termo Spectronic Genesys 20 (Termo Fisher

Scientific, EE.UU.)
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- Espectrofotometro Termo Electronic Corporation BioMate (Termo
Spectronic, EE.UU.)

- Congelador - 80 2C Revco ULT-2586-5 (Revco Scientific, EE.UU.)

- Frigorifico Liebherr FKS-3600-1 (Liebherr, Alemania)

- Estufa 37 °C Heraeus B6420 (Heraeus, Alemania)

- Estufa orbital ORBI-SAFE (Gallenkump, Reino Unido)

- Balanzas electréonicas AND modelos EW-300A y ER-120A (A&D, Jap6n)

- Microondas Sanyo EM-G4760 (Sanyo Electrics, Reino Unido)

- Maquina de hielo AF10 (Scotsman, EE.UU.)

3.9 Aspectos éticos

El Comité Etico del Hospital Universitario Virgen Macarena aprobé el estudio.
Se requirieron consentimientos informados (anexos 2 y 3) para la participacion de
las mujeres y para la participacion de los neonatos (en este caso, la autorizacion se

realizé por los padres). Los datos fueron anonimizados.

3.10 Analisis estadistico

3.10.1 Tamano muestral

Dado que se trata de un estudio epidemioldgico, el tamafio muestral se
estim6 en base a la posibilidad de detectar un niimero razonable de mujeres y
neonatos colonizados que permitiera evaluar las hip6tesis, en base a los factores de
riesgo encontrados en estudios previos o en otras poblaciones.

Se estim6 que la colonizacién rectal por enterobacterias productoras de
BLEE en la poblacién general, por estudios previos en el area, es del 7%. Por tanto,
se estimé que se deberian incluir unas 800 mujeres embarazadas en el momento del
parto para detectar unas 50-60 colonizadas con las que poder investigar los factores
de riesgo; esto permitiria ademas estudiar la transmision vertical, que se estimé
hipotéticamente en un 10%, con lo que dispondriamos de unos 5-6 episodios de

transmision vertical. Una muestra de 150 mujeres seria suficiente para comprobar
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si la colonizadas en el tercer trimestre (se estimé que se detectarian unas 10-15) se

mantenia en el parto.

3.10.2 Calculo de la prevalencia de colonizacion por enterobacterias

productoras de BLEE.

La prevalencia se calcul6 como el porcentaje de mujeres o neonatos
colonizados entre el total de mujeres o neonatos estudiados; se calculé el intervalo

de confianza (IC) del 95% para la estimacion realizada.

3.10.3 Analisis de los factores de riesgo

Para el analisis de factores de riesgo de colonizacién tanto en mujeres en el
parto como en neonatos se realiz6 primero un andlisis univariante mediante la
comparacién de la frecuencia de colonizacién en los expuestos y no expuestos a las
distintas variables estudiadas, con calculo de los riesgos relativos (RR) y sus
intervalos de confianza al 95%. En cuanto a los tests estadisiticos, para las variables
dicotémicas se realiz6 el test de Chi cuadrado o el de Fisher cuando fue necesario.
Las variables policotémicas se dicotomizaron en su mayoria para un manejo mas
simple realizandose el mismo analisis ya referido. Las variables continuas fueron
analizadas mediante T de Student o test de U de Mann-Whitney si no se cumplia el

criterio de normalidad.

Posteriormente se realizé un analisis multivariante. La selecciéon de las
variables para su inclusidon en los diferentes modelos se realiz6 teniendo en cuenta
aquellas variables que resultaron significativas o cercanas a la significaciéon (valor
de p<0,1) en el andlisis univariante o si tenian sentido biolégico. Se seleccionaron
una a una, manualmente, mediante un procedimiento hacia atras. Se calcularon las
0dds Ratio (OR) ajustadas y sus IC 95%. Para conocer la capacidad predictiva del
modelo sobre los datos observados se le calculé el area bajo la curva COR y su IC

95%.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico

SPPS®versi6n 17.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Prevalencia de colonizacion en el tercer trimestre del embarazo v

duracion de la colonizacion hasta el parto.

En el estudio de colonizacion en la semana 35-37 se incluyeron 118 mujeres
embarazadas. La prevalencia de colonizacién por enterobacterias productoras de
BLEE fue del 3,3% (4 mujeres, IC 95%: 1,3% - 7,5%); las 4 mujeres colonizadas lo
estaban por E. coli; 2 pertenecientes al filogrupo D y productoras de CTX-M-1, 1 del
filogrupo B2/3 productora de CTX-M-3 (esta paciente era originaria de Azerbaiyan)
y 1 del filogrupo B22 productora de CTX-M-1. No se hall6 colonizacién por

enterobacterias productoras de AmpC o carbapenemasas.

De estas mujeres, pudieron ser estudiadas en el momento del parto 47, entre
las cuales estaban las 2 que habian sido detectadas como colonizadas por cepas del
filogrupo D en la semana 35-37. Las otras dos no fueron estudiadas, una por
desgarro vaginal grado IV y la otra por parto en otro centro. Las muestras periparto
fueron negativas en todas ellas para enterobacterias productoras de BLEE, AmpC o

carbapenemasas.

Ademads, se realizaron cultivos ambientales y cultivos en otras areas
anatomicas del neonato en los casos de dos madres positivas en semana 35-37 que
fueron seguidas hasta el momento del parto. Todos los cultivos, tanto ambientales

como del neonato, resultaron negativos.

4. 2 Prevalencia de colonizacion en el parto.

En el estudio de colonizaciéon en el parto se estudiaron 815 mujeres
(incluyendo las 47 ya referidas en el apartado anterior). De ellas, se encontraron
como colonizadas por enterobacterias productoras de BLEE 59. La colonizacién en
4 de ellas se consider6 debida a transmisién nosocomial (ver después), por lo que
fueron excluidas del calculo de prevalencia (al desconocer el impacto de esa
adquisicion nosocomial en la posibilidad de deteccién de un aislado causante de

colonizacién comunitaria) y del estudio de factores de riesgo. La prevalencia de
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colonizacién comunitaria se estimé en el 6,8% (55 de 811 mujeres) con un IC al 95%

de 5,2 a 8,7%.

Se aislaron 65 enterobacterias productoras de AmpC en 65 madres
diferentes (8% IC 95% [6.15-9.88]) de las cuales 11 (1.4% IC 95% [0.56-2.15])
correspondieron a E.coli y el resto a otros tipos de enterobacterias. No se determiné
la naturaleza cromos6mica o plasmidica del enzima dado su baja frecuenciay que
no era relevante para el desarrollo del estudio. No se encontraron madres

colonizadas por enterobacterias productoras de carbapenemasas.

4.3 Caracteristicas microbioldgicas de los aislados de enterobacterias

productoras de BLEE colonizantes de madres en el parto.

De las 55 mujeres colonizadas se obtuvieron 58 aislados de enterobacterias
productoras de BLEE (3 de ellas eran portadoras de 2 cepas distintas de E. coli); en
total, 56 fueron E. coli (99.6%), 1 K. oxytoca (1.7%) y 1 K. pneumoniae (1.7%). En
cuanto a los aislados de E. coli, el filogrupo mas frecuente fue el A (22 aislados,
39.3%), seguido de B1 (19; 33.9 %), D (8; 14.3%) y B2 (7; 12.5%).

Fueron productoras de enzimas tipo CTX-M 45 aislados (77,5%), 13 (22,4%)
de tipo SHV y 1 (1,78%) de tipo TEM; 1 aislado fue productor de una enzima CTX-M
y de SHV. Los tipos especificos de BLEE se muestran en la tabla 9.

Tabla 9: Tipos de BLEE.

Grupo Enzima N2 (%)
Grupo CTX-M-1 TOTAL GRUPO CTX-M-1 15 (25,8)
CTX-M-1* 10 (17,2)
CTX-M-15 4 (6,8)
CT-M-32 1(1,7)
Grupo CTX-M-9 TOTAL GRUPO CTX-M-9 30 (51,7)
CTX-M-14 25 (43,1)
CTX-M-24 2(34)
CTX-M-27 3(5,1)
SHV SHV-12* 13 (22,4)
TEM TEM-52 1(1,7)

*Un aislado fue productor de CTX-M-1y SHV-12
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Los aislados de K. pneumoniae y una K. oxytoca fueron productores de CTX-
M-1. En cuanto a los aislados de E. coli, la distribucién de tipos de BLEE por filogrupo
fue como se muestra en la tabla 10. Cabe resaltar que no se hallé ningtn E. coli B2

CTX-M-15.

Tabla 10: Tipos de BLEE en funcién de los filogrupos de E. coli.

CTX- | CTX-M- | CTX-M- | CTX-M- | CTX-M- | CTX-M- | SHV- | TEM-
M-1 15 32 14 24 27 12 52
A |4 2 1 8 1 2 4 0
Bl | 4 0 0 9 1 0 4 1
B2 | 1+1* 0 0 5 0 0 1* 0
D |2 0 0 3 0 1 4 0

*Un aislado filogrupo B2 fue productor de CTX-M-1 y SHV-12. En total son siete aislados B2

4.4 Descripcion del brote de colonizacion por K. pneumoniae productor

de BLEE en el periparto.

Se detectaron 4 mujeres colonizadas por K. pneumoniae productoras de SHV-
2, que presentaban idéntico patrén de PGFE. Las cuatro mujeres parieron en dos
dias consecutivos, con menos de 24 horas de diferencia entre la primera y la tltima.
Cuatro personas atendieron a las mujeres antes de dar a luz, una EIR, un matrén y
dos residentes de matrona. Tres de los partos fueron realizados por la EIR , debiendo
instrumentarse con espatulas (2 de ellos) o ventosa (1).

Ninguno de los recién nacidos de estas madres se detect6 como colonizado
por K. pneumoniae productor de BLEE; el recién nacido de una de ellas se detect6
como colonizado por E. coli productor de BLEE, en concreto SHV-12. No se
produjeron infecciones ni en la madre ni en los recién nacidos.

Estas mujeres se excluyeron del calculo de prevalencia de colonizacion y del
estudio de los factores de riesgo, puesto que consideramos que se traté de un
episodio de transmisiéon nosocomial cruzada o por foco ambiental comun, y no

refleja la situacion de colonizacion en la comunidad.
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4.5 Caracteristicas de las madres estudiadas en el parto.

Las caracteristicas demograficas de las 811 madres incluidas en el analisis se

muestran en la tabla 11.

Tabla 11: Principales caracteristicas sociodemograficas de las madres estudiadas

(n=811). Los datos se muestran como numero de mujeres (porcentaje) excepto

donde se especifica.

Variable Valor
Edad Media (DE) 30.88 afios (5.43)
Etnia Caucasica 741 (91.4)
Negra 6 (0.7)
Asiatica 5(0.6)
Magrebi 13 (1,6)
Gitana 20 (2.5)
Sudamericana 26 (3.2)
Tiempo en Espafa en meses <24 15 (1.8)
>24 796 (98.2)
Estudios Sin estudios 13 (1.6)
Primarios 232 (28.6)
Secundarios 345 (43.5)
Terciarios 221 (27.3)
Convivientes 162 375 (46.2)
>2 486 (53.8)
Cuidadora de enfermo 59 (7.3)
Viajes al extranjero en los ultimos 129 (15.9)
12 meses
Comida principal fuera de casa en | <7 dias 514 (63.4)
el ultimo mes 7-15 dias 181 (22.3)
>15 dias 116 (14.3)

DE: Desviacién estandar
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Las caracteristicas obstétricas preparto de las mujeres se muestran en la

tabla 12.

Tabla 12: Factores obstétricos anteparto en 811 madres estudiadas. Los datos se

muestran como nimero de mujeres (porcentaje) excepto donde se especifica.

Variable Valor
Gestaciones 1 337 (41.6)
2 291 (35.9)
3 0 mas 183 (8.5)
Partos 0 466 (57.5)
1 268 (33)
2 0 mas 77 (9.5)
Abortos 0 639 (78.8)
1 117 (14.4)
2 0 mas 55 (6.8)
Cesareas 0 731 (90.15)
1 74 (9.15)
2-3 6 (0.7)
Complicaciones en embarazo 42 (5.2)
anterior
Gestacidn gemelar 18 (2.2)
Fecundacion Espontanea 790 (97.4)
Inseminacion 3(0.4)
FIV/ICSI 18 (2.2)
Hipertension pregestacional 10 (1.2)
Hipertension gestacional Sin proteinuria 27 (3.3)
Preeclampsia 5(0.6)
Diabetes mellitus Pregestacional 7 (0.9)
Gestacional 36 (4.4)
Control de la diabetes Insulina 16 (2)
Dieta y ejercicio 27 (3.3)
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Infeccién urinaria 1 46 (5.6)
2 0 mas 92 (11.3)
Antibioterapia durante el 169 (20.8)
embarazo
Antibioterapia ultimos 6 meses 148 (18.2)
Antibiéticos usados ultimos seis | Beta-lactamico* 82 (10,1)
meses Fosfomicina* 71 (8,7)
Otros 5(0,6)
Motivos antibioterapia ultimos | Infeccion urinaria 114 (14)
seis meses Infeccién respiratoria 13 (1.7)
Infeccién odontogena 18 (2.2)
Bolsa rota a pretérmino 1(0.1)
Ingreso hospitalario durante el 49 (6)
embarazo
Duracién del ingreso Media (DE) 4.96 dias (4.5)
>7 dias 9(1.1)
Edad gestacional Media (DE) 277.6 dias (10.8)
<37 semanas 43 (5,3)
37-38+6 semanas 134 (16,5)
39-40+6 semanas 476 (58,7)
>41 semanas 158 (19,5)
Rotura prematura de membranas 285 (35.1)

Tiempo desde rotura prematura

de membranas a inicio del parto

Media (DE)

15.8 horas (13.7)

Portadora de S. agalactiae

Frotis vaginal 115 (14.2)
Urocultivo 18 (2.2)
Desconocido 54 (6.7)

DE: Desviacién estandar.

FIV/ICSI: Fecundacion in vitro / Intracytoplasmatic sperm injection.

*20 pacientes habian recibido fosfomicina y un betalactamico.
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En cuanto a las complicaciones en anteriores embarazos, los eventos mas
repetidos fueron 7 fetos muertos anteparto (16.5% del total de complicaciones), 6
embarazos ectopicos (14.3%), diabetes gestacional (9.5%), 4 oligoamnios (9.5%), 4
preeclampsias (9.5%) y 4 hipertesion arterial (9.5%) (sin preeclampsia). El
despistaje de S. agalactiae fue negativo en 636 mujeres (78.4%), tanto en los
urocultivos realizados durante el embarazo como en el despistaje universal que se
realiza entre las semanas 35 y 37. Con respecto a los antibiéticos recibidos, los
betalactdmicos fueron amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico o cefalosporina

oral.

Sobre el tiempo de embarazo, s6lo cinco mujeres llegaron a la semana 42.
Llama la atencién el que s6lo hubo un 5.3% de prematuros (<37 semanas). En 285
mujeres (35,1%) hubo rotura de bolsa antes de iniciar el trabajo de parto; en éstas,
el parto se produjo en <8 horas tras la rotura en 75, entre 8 y 12 hora en 56, entre

12y 24 horas en 119, y en mas de 24 horas en 35.

Las variables relacionadas con el parto en si se muestran en la tabla 13.

111



Resultados

Tabla 13: Variables relacionadas con el parto en las 811 mujeres estudiadas. Los

datos se muestran como numero de mujeres (porcentaje) excepto donde se

especifica.
Variable Valor
Duracién Media (DE) 6.7 horas (5.0)
Antimicrobianos administrados | Total 362 (44.6)
intraparto Ampicilina 132 (16.3)
Penicilina 152 (18.7)
Cefazolina 67 (8.3)
Clindamicina 11 (1.4)
Anestesia epidural 681 (84)
Enema 16 (2)
Sondaje vesical 537 (66.2)
N¢ sondajes 0 274 (33.8)
1 388 (47.8)
2 0 mas 149 (18.4)
Inicio del parto Espontaneo 657 (81)
Estimulado 6(0.8)
Inducido 148 (18.2)
Cesarea 137 (16.9)
Episiotomia Media 112 (13.8)
Mediolateral 123 (15.2)
No 439 (54,1)
Desgarro vaginal No 317 (39.1)
D-I 148 (18.2)
D-II 166 (20.5)
D-III 20 (2.5)
D-1V 3(0.4)
Paredes laterales 20 (2.5)
Instrumental Ventosa 75 (9.2)
Espatulas 6 (0.7)
Forceps 32 (3.9
Cesarea Urgente 105 (12.9)
Electiva 32 (3.9

DE: desviacion estindar
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La tabla 14 resume las vias de parto en el total de las madres estudiadas.

Tabla 14: Via y tipo de finalizacion del parto

Via Namero (porcentaje)
Vaginales Eutécicos 561 (69,2)
Intrumental Ventosa 75 (9.2)
Espatulas 6 (0.7)
Forceps 32 (4)
Cesareas Urgentes 105 (12,9)
Electivas 32 (4)

Tabla 15: Comparacién para los distintos factores de riesgo entre las madres

colonizadas por enterobacterias productoras de BLEE y las no colonizadas

(excluidas las 4 del brote nosocomial)

Variables Madres Madres no p
colonizadas colonizadas
(n=55) (n=756)
Edad >30 afos 31 (56.4) 405 (53.6) 0.688
Raza no caucasica 12 (21.8) 58 (7.7) 0.001
Tiempo en Espafia <24 meses 3(5.5) 52 (6.5) 0.075*
Mas de estudios primarios 34 (61.8) 532 (70.4) 0.182
>2 Convivientes 32 (58.2) 454 (60.1) 0.785
Cuidadora enfermo 6 (10.9) 53(7) 0.279*
Viajes al extranjero en los ultimos | 12 (21.8) 119 (15.7) 0.237
12 meses
Comida principal >15 dias 16 (29.1) 100 (13.2) 0.001
Multigesta 32 (58.2) 442 (58.5) 0.967
Multipara 22 (40) 323 (42.7) 0.693
Aborto previo 14 (25.5) 158 (20.9) 0.425
Cesarea previa 4 (7.3) 76 (10.1) 0.504
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Complicaciones en gestaciones | 6 (10.9) 36 (4.8) 0.058*
anteriores

TRA 2 (3.6) 19 (2.5) 0.648
HTA pregestacional 0(0) 10 (1.3) 1*
HTA gestacional 4 (7.3) 28 (3.7) 0.266*
Preeclampsia 1(1.8) 4 (0.5) 0.297*
Diabetes pregestacional 0(0) 7 (0.9) 1*
Diabetes gestacional 3(5.5) 33 (4.4) 0.705*
Insuficiencia renal 0 (0) 1(0.1) 1*
Cardiopatia 0(0) 4 (0.5) 1*
Hepatopatia 0(0) 4 (0.5) 1*
Inmunosupresores 0(0) 4 (0.5) 1*
Infeccion urinaria 16 (29.1) 122 (16.1) 0.014
Mas de un episodio de infeccion | 78 (10.3) 14 (25.5) 0.001
urinaria

Tratamiento previo con cualquier | 16 (29.1) 154 (20.4) 0.125
antibidtico durante el embarazo

Tratamiento previo con cualquier | 11 (20) 137 (18,1) 0.728
antibidtico en los ultimos seis

meses

Tratamiento previo con | 8 (14.5) 90 (11.9) 0.562
fosfomicina

Tratamiento previo con | 8 (14.5) 83 (11) 0.418
betalactadmicos

Mas de un ciclo de antibioterapia | 1 (1.8) 22 (1.8) 0.638
Ingreso hospitalario durante el | 1(1.8) 47 (6.2) 0.244
embarazo

Mas de 38 semanas de amenorrea | 50 (90.9) 672 (88.9) 0.644
Mas de 41 semanas de amenorrea | 11 (20) 147 (19.4) 0.920
Rotura prematura de membranas | 20 (36.4) 265 (35.1) 0.844
Portadora de S. agalactiae (n=757) | 9 (6.8) 44 (7.1) 0.907
BLEE en semana 35 0(0) 2(0.3) 1*
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Antibioterapia intraparto 25 (45.5) 337 (44.6) 0.899
Parto >12 horas 11 (20) 137 (18.1) 0.728
Parto >8 horas 18 (32.7) 239 (31.6) 0.864
Epidural 44 (80) 637 (84.3) 0.406
Enema 1(1.8) 15 (2) 1*
Sondaje 34 (61.8) 501 (66.3) 0.501
Inducido 13 (23.6) 141 (18.7) 0.363
Vaginal 42 (76.4) 632 (83.6) 0.167
Desgarro (N= 674) 20 (47.6) 337 (53.3) 0.473
Desgarro III-1V (N=674) 1(2.4) 22 (3.5) 1*
Instrumental (N=674) 6 (14.3) 107 (16.9) 0.657
Episiotomia (N=674) 13 (31) 222 (35.1) 0.583
Antibioterapia  por  desgarro | 1 (100) 15 (68.2) 1*
(N=23)

TRA: Terapia de reproduccién avanzada
HTA: Hipertension arterial

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido
Nota: N varia en la variable “Portadora de S. agalactiae” dado que no se toman aquellas par las que se desconocia

el estado de portador. Ademas variaen las ultimas variables dado que se toman sélo los partos vaginales, y en el

caso de “Antibioterapia por desgarro” s6lo aquellos partos que lo requirieron.

4.4 Factores de riesgo colonizacion por enterobacterias productoras

de BLEE en madres en el momento del parto.

Como se ha comentado, se han incluido en este analisis 811 mujeres, de las
cuales estaban colonizadas 55. Se exponen a continuaciéon los andlisis de la
asociacion entre la colonizaciéon y las distintas variables estudiadas (analisis
univariantes). En la tabla 15 se muestran las variables sociodemograficas
estudiadas. Para las distintas variables se exploraron distintas posibilidades de
dicotomizacién, mostrandose las relevantes en funcién de la asociaciéon encontrada

o del sentido clinico-epidemiolégico.
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Tabla 16: Andlisis univariante del riesgo de colonizaciéon materna por

enterobacterias productoras de BLEE en funciéon de la exposicién a factores

sociodemograficos.
Variable Colonizadas / RR (IC 95%) p
expuestas (%)

Edad materna | <30 24/375(6.5) | 0.90(0.53-1.51) | 0.68

en anos >30 31/436 (7.1)

Raza materna No caucasica 12/70 (17.1) 2.95 (1.63-5.35) | 0.001*
Caucasica 43/741 (5.8)

Tiempo en | <24 3/15 (20) 3.06 (1.07-8.71) | 0.07*

Espafia en | >24 52/796 (6.5)

meses

Nivel de | No o primarios 21/245 (8.6) | 1.42(0.84-2.40) | 0.18

estudios Mas avanzados 34/566 (6)

Convivientes 1-2 23/375(7.1) | 1.07 (0.64-1.80) | 0.78
>2 32/486 (6.6)

Cuidadora  de | No 49/752 (6.5) | 1.56(0.69-3.57) | 0.27*

enfermo St 6/59 (10.2)

Viajes al | No 43/680 (6.3) | 1.45(0.78-2.67) | 0.23

extranjero St 12/131 (9.2)

Comida >15 mes 16/116 (13.8) | 2.46 (1.42-4.25) | 0.01

principal fuera | <15 mes 39/695 (5.6)

de casa

*Test de Fisher (el resto se calcul6 mediante Chi cuadrado).

Por tanto, se encontr6 que las mujeres de etnias distintas a la caucasica, las
que tenian una estancia en Espafia de 24 meses o menos y las que habian hecho la
comida principal mas de 15 veces fuera de su casa tenian mas riesgo de estar

colonizadas.
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La asociacién con variables obstétricas previas al parto se muestran en la

tabla 17.

Tabla 17: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacion materna por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos anteparto

Variable Colonizadas / RR (IC 95%) p
expuestas (%)

Multigesta Si 32/474 (6.8) 1.01 (0.60-1.69) 0.96
No 23/337 (6.8)

Multipara Si 22/345 (6.4) 1.11 (0.65-1.87) 0.69
No 33/466 (7.1)

Abortos previos Si 14/172 (8.1) 1.27 (0.70-2.27) 0.42
No 41/639 (6.4)

Cesarea previa Si 4/80 (5) 0.71 (0.26-1.93) 0.50
No 51/731 (7)

Complicaciones en | Si 6/42 (14.3) 2.24 (1.01-4.92) 0.05*

gestaciones anteriores No 49/769 (6.4)

Gestaciéon multiple Si 0/18 (0) - 0.62
No 55/793 (6.9)

Terapia de reproduccién | Si 2/21(9.5) 1.42 (0.37-5.43) 0.64*

avanzada No 53/790 (6.7)

Hipertensién arterial | Si 0/10 (0) - 1*

pregestacional No 55/801 (6.9)

Hipertensién arterial | Si 4/31 (12.9) 1.94 (0.75-5.05) 0.15

gestacional (n=801) No 51/770 (6.6)

Preeclampsia Si 1/5 (20) 2.98 (0.50-1.75) 0.23
No 54/806 (6.7)

Diabetes pregestacional Si 0/7 (0) - 1*
No 55/804 (6.8)

Diabetes gestacional Si 3/36 (8.3) 1.23 (0.40-3.75) 0.72*

(n=804) No 52/768 (6.8)

Insuficiencia Renal Si 0/1 (0) - 1*
No 55/810 (6.8)
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Hepatopatia Si 0/4 (0) - 1*
No 55/807 (6.8)

Cardiopatia Si 0/4 (0) - 1*
No 55/807 (6.8)

Inmunosupresores Si 0/4 (0) - 1*
No 55/807 (6.8)

Infeccién urinaria Si 16/138 (11.6) 2.0 (1.15-3.47) 0.02*
No 39/673 (5.8)

Mas de un episodio de | Si 14/92 (15.2) 2.66 (1.15-4.69) 0.001

infeccién urinaria No 41/719 (5.7)

Tratamiento  previo con | Si 16/170 (9.4) 1.54 (0.88-2.7) 0.125

cualquier antibiético durante | No 39/641 (6.1)

el embarazo

Tratamiento previo con | Si 11/148 (7.4) 1.11 (0.59-2.11) 0.72

cualquier antibiético en los | No 44/633 (6.6)

ultimos seis meses

Tratamiento previo con | Si 8/98 (8.2) 1.23 (0.60-2.54) 0.562

fosfomicina No 47/713 (6.6)

Tratamiento previo con | Si 8/91 (8.8) 1.34 (0.65-2.76) 0.418

betalactamicos No 47/720 (6.5)

Mas de un ciclo de | Si 1/23 (4.3) 0.63 (0.09-4.38) 1*

antibioterapia No 54/788 (6.9)

Ingreso hospitalario durante | Si 1/48 (2.1) 0.29 (0.04-2.08) 0.24*

el embarazo No 54/763 (7.1)

Mas de 38 semanas de | Si 53/764 (6.9) 0.62 (0.24-1.63) 0.31

amenorrea No 4/36 (11.1)

Mas de 41 semanas de | Si 11/158 (7) 1.03 (0.54-1.95) 0.92

amenorrea No 44/653 (6.7)

Rotura prematura de | Si 35/526 (6.7) 1.05 (0.62-1.79) 0.84

membranas No 20/258 (7)

Portadora de S. agalactiae | Si 9/133 (6.8) 0.95 (0.48-1.91) 0.90

(n=757) No 44/624 (7.1)

*Test de Fisher (el resto se calculé6 mediante chi cuadrado).

Nota: N varia en los apartados hipertension arterial pregestacional y gestacional dado que una mujer no puede

tener ambas a la vez. Lo mismo sucede con las variables diabetes gestacional y diabetes pregestacional. En el

caso de portador de S. agalactiae se excluyeron aquellos casos en que se desconocia el estado materno.
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Se encontr6 mayor riesgo de colonizacién en mujeres con complicaciones en
gestaciones anteriores y en aquellas que habian sufrido una infecciéon urinaria
durante el embarazo (la asociacion fue mayor en caso de haber sufrido mas de una
infeccién urinaria). Sin embargo no se encontr6 asociacién con haber recibido
antibioterapia en general, durante el embarazo ni en los seis ultimos meses de
gestacion. Tampoco se observo asociacidon segun el tipo de antibidtico usado, ya
fuera fosfomicina o un betalactdmico (amoxicilina con o sin clavuldnico o
cefalosporina) Es relevante sefalar que algunas de las variables estudiadas
presentaron una muy baja o nula frecuencia de exposicion, lo que hace que la
potencial asociacién que pudieran tener no se ha podido analizar; es el caso de
diversas patologias de base como cardiopatias, insuficiencia renal, hepatopatia,
hipertensiéon pregestacional, diabetes pregestacional o el tratamiento con

inmunosupresores.
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El andlisis de las variables obstétricas intraparto se muestra en la tabla 18.

Tabla 18: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacion materna por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos intraparto.

Variable Colonizadas / RR (IC 95%) p
expuestas (%)

Antibioterapia Si 25/362 (6.9) 1.03 (0.01-1.72) 0.89

intraparto No 30/449 (6.7)

Parto >12 horas Si 44/633 (6.6) 0.89 (0.47-1.68) 0.72
No 11/148 (7.4)

Parto >8 horas Si 18/257 (7) 1.04 (0.62-1.80) 0.86
No 37/554 (6.7)

Anestesia epidural | Si 44/681 (6.5) 0.76 (0.40-1.43) 0.40
No 11/130 (8.5)

Enema St 1/16 (6.2) 0.91 (0.13-6.25) 1%
No 54/795 (6.8)

Sondaje urinario St 21/276 (7.6) 1.19 (0.71-2.02) 0.50
No 34/535 (6.4)

Parto inducido Si 13/154 (8.4) 1.32 (0.72-2.39) 0.36
No 42/657 (6.4)

Cesarea St 13/137 (9.5) 1.52 (0.84-2.76) 0.16
No 42/674 (6.2)

Desgarro vaginal | Si 20/357 (5.6) 0.80 (0.44-1.45) 0.47

(N=674) No 22/317 (6.9)

Desgarro grado III | Si 1/23 (4.3) 0.69 (0.09-4.80) 1*

01V (N=674) No 41/651 (6.3)

Parto instrumental | Si 6/113 (5.3) 0.82 (0.35-1.91) 0.65

(N=674) No 36/561 (6.4)

Episiotomia Si 13/235 (5.5) 0.83 (0.44-1.57) 0.58

(N=674) No 29/439 (6.6)

*Test de Fisher (el resto se calculé6 mediante chi cuadrado).

Nota: N varia en las tltimas variables dado que se toman como referencia sdlo los partos vaginales.
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Por tanto, no se encontrd asociacién entre variables intraparto y la
colonizacién por enterobacterias productoras de BLEE. La duracién del parto se
dicotomiz6 con dos puntos de corte (8 horas y 12 horas), en base a la media de
duracion del parto y en el hecho de que las bolsas rotas se suelen inducir en nuestro
servicio a las doce horas. Para las variables relacionadas con el desgarro vaginal, la

instrumentacidn y la episiotomia solo se consideraron los partos vaginales.

A continuacion se realizo el andlisis multivariante. En el mismo se incluyeron

»”»n

las variables “Complicaciones en gestaciones anteriores”,”Mas de un episodio de
»n

infeccion urinaria”, "Raza no caucdsica” y "Comida principal >15 dias fuera de casa”.

El modelo final se muestra en la tabla 19.

Tabla 19: Analisis multivariante de los factores de riesgo para la colonizacién por
enterobacterias productoras de BLEE en el momento del parto.

Variables B OR (IC95%) P

Complicaciones en gestaciones anteriores 1,027 | 2,79 (1,08-7,17) | 0,03

Mas de un episodio de infeccién urinaria 1,004 | 2,73 (1,38-5,37) | 0,004
Raza no caucasica 1,238 | 3,45(1,67-7,11) | 0,001
Comida principal >15 dias fuera de casa 1,070 | 2,91 (1,52-5,55) | 0,001

Por tanto, haber tenido complicaciones en gestaciones anteriores, haber
sufrido mas de un episodio de infeccién urinaria, ser de etnia no caucdasica y haber
realizado la comida principal mas de 15 dias el ultimo mes se asociaron de forma
independiente con mayor riesgo de estar colonizadas. Cabe resaltar que los modelos
con al menos un episodio de infecciéon urinaria y con al menos siete comidas
principales fuera de casa en el ultimo mes de embarazo también fueron validos

aunque con una menor significacion.

Para evaluar la capacidad predictiva del modelo sobre los datos observados,
se realiz6 una curva COR (figura 1); el area bajo la curva fue de 0,69 (IC 95%: 0,61-

0,76), lo que indica una capacidad de prediccion moderada-baja.
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Figura 1: Curva COR del modelo multivariante del estado de portador materno

Curva COR
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1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

4.7 Prevalencia de colonizacion en neonatos.

Se estudiaron 800 recién nacidos de los que el estado de portadora de
enterobacterias productoras de BLEE de la madre era conocido. En 11 casos no se

estudié al neonato. Las caracteristicas de los neonatos se muestra en la tabla 20.
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Tabla 20: Caracteristicas basicas de los 800 recién nacidos estudiados.

Los datos se muestran como nimero de neonatos (porcentaje) excepto donde se

especifica.
Variable Valor
Sexo Var6n 430 (53.8)
Peso Media (DE) 3.280 gr (472.9)
Bajo peso <2500 gr 41 (5.12)
Macrosoma >4000 gr 45 (5.62)
APGAR min 1 Mediana 10
APGAR min 5 Mediana 10
APGAR min 10 Mediana 10
Aspiracién de secreciones 241 (30.1)
Lavado gastrico 43 (5.4)
Ingreso en neonatologia 5(0.6)

En total, 13 neonatos (prevalencia: 1,6%; IC 95%: 0.75-2.5) estaban
colonizados por enterobacterias productoras de BLEE. Se hallaron 14 aislados
productores de AmpC (ninguno E. coli) lo que supone una prevalencia del 1.75% (IC
95%:0.84-2.66). No se encontraron neonatos colonizados por enterobacterias

productoras de carbapenemasas.

4.8 Caracteristicas microbioldgicas de las enterobacterias productoras

de BLEE aisladas de neonatos en relacion con las de sus madres.

En todos los neonatos colonizados, la enterobacteria productora de BLEE fue
E. coli (7 del filogrupo A, 3 del D, 2 del B2 y 1 del B1). Los enzimas producidos fueron
de la familia CTX-M en 7 (53,8%) y SHV-12 en 6 (46,2%). La enzima mas frecuente
fue SHV-12 (6), seguida de CTX-M-14 (5), CTX-M-15 (1) y CTX-M-1 (1).

En 10 de los neonatos colonizados, su madre también lo estaba en el
momento del parto; en 8 de ellos, el aislado de la madre y el recién nacido poseian
el mismo PFGE y eran productores de la misma BLEE (CTX-M-14 en 5, SHV-12 en 2
y CTX-M-1 en 1); en uno de los dos casos restantes, la madre estaba colonizada por

E. coli productor de CTX-M-14 y el neonato por E. coli productor de SHV-12 y por K.
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pneumoniae también productor de SHV-12, y en otro caso la madre estaba
colonizada por K. pneumoniae productor de SHV-2 y el neonato por E. coli productor
de SHV-12 (este ultimo caso se describi6 en el brote nosocomial anteriormente

expuesto).

4.9 Transmision vertical

En base a los datos anteriores, se considera que hubo transmision vertical
inequivoca en 8 casos (aislados con idéntico patrén de PFGE) de 57 madres
colonizadas con neonato estudiado (14%). Si incluimos solo a aquellas que parieron
por via vaginal y descartamos a aquellas con parto por cesarea (n=46) la tasa
aumenta hasta el 17.39% y si lo que consideramos es el total de parejas madre-hijo

estudiadas (n=800), la tasa de transmision es del 1%.

La madre de los otros 3 neonatos colonizados no se detecté como tal; en estos
3 neonatos, los aislados pertenecian al filogrupo A y las BLEE producidas fueron

SHV-12 en dos casos y CTX-M-15 en uno.
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4.10 Factores de riesgo para la colonizacién periparto por

enterobacterias productoras de BLEE en neonatos

En este analisis se evalud la frecuencia de exposicion a distintas variables en

los neonatos colonizados y no colonizados. Se incluyeron todos los neonatos

colonizados, independientemente de que lo fueran por la misma cepa que la madre.

Los resultados se muestran en las tablas 21 a 24.

Tabla 21: Andlisis univariante de la asociaciéon entre las caracteristicas de los

neonatos y la colonizacién por enterobacterias productoras de BLEE.

Variable Colonizados / RR (IC 95%) p
expuestas (%)

Sexo Var6n 5/430 (1.2) 1.85 (0.61-5.64) | 0.265
Mujer 8/370 (2.2)

Bajo peso Si 0/41 (0) - 1*
No 13/759 (1.7)

Macrosoma Si 1/45 (2.2) 1.39 (0.18-1.05) | 0.532*
No 12/755 (1.6)

APGAR min 1 >8 13/760 (1.7) - 1%
<8 0/40 (0)

APGAR min 5 >8 13/799 (1.6) - 1%
<8 0/1(0)

APGAR min 10 >8 13/799 (1.6) - 1%
<8 0/1(0)

Aspiracion  de | Si 3/241 (1.2) 0.69 (0.19-2.5) | 0.764*

secreciones No 10/559 (1.8)

Lavado gastrico Si 0/43 (0) - 1*
No 13/757 (1.7)

Ingreso en | Si 0/5 (0) - 1*

neonatologia No 13/795 (1.6)

*Test de Fisher (el resto se calcul6 mediante Chi cuadrado).
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Tabla 22: Andlisis univariante de la asociacion entre los factores demograficos de la

madre y la colonizacién neonatal por enterobacterias productoras de BLEE.

Variable Colonizados / RR (IC 95%) p
expuestos (%)

Edad materna en | <30 6/367 (1.6) 1.01 (0.34-2.98) 0.98

afios >30 7/433 (1.6)

Raza materna No caucasica 2/70 (2.9) 1.89 (0.42-8.38) | 0.31*
Caucasica 11/ 730 (1.5)

<24 meses en |Si 0/14 (0) - 1*

Espafia No 13/786 (1.6)

>Estudios Si 8/560 (1.4) 0.68 (0.22-2.07) | 0.54*

primarios No 5/240 (2.1)

Estudios Si 3/217 (1.4) | 0.80(0.22-289) | 1%

terciarios No 10/583 (1.7)

Convivientes 162 6/332 (1.9) 1.27 (0.43-3.75) | 0.66
>2 7/478 (1.5)

Cuidador de | Si 1/58 (1.7) 1.06 (0.14-8.06) 1*

enfermo No 12/742 (1.6)

Viajes extranjero | Si 1/126 (0.8) 0.44 (0.05-3.40) | 0.70*
No 12/674 (1.8)

Comida principal | >15 dias 3/114 (2.6) | 1.80(0.50-6.45) | 0.41*

fuera de casa <15 dias 10/686 (1.5)

Comida principal | >7 dias 5/291 (1.7) 1.09 (0.36-3.31) 1*

fuera de casa Il <7 dias 8/509 (1.6)

*Test de Fisher (en el resto se analizé6 mediante Chi cuadrado)
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Tabla 23: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacién neonatal por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos anteparto

Variable Colonizados / RR (IC 95%) p
expuestos (%)

Multigesta Si 7/467 (1.5) 0.83 (0.28-2.45) 0.73
No | 6/333(1.8)

Multipara Si 5/338 (1.5) 0.85 (0.28-2.59) 0.78
No | 8/462(1.7)

Aborto previo Si 3/171 (1.8) 1.10 (0.30-3.96) 1*
No | 10/629 (1.6)

Cesarea previa Si 2/80 (2.5) 1.63 (0.36-7.24) 0.37*
No | 11/720(1.5)

Complicaciones Si 1/41 (2.4) 1.54 (0.20-1.16) 0.49*

gestacion anterior No | 1/759 (1.6)

Portadora de S. Si 3/129 (2.3) 1.47 (0.41-5.26) 0.47*

agalactiae (n=762) No | 10/633(1.6)

Terapia de Si 1/25 (4) 2.58 (0.34-19.23) 0.34

reproduccién No | 12/775 (1.5)

avanzada

Hipertensién Si 0/10 (0) - 1*

pregestacional No 13/790 (1.6)

Hipertensién Si 0/32 (0) - 1*

gestacional No 13 /768 (1.7)

Preeclampsia Si 0/5(0) - 1*
No | 13/795

Diabetes Si 0/7 (0) - 1*

pregestacional No 13/787 (1.6)

Diabetes gestacional Si 2/36 (5.6) 3.81 (0.87-16.6) 0.11*

(n=793) No | 11/757 (1.5)

Insuficiencia renal Si 0/1 (0) - 1*
No | 13/799 (1.6)

Hepatopatia Si 0/4 (0) - 1*
No | 13/796 (1.6)

Cardiopatia Si 0/4 (0) - 1*
No | 13/796 (1.6)
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Inmunosupresores Si 0/4 (0) - 1*
No | 13/796 (1.6)
Infeccién urinaria Si 4/137 (2.9) 2.15 (0.67-6.89) 0.25*
No |9/663(1.4)
Mas de una infeccion Si 3/92 (3.3) 2.30 (0.64-8.26) 0.18*
urinaria No | 10/708 (1.4)
Tratamiento previo Si 4/167 (2.4) 1.68 (0.52-5.40) 0.376*
con cualquier No |9/633 (1.4)
antibiético durante el
embarazo
Antibioterapia en los Si 3/147 (2) 1.33 (0.37-4.78) 0.71*
ultimos 6 meses No 10/653 (1.5)
Tratamiento previo Si 4/97 (4.1) 3.22 (1.01-10.3) 0.61*
con fosfomicina No | 9/703 (1.3)
Tratamiento previo Si 3/92 (3.3) 7.99 (0.64-8.26) 0.180*
con betalactamicos No | 10/708(1.4)
Mas de un ciclo de Si 2/24 (8.3) 5.88 (1.37-25) 0.055*
antibioterapia No | 11/776(1.4)
Ingreso hospitalario Si 1/47 (2.1) 1.33(0.17-10.10) 0.54*
No | 12/753(1.6)
Gestacion >37 Si 12/764 (1.6) 0.56 (0.07-4.23) 0.45*
semanas No 1/36 (2.8)
Gestacion >41 Si 1/155 (0.6) 0.34 (0.04-2.64) 0.48*
semanas No 12/645 (1.9)
Rotura prematura de Si 6/282 (2.1) 1.57 (0.48-5.02 0.39*
membranas No | 7/518 (1.4)
Madre colonizada por | Si 10/57 (17.5) 43.47 (12.34-142.85) <0.001
E-BLEE No | 3/743(0.4)
Madre colonizada por | Si 1/4 (25) 16.66 (2.77-100) 0.06*
adquisicién No 12/796 (1.5)
nosocomial

*Test exacto de Fisher (el resto se estudié mediante Chi cuadrado).
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Tabla 24: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacién neonatal por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos intraparto

Variables Colonizados / RR (IC 95%) p
expuestos (%)

Antibioterapia Si 7/354 (2) 1.47 (0.49-4.32) 0.48

intraparto No 6/446 (1.4)

Parto >12 horas | Si 2/147 (1.4) 0.80 (0.18-3.61) 1*
No 11/653 (1.7)

Parto >8 horas Si 6/258 (2.3) 1.80 (0.61-5.29) 0.36*
No 7/542 (1.3)

Anestesia St 11/674 (1.6) | 1.02 (0.23-4.58) 1*

epidural No 2/126 (1.6)

Enema Si 0/16 (0) - 1*
No 13/784 (1.7)

Sondaje urinario | Si 8/533 (1.5) 0.80 (0.26-2.42) 0.76*
No 5/267 (1.9)

Parto inducido Si 3/156 (1.9) 1.23 (0.34-4.44) 0.72*
No 10/644 (1.6)

Parto vaginal St 13/670 (1.9) - 0.14*
No 0/130 (0)

Desgarro vaginal | Si 7/354 (2) 1.41 (0.35-3.06) 0.94
No 6/316 (1.9)

Desgarro vaginal | Si 1/25 (4) 2.15 (0.29-15,87) | 0.39*

grados III-1V No 12/645 (1.9)

Parto S 4/116 (3.4) 2.12 (0.66-6.75) | 0.25*

instrumental No 9/554 (1.6)

Episiotomia S 5/237 (2.1) 1.14 (0.37-3.44) | 0.77*
No 8/433 (1.8)

*Test exacto de Fisher (el resto se estudié mediante Chi cuadrado). Para el anélisis de los factores relacionados

con el desgarro, la instrumentacién y la episiotomia solo se incluyeron los partos via vaginal.
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Como se aprecia en las tablas, la tinica variable asociada a la colonizacién del
neonato fue que la madre estuviera colonizada. Dado que todos los recién nacidos
colonizados habian nacido por via vaginal, se decidi6 realizar el analisis
multivariante solo con los nifios nacidos por esta via. Se incluyeron las variables con
un valor univariante de p <0.2; ninguna variable influy6 significativamente en la
asociacién de la colonizacién de la madre con el riesgo de colonizacién neonatal. Por
tanto, el modelo equivale a la asociacion univariante entre colonizacién de la madre
y la colonizaciéon neonatal, que mostré una OR de 57,5 (IC 95%: 15,1-218,1;
p<0.001).
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4.11 Factores de riesgo de neonato colonizado en madres colonizadas

con parto vaginal.

Finalmente, entre los 46 neonatos nacidos por via vaginal de madres

colonizadas (incluyendo las que se colonizaron en el brote nosocomial) se

investigaron los factores asociados a la colonizaciéon neonatal; 10 de estos 46

neonatos estaban colonizados. No se encontré ninguna variable de las estudiadas

como asociadas a mayor riesgo de colonizaciéon neonatal.

Tabla 25: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacién neonatal por

enterobacterias productoras de BLEE para factores sociodemograficos maternos en

partos vaginales

Factor de riesgo de transmision | N2colonizados / RR (IC 95%) p

BLEE de madres portadoras con | N2expuestos (%)

partos vaginales (n=49)

Edad materna <30 5/22 (22.7) 1.09 (0.36-3.26) | 1*
>30 5/24 (20.8)

Raza materna No caucasica | 2/12 (16.7) 0.71(0.17-2.88) | 1*
Caucasica 8/ 34 (23.5)

<24 meses en | Si 0/2 (0) - 1*

Espana No 10/44 (22.7)

>Estudios Si 6/27 (22.2) 1.05(0.34-3.23) | 1*

primarios No 4/19 (21.1)

Estudios terciarios | Si 1/10 (10) 0.4 (0.05-2.79) | 0.420*
No 9/36 (25)

Convivientes 162 4/16 (25) 1.25(0.41-3.79) | 0.720*
>2 6/30 (20)

Cuidador de | Si 1/4(25) 1.16 (0.19-6.99) | 1*

enfermo No 9/42 (21.4)

Viajes extranjero Si 1/8 (12.5) 0.52 (0.07-3.59) | 0.664*
No 8/38 (23.7)

Comida principal | >15 dias 3/12 (25) 1.21 (0.37-3.95) | 0.706*

fuera de casa <15 dias 7/34 (20.6)

Comida principal | >7 dias 5/20 (25) 1.30 (0.43-3.87) | 0.726*

fuera de casa Il <7 dias 5/26 (19.2)

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido

*Test exacto de Fisher
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Tabla 26: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacién neonatal por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos anteparto en partos

vaginales

Factor de riesgo de transmision | N2colonizados / RR (IC 95%) P

BLEE de madres portadoras con | N2expuestos (%)

partos vaginales (n=49)

Multigesta Si 5/27 (18.5) 0.70 (0.23-2.09) 0.719*
No 5/19 (26.3)

Multipara Si 4/20 (20) 0.86 (0.28-2.66) 1*
No 6/26(23.1)

Aborto previo Si 2/12 (16.7) 0.70 (0.17-2.88) 1*
No 8/34 (23.5)

Cesarea previa Si 1/3 (33.3) 1.59 (0.29-8.77) 0.530*
No 9/43 (20.9)

Complicaciones Si 1/6 (16.7) 0.74 (0.11-4.85) 1*

gestacion anterior No 9/40 (22.5)

TRA Si 0/2 (0) - 1*
No 10/44 (22.7)

HTA pregestacional Si 0/0 (0) - 1*
No 10/46 (21.7)

HTA gestacional Si 0/0(0) - 1*
No 10/46 (21.7)

Preeclampsia Si 0/1(0) - 1*
No 10/45 (22.2)

Diabetes Si 0/0 (0) - 1*

pregestacional No 10/46 (21.7)

Diabetes gestacional | Si 2/3(66.7) 3.58 (1.29-9.90) 0.115*
No 8/43 (18.6)

Insuficiencia renal Si 0/0 (0) - 1*
No 10/46 (21.7)

Hepatopatia Si 0/0 (0) - 1*
No 10/46 (21.7)

Cardiopatia Si 0/0 (0) - 1*
No 10/46 (21.7)
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Inmunosupresores Si 0/0(0) - 1*
No 10/46 (21.7)

ITU de repeticién Si 2/12 (16.7) 0.70 (0.17-2.88) 1*
No 8/34 (23.5)

Al menos una ITU Si 3/10 (30) 1.54 (0.48-4.90) 0.666*
No 7/36 (19.4)

Tratamiento previo | Si 3/14 (21.4) 0.97 (0.29-3.24) 1*

con cualquier | No 7/32(21.9)

antibiético durante el

embarazo

ATB <6 meses Si 2/10 (20) 0.90 (0.22-3.58) 1*
No 8/36 (23.1)

Tratamiento previo | Si 1/6 (16.7) 0.74 (0.11-4.85) 1*

con fosfomicina No 9/40 (22.5)

Tratamiento previo | Si 2/8 (25) 1.18 (0.30-4.56) 1*

con betalactamicos No 8/38 (21.1)

Mas de un ciclo de | Si 0/1(0) - 1*

antibioterapia No 10/45 (22.2)

Ingreso hospital Si 1/1(100) 5(2.78-9) 0.217*
No 9/45 (20)

>38 Semanas Si 9/42 (21.4) 0.85 (0.14-5.15) 1*
No 1/4 (25)

>41 Semanas Si 0/5(0) - 0.570*
No 10/41 (24.4)

RPM Si 4/20 (20) 0.86 (0.28-2.66) 1*
No 6/26 (23.1)

Portadora de Si 3/7 (42.9) 2.38 (0.80-7.09) 0.163*

S. agalactiae No 7/39 (17.9)

Nosocomial Si 1/4 (25) 1.16 (0.19-6.99) 1*
No 10/42 (21.4)

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido
TRA: Terapia de reproduccién avanzada
HTA: hipertension

ITU: Infeccion del tracto urinario bajo

ATB: Antibiético

RPM: Rotura prematura de membranas

*Test exacto de Fisher
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Tabla 27: Andlisis univariante del riesgo para la colonizacién neonatal por

enterobacterias productoras de BLEE para factores obstétricos intraparto en partos

vaginales

Factor de riesgo de | N2colonizados / RR (IC 95%) p

transmision BLEE de madres | N2expuestos (%)

portadoras con partos

vaginales (n=49)

ATB intraparto Si 5/19 (26.3) 1.42 (0.47- | 0.719*
No 5/27 (18.5) 4.23)

Parto >12 horas Si 2/9(22.2) 1.02 (0.26- | 1*
No 8/37 (21.6) 4.03)

Parto >8 horas Si 6/17 (29.4) 1.70 (0.57- | 0.462*
No 5/29 (17.2) 5.05)

Epidural Si 8/35 (22.9) 1.25 (0.31- | 1*
No 2/11(18.2) 5.07)

Enema Si 0/1 (0) - 1*
No 10/45 (22.2)

Sondaje Si 6/24 (25) 1.27 (0.44- | 0.725*
No 4/22 (18.2) 4.23)

Inducido Si 3/12 (25) 1.21 (0.37- | 0.706*
No 7/34 (20.6) 3.95)

Desgarro Si 3/23 (21.7) 1(0.33-2.99) 1*
No 5/23 (21.7)

Desgarro III-1V Si 0/3 (0) - 1*
No 10/43 (23.3)

Instrumental Si 3/9 (33.3) 1.76 (0.56- | 0.384*
No 7/37 (18.9) 5.49)

Episiotomia Si 3/16 (18.8) 0.80 (0.23- | 1*
No 7/30 (23.3) 2.68)

ATB por desgarro | Si 0/3(0) - 1*
No 10/45 (22.2)

BLEE: Betalactamasa de espectro extendido *Test exacto de Fisher

ATB: Antibidtico
D-III: Desgarro nivel I1I
D-IV: Desgarro nivel IV
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Tabla 28: Riesgo de transmisibilidad segin el grupo de la BLEE

Factor de riesgo de | N2colonizados/ | RR (IC 95%) p

transmision BLEE de | N2expuestos

madres portadoras con | (%)

partos vaginales (n=49)

CTX-M-1 | Si 1/11 (9.1) 0.34 (0.05-2.40) | 0.415*
No 10/38 (26.1)

CTX-M-9 Si 7/25 (28) 1.68 (0.56-5.02) 0.342
No 4/24 (16.7)

SHV-12 Si 3/12 (25) 1.15 (0.36-3.67) | 1*
No 8/37 (21.6)

Para este andlisis al ser el factor de estudio la transmisibilidad de la BLEE en lugar de la colonizacién del neonato

se duplicaron los casos en que la madre estaba colonizada por dos BLEE, de ahi el n=49 en vez de 46.

Al analizar los factores intraparto se profundizé ain mas investigando si

alguno de los grupos maternos predisponia a una mayor probabilidad de aparicién

de BLEE en el neonato pero cuando se enfrentaron CTX-M-1, CTX-M-9 y SHV

maternos frente al resto, de manera consecutiva, no se observaron diferencias en el

estado de portador del neonato.

4.12 Enterobacterias productoras de carbapenemasas:

No se encontraron enterobacterias productoras de carbapenemasas ni en la

muestra materna ni tampoco en la neonatal.
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5. DISCUSION

Al inicio de nuestra investigacion no existian, en nuestro conocimiento,
estudios que evaluaran de forma completa la colonizacién por BLEE en gestantes, la
evolucion del estado de portador durante el embarazo y la transmisién vertical mas
alla de casos aislados en brotes localizados en UCI neonatales, razén por la que se
disefi6 este proyecto de tesis doctoral que ha permitido disponer de mayor

informacién y vislumbrar nuevas perspectivas de estudios futuros en dicho campo.

5.1 Prevalencia de colonizacion en embarazadas v en la poblacion

general

En primer lugar nos ha permitido constatar una prevalencia de colonizacion
en mujeres gestantes similar a la de la poblaciéon general de nuestro medio.Por
ejemplo, en nuestro pais, Valverde y cols. presentaron casi una década antes del
inicio de nuestro estudio un incremento desde un 0.7% a un 5.5% en pacientes no
hospitalizados entre los anos 1993 y 2004, y del 3.7% en un grupo control de
voluntarios sanos (242), observando una diversidad creciente de tipos de BLEE. Asi,
mientras que en 1991 fueron TEM-4 y CTX-M-10 las Gnicas enzimas detectadas, una
década después se aislaron TEM-4, TEM-52, SHV-12, CTX-M-9, CTX-M- 10, CTX-M-
14 y una enzima de tipo CTX-M-2; los aislados productores de ESBL recuperados de
pacientes ambulatorios en 2003 correspondieron al grupo CTX-M-9 enun 62,5% y
a SHV-12 en un 31,2%, mientras que TEM-4 se detect6 sblo en pacientes

hospitalizados.

Castillo Garcia y cols. también en Espafa describieron un aumento del 2.1%
al 7.2% en un periodo de solo dos afios (2002-2004) (243). Estos datos concuerdan
con los presentados por nuestro grupo de investigacion en 2008 en el grupo control
de un estudio sobre la prevalencia de colonizacién porE. coli BLEE, en los que dicho
grupo, formado por pacientes elegidos al azar que acudieron al servicio de
Urgencias, presentaba una prevalencia del 7.4%. (125) Es resefiable que la
prevalencia es similar en la misma poblacién de referencia pasados varios afios

entre este estudio y el que nos ocupa.
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Curiosamente, estudios mas recientes realizados en Holanda también ponen
de manifiesto tasas similares. Asi Reuland y cols. en Amsterdam encuentran una
prevalencia del 8.6% predominantemente asociada a E.coli productor de CTX-M-1y
CTX-M-15. En este ultimo caso asociado al clon ST131. (149). Otro estudio llevado a
cabo en Peru y Bolivia informa también de un rapido aumento entre los afios 2002
y 2005 del 0.1% al 1.7% en nifios sanos principalmente asociadas a cepas

comensales de E.coli productor de CTX-M (244).

Es relevante que mientras que en Holanda, la colonizacion es sobre todo
debida a aislados productores de enzimas del grupo CTX-M-1, predominantemente
CTX-M-15, y observandose una agrupacion clonal en los tipos ST131, ST10 y ST38,
en nuestro estudio hemos apreciado que se mantiene la situacién encontrada en
afios anteriores, conuna mayor proporcion de BLEE pertenecientes al grupo CTX-M-

9, mayoritariamente CTX-M-14, y presentando tan sélo cuatro aislados CTX-M-15.

Mencién aparte merece el estudio llevado a cabo en el norte de Espafia por
Fernandez-Reyes y cols. que informa sobre las mayores tasas para BLEE halladas en
nuestro pais. Asi un 26.5% de los pacientes (nifios sanos) portaban E. coli
productoras de BLEE, siendo las mas frecuentes SHV-12, CTX-M-1, CTX-M-14, y
TEM-52, por ese orden. Tan solo dos registraron 2 aislados productores de CTX-M-

15 y dos pertenecientes al filogrupo B2 (159).

Por tanto, concluimos que la prevalecia y tipos de BLEE encontradas en
nuestro estudio en mujeres embarazadas probablemente refleja la situaciéon de

colonizacidén en la poblacién general por enterobacterias BLEE.

Cabe destacar las diferencias de prevalencia halladas entre las muestras
tomadas en semana 35-37 y las obtenidas en el parto, observandose una duplicacién
de la tasa de prevalencia para la colonizacién por BLEE en esta ultima. Este hecho
en nuestra opinion debe interpretarse mas como un problema en la calidad de la
muestra obtenida mediante la toma por parte de la propia paciente o de la persona
que realiza la misma (familiar la mayoria de las veces), a pesar de las instrucciones
facilitadas por escrito. Este dato se corresponde con las bajas tasas de deteccién de
S. agalactiae en nuestro medio, lo que nos hace pensar en que es necesario mejorar

la calidad de la toma de las muestras en este cribado, de importancia fundamental.
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Creemos conveniente realizar la toma de muestras de una manera estandarizada, de

manera que los estudios sean lo mas parecidos posible para realizar comparaciones.

En lo que respecta a estudios llevados a cabo en embarazadas, Birgy y cols.
encontraron en Paris una prevalencia global, sumando madres y neonatos, del
2.46% en un periodo de 5 afios, teniendo s6lo en cuenta cepas de E. coli productoras
de BLEE. Observaron asimismo un aumento en la prevalencia desde el 1.1% el
primer afio (2006) al 4.15% el dltimo (2010). Las enzimas mas prevalentes fueron
CTX-M-14 (29.7%), CTX-M-1 (26.5%) y CTX-M-15 (18.8%) aunque subrayan la
amplia heterogeneidad de enzimas encontradas dado que describen, ademas de las
citadas, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-57, CTX-M-27, TEM-52,SHV-12 y SHV-2a. No
hallaron carbapenemasas. Como aspectos destacables del estudio podemos decir
que las muestras maternas eran tomadas solo en vagina y no en vagina y recto como

en nuestro caso(231).

Denkel y cols. realizaron otro estudio en Alemania entre 2013 y 2014 sobre
el que es necesario comentar ciertos aspectos diferenciales en su disefio: el estudio
estaba centrado en los neonatos y a partir de ellos se estudiaron a las madres.
Ademas se centr6 en una poblacién muy determinada como son los recién nacidos
con muy bajo peso al nacer (<1500g), casi siempre asociados a prematuridad, que
posee unas caracteristicas especiales debidas a la inmadurez en general y del
sistema inmunoldgico en particular. Estos nifios ingresan siempre en UCI
neonatales, que hemos visto pueden ser lugares donde se favorece la existencia de
bacterias multirresistentes. En este estudio las muestras rectales maternas se
tomaron durante el ingreso por parto pretérmino, el parto o las primeras 72 horas
tras el mismo (para pacientes externos) y las muestras rectales neonatales se
tomaron semanalmente a partir del dia tercero desde el nacimiento (o al ingreso si
venian de otros centros). Obtuvieron una prevalencia para madres colonizadas del
11.1% (teniendo en cuenta valores perdidos y embarazos multiples). Como hecho
significativo no informan sobre las BLEE observadas sino que se limitan a informar
del hecho de transmisiéon cuando las parejas madre-hijo comparten aislados con
mas de un 95% de similitud. Otro aspecto a destacar es que la mediana del momento

de aparicién de un resultado positivo para BLEE fue de 8 dias con un rango

143



Discusion

intercuartilico entre los 7 y 30 dias (223). En nuestro estudio todas las muestras

neonatales fueron tomadas en menos de 48 horas.

Pathaky cols., en la India entre 2007 y 2009, encontraron una prevalencia de
E. coli productor de BLEE en embarazadas que acudian a visitas rutinarias antes del
parto del 15% a expensas de enzimas del tipo CTX-M-15 o del grupo TEM y OXA, sin
encontrar ninguna del tipo SHV; llaman la atencién sobre el hecho de que la
prevalencia de colonizacion fue menor que la encontrada en episodios de
infeccionen pacientes pertenecientes al mismo area geografica (69%). Mas del 50%

de portadoras poseian mas de una BLEE.

En el estudio de Rettedal y cols. llevado a cabo en Noruega en 2012 se
objetivé una prevalencia para enterobacterias resistentes a cefalosporinas del 2.9%,
mucho menor que la de nuestro estudio. De ese porcentaje, un 11.5% eran
productoras depAmpC y un 88.5% de BLEE. Dicho estudio es el mas parecido al
nuestro tanto por la estructura del mismo como por las fechas en que tuvo lugar la
recogida de muestras. Como hechos diferenciales las muestras maternas fueron
rectales exclusivamente y las neonatales fueron fecales, recogidas nunca antes de
los dos dias postparto (>48h). Las muestras maternas se recogieron en semana 36
y se repitieron en el momento del parto. Continuaron como positivas en el parto un
53.8%. En cuanto a enzimas se estudiaron los grupos y no las enzimasespecificas;el
52% correspondieron al grupo CTX-M-1, el 44% al grupo CTX-M-9 y el porcentaje
restante a un espécimen productor de SHV. Sélo una madre portaba un aislado de K.

pneumoniae ademas de E. coli (221).

Al-Mayahie y cols., en Irak entre 2008 y 2010, encontraron unas tasas muy
altas de prevalencia de BLEE en su estudio en el que comparan E. coli aislados en
muestras vaginales de mujeres gestantes y no gestantes. Asi hallan tras analisis
mediante PCR un 73.9% y un 60.5% respectivamente de aislados productores de
BLEE. Ambos grupos diferian en la frecuencia de enzimas de las familias CTX-M
(44.7% vs. 39.4%) y SHV (4.3% vs. 44.7%) de manera significativa; el 100% de los
casos la enzima producida del primero de los grupos pertenecié al grupo CTX-M-

1(228).
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Villar y cols., en Argentina, en 2012, encontraron una prevalencia de E. coli
productor de BLEE en mujeres embarazadas del 5.4% sin caracterizar las enzimas.
Las muestras fueron perianales y vaginales y provenian de madres que no hubieran

sido hospitalizadas por ningiin motivo en los 30 dias previos (224).

Dubois y cols. en su estudio realizado entre 2007 y 2008 en Francia
encontraron una tasa de prevalencia de E. coli productor de CTX-M del 4%
(muestras maternas y fetales) con enzimas CTX-M-1 (n=4); CTX-M-14 (n=3); CTX-
M-32 (n=2) y CTX-M-28 (n=1). Ademas se encontraron 3 casos de TEM y una de OXA.
En este caso las muestras fueron urinarias y genitales e incluyeron algunos

pacientes enfermos, no sélo portadores (229).

En nuestro estudio hallamos una prevalencia de un 6.8% en el momento del
parto mayoritariamente debido a enzimas del grupo CTX-M y dentro de este a CTX-
M-14. Es de resaltar, a pesar de que CTX-M-14 y CTX-M-1 suponen la mayoria, que
encontramos un amplio nimero de enzimas distintas (CTX-M-1, CTX-M-32, CTX-M-
24, CTX-M-27 e incluso CTX-M-3 si incluimos a una de las pacientes cribadas en
semana 35-37). Ademas la cifra de enzimas del grupo SHV supone mas de la quinta
parte del total de las BLEE encontradas en el momento del parto. Ademas el hecho
de que salvo las 4 del brote nosocomial que eran SHV-2, todas sean SHV-12 también
esta en consonancia con los estudios anteriores realizados en nuestro area (122). Es
destacable el hecho que entre los seis aislados de E. coli maternos periparto del

filogrupo B2 ninguno fue CTX-M-15. Asimismo no se hallaron carbapenemasas.
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Tabla 29: Comparativa entre los principales estudios sobre prevalencia de BLEE en embarazadas

Neonatos 1.6%

Estudio Pais Aio Embarazadas Prevalencia BLEE
Birgy Francia 2006-10 Madres y nifios 2.46% (global) CTX-M-14 (29.7%), CTX-M-1 (26.5%) y CTX-M-
parto 15 (18.8%)
Otros:
CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-57, CTX-M-27, TEM-
52,SHV-12, SHV-2a
Denkel Alemania 2013-14 Madres parto y neonatos | 11.1% madres No disponible
UCIN 5.7% neonatos
Pathak India 2007-09 Madres anteparto 15% CTX-M-15, TEM, OXA
Rettedal Noruega 2012 Madres anteparto 2.56% Grupo CTX-M-1 (52%)
Grupo CTX-M-9 (44%)
SHV (4%)
Al-Mayahie Irak 2008-10 Gestantes-no  gestantes | 73.9% gestantes vs | Gestantes mayorfa CTX-M
con E. coli vaginal 60.5% no gestantes No gestantes SHV
Villar Argentina 2012 Embarazadas 5.4% No disponible
Dubois Francia 2007-08 Madres 'y  neonatos | 4% para CTX-M CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-M-32, CTX-M-28,
portadores o enfermos TEM, OXA
Jiménez Espafia 2012-13 Madres y neonatos Madres 6.8% Madres

CTX-M-1, CTX-M-15, CTX-M-32, CTX-M-14,
CTX-M-24, CTX-M-27, SHV-12, TEM-52.
Neonatos

SHV-12, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-1
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5.2 Brote nosocomial.

Hasta donde sabemos, el brote ocurrido en 4 madres que parieron en un
lapso de 24 horas y en las que se identific6 K. pneumoniae productor de SHV-2 puede
ser el primer caso descrito en la literatura de estas caracteristicas. Se catalogdé como
brote dada la relacién temporo-espacial de los casos de colonizaciéon y la
caracterizacién molecular de los aislados. Nuestra hipotesis es que la transmision se
pudo producir bien mediante transmision cruzada a través de las manos del
personal sanitario que las atendié durante el parto (en cualquiera de sus fases), o
bien a través de la exposicién comuin a un reservorio ambiental; sin embargo, el
hecho de que no hubiera mas casos en otros dias va en contra de esta ultima
hipotesis a no ser que el reservorio hubiera sido eliminado con los procedimientos
habituales de limpieza. Afortunadamente la transmisién no se tradujo en casos de
infeccion, pero es evidente que las salas de paritorio pueden ser el origen de brotes
en unidades neonatales si alguno de los recién nacidos adquiere el microorganismo
y es ingresado en dicha unidad. Este hecho pone de manifiesto la importancia de
incidir en las estrategias para minimizar la propagaciéon de este tipo de

microorganismos, en especial una rigurosa higiene de manos.

5.3 Factores de riesgo para la colonizacidon en el parto

En nuestro estudio hemos identificado la existencia de complicaciones en
partos anteriores, el haber sufrido mas de un episodio de infeccién urinaria durante
el embarazo actual, la raza no caucasica y realizar la comida principal fuera del
domicilio habitual con frecuencia como los factores asociados de manera
independiente con la colonizacién por enterobacterias productoras de BLEE en

embarazadas.

Asi como si son varios los estudios publicados que investigan los factores de
riesgo para el estado de portador en pacientes sanos, no existian antes del inicio del
estudio ninguno que incidiera sobre los factores de riesgo en la mujer gestante. Con
posterioridad han aparecido los trabajos de Rettedal y Pathak (221,225). El primero
de ellos, realizado en Noruega, se asemeja lo suficiente al nuestro como para poder

ser comparados, fundamentalmente porque es el Unico en incluir todas las
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enterobacterias y no solo E. coli. Estos autores observaron que las pacientes de
origen africano o asiatico tenian mas riesgo para ser portadoras, lo que parece ir en
parte en consonancia con nuestros resultados ya que nosotros hemos observado la
existencia de diferencias significativas a favor de las razas no caucésicas (se

agruparon asi dado el pequefio porcentaje de mujeres de otras razas).

En este estudio y en el nuestro se estudié el hecho de haber viajado al
extranjero, dado que es una variable asociada a la colonizacién por BLEE en diversos
estudios en poblacion general. Pues bien, no se encontré que fuera un factor de
riesgo; esto probablemente se debe a que en el embarazo y sobre todo en los ultimos

meses, suelen restringirse los viajes (221).

En el estudio de Pathak y cols., realizado en India, hay que distinguir los
factores asociados a la presencia de E. coli multirresistentes y los especificos para la
existencia de E. coli BLEE. Para el primer caso los factores con asociacién
significativa fueron “nivel de estudios graduado o postgraduado”, “empleo por
cuenta propia” (protector), “familia con diez 0 mas miembros”, “uso de antibidticos
en las ultimas 4 semanas” e “historia de hospitalizaciéon en las udltimas cuatro
semanas”. Para el caso de portador de BLEE soélo fueron significativos los dos
ultimos. Refieren un modelo con una buena capacidad de prediccién para el caso de
bacterias multirresistentes con una curva COR cuyo valor es 0.944. No realizaron
realizaron la curva para el modelo de portador de BLEE (225). Estos resultados
probablemente son poco extrapolables a nuestra situacion; por ejemplo, en nuestro
caso no llegamos a tener ninguna familia con méas de diez miembros. Sin embargo,
exceptuando el tipo de trabajo que no se analiz6 en nuestro caso, el nivel de estudios,
la historia de hospitalizaciéon y el uso de antibidticos también fue analizado en

nuestro trabajo con resultados no significativos para nuestro caso.

Pathak y cols. encuentran diferencias significativas en mujeres que hayan
estado ingresadas o tomado antibi6ticos en las dltimas cuatro semanas. Nosotros no
encontramos diferencias para mujeres que hayan estado ingresadas o tomado
antibiéticos, lo que puede traducir la menor frecuencia de transmisién hospitalaria
en nuestro medio. Ademas, la duracién de estos ingresos que en el caso de Pathak

no se especifica. En nuestro centro existe una unidad de hospitalizacién de dia que
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minimiza la necesidad de ingreso hospitalario con el consiguiente beneficio de

poder realizar controles ambulatorios a las pacientes que lo requieran.

Es resefiable que no se ha identificado el uso de antibi6ticos como factor de
riesgo para el estado de portador como viene siendo habitual en estudios previos de
portadores sanos en poblacion general (126) y también como describieron Pathak
y cols. en embarazadas (225). El uso de antibioticos durante el embarazo esta
bastante restringido por los potenciales efectos adversos sobre el feto. Tanto es asi
que en durante la realizacién del estudio hemos visto mujeres con ITU a las que su
médico de cabecera no le pautaba antibi6tico alguno, con el consiguiente riesgo de
complicaciones. Asf las mujeres que tomaron antibidticos durante el embarazo o en
los ultimos seis meses lo hicieron en la mayoria de ocasiones por infecciones
urinarias, siendo el ATB de eleccion la fosfomicina por su facil cumplimiento, o
amoxicilina con o sin clavulanico. Adn asi se ha detectado una tasa de uso de

antibiodticos bastante elevada (20.96%).

En cuanto al uso de antibidticos intraparto, llama la atencién el elevado
porcentaje de mujeres que los recibieron (44.63%). El mas usado fue la penicilina,
que se usa para la profilaxis frente al S. agalactiae, seguido de ampicilina (que en
nuestro centro es el antibidtico de eleccion para la rotura prematura de
membranas), cefazolina (que forma parte de la profilaxis para las cesareas) y por
ultimo clindamicina (que se usa como segunda linea en alérgicas a penicilinas para
el S. agalactiae).Estos datos obligan a plantearse posibles medidas como una
auditoria sobre la correcta utilizacién de los antibiéticos dado que nos parece un
porcentaje muy elevado que no tiene relacién con las cifras de prevalencia para S.
agalactiae o la tasa de rotura prematura de membranas y las horas de bolsa rota (los
motivos mayoritarios con diferencia para el uso de antibiéticos intraparto) que
presentaba la muestra del estudio. Sin embargo el uso de antibidticos por desgarro
vaginal, protocolizado, no se realiz6 en el total de mujeres que lo necesitaron: de un
total de 23 mujeres subsidiarias de tratamiento antibiético por desgarro de grado

[1I-1V solo 16 lo recibieron en la sala de partos.

En nuestro estudio se identificaron como factores de riesgo para el estado de
portador la presencia de complicaciones en embarazos anteriores, la existencia de

mas de un episodio de infeccion del tracto urinario durante la gestacion, la raza no
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caucasica y el hecho de comer fuera de casa la comida principal del dia mas de 15
dias en el ultimo mes de embarazo. Para la primera de las variables citadas, no
hemos encontrado en la literatura otros estudios en que se haya considerado; se
trata de una variable que incluye condiciones heterogéneas como oligoamnios,
embarazo ectépico o muerte fetal anteparto; consideramos que probablemente es
un marcador surrogado de otras variables como un mayor y mas frecuente contacto

con la asistencia sanitaria, entre otros.

Para la raza no caucasica, consideramos que refleja la mayor frecuencia de
colonizacién en personas procedentes de otros paises de mayor prevalencia de
BLEE, similar a lo encontrado por Rettedal y cols., que evaluaron no la raza sino la
procedencia (221). Creemos que este hecho debe tener mas relacién con esto que

con las posibles caracteristicas fisiol6gicas inherentes a cada raza.

En cuanto al hecho de haber sufrido infecciones urinarias, debemos destacar
que las pacientes que habian sufrido una ITU tenian mas riesgo, sin embargo se
utilizaron para el andlisis estadistico aquellas que habian sufrido mas de un episodio
durante la gestaciéon dado que la asociacién significativamente era mas fuerte. Es
dificil conocer si la asociacién de esta variable se debe a si misma o al uso de
antibiéticos, como pareceria mas razonable, aunque ya hemos comentado que
cuando se consider6 la exposicidn a antibioticos como tal no mostré asociacion. Una
opcion es que la infeccion urinaria pudiera ser causada precisamente por cepas
productoras de BLEE pero no disponemos de esa informacién, y nos parece poco

probable. Es necesario realizar estudios especificos al respecto.

Por ultimo con respecto a la ingesta de la comida principal fuera de la
residencia familiar debemos apuntar también que la asociacién fue mas fuerte en
tanto que esta se realizara fuera de casa con mayor frecuencia. En un estudio que
realizamos en poblacién general, el comer fuera de casa fue un factor protector
(245), lo que se interpretdé como una menor exposicion a alimentos contaminados
en el ambiente domiciliario, sobre todo al cocinarlos. En este caso, las embarazadas
referian comer frecuentemente no en establecimientos publicos sino en casa de sus
padres, con lo que no podemos conocer si cocinaban los alimentos o si este hecho se

correlaciona con otras variables de exposicion.
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Es importante valorar el hecho de que el modelo de factores de riesgo
encontrado en nuestro estudio no mostr6 un importante poder predictivo sobre los
datos observados. Esto contrasta con el estudio de Pathak y cols. en el que
encontraron un modelo altamente predictivo, aunque para E. coli multirresistente
(no especificamente enterobacteriasproductoras de BLEE), para unas prevalencias
similares en las poblaciones estudiadas (mujeres gestantes) (225). Es posible que
las diferencias epidemiolégicas entre India y Espafia expliquen en parte esta
cuestion. Que en nuestro estudio no hayamos podido encontrar mas factores de
riesgo puede ser debido a que verdaderamente la colonizacién sea producto de
factores azarosos, a una muestra insuficiente o a que no hayamos recogido variables
relevantes; sin embargo, las variables incluidas son las que, en base a estudios
previos y los conocimientos epidemiolégicos actuales parecen mas razonables. El
hecho de que el poder predictivo del modelo multivariante final sea bajo impide
hacer recomendaciones basadas en caracteristicas de las mujeres acerca de la
necesidad de realizar cultivos de cribado en las mismas. Es evidente que se precisan
mas estudios centrados en algunos aspectos especificos de las variables estudiadas

para profundizar en el conocimiento de los factores de riesgo.

Hablando sobre un posible cribado Denkel y cols. consideran conveniente
cribar a las madres de los recién nacidos pretérmino (los que con mas seguridad
suelen acabar en UCI neonatales) para conocer la posibilidad de colonizacién en las
madres y si posibilidad de transmision al recién nacido, y asi disminuir el tiempo a
la hora de elegir un antibiético apropiado en el caso de desarrollarse una infeccién

sistémica (222).

5.4 Prevalencia de colonizacion en neonatos. Transmision vertical.

Existen diversos estudios que han evaluado la prevalencia de colonizacién en
neonatos, aunque son mas frecuentes los realizados en el contexto de brotes en UCI

neonatales.

Duman y cols. publicaron en 2005 un estudio llevado a cabo entre 1997 y
1998 en Turquia sobre neonatos portadores de bacterias productoras de BLEE en
tres grupos; ingresados en UCI neonatal, en unidad de neonatos y un grupo control

de neonatos sin necesidad de ingreso en ninguna de las dos unidades anteriores. Se
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aislaron bacterias productoras de BLEE en el 33.7% de las muestras repartiéndose
de manera similar en los tres grupos aunque la tasa mas baja se dio en el grupo de
UCI. No se determinaron los tipos de BLEE sino solo su presencia. Es interesante el
seguimiento que hacen tras el alta de los neonatos ya que observan una menor tasa
tras el alta que durante el periodo de hospitalizaciéon aunque no dicen cuanto tiempo

después de ésta se tomaron las muestras (246).

Ya vimos que en el estudio de Birgy y cols. (231) se observé una tasa global
para muestras maternas y neonatales del 2.46% (ver mas arriba) y en el de Dubois
y cols., del 4% (229). En el estudio de Denkel y cols. que es el de mayor interés de
los revisados sobre prevalencia en neonatos, encuentran una tasa de portadores del
5.7% con una amplia variedad de microorganismos (E. coli , K. pneumoniae, K.
oxytoca, E. cloacaey S. marcescens). Hay que recordar que son neonatos de muy bajo

peso al nacer y se lleva a cabo en una UCI neonatal (223).

En nuestro caso es destacable que todos los neonatos fueron colonizados
porE. coli (uno también era portador ademas de K. pneumoniae) repartiéndose entre
los grupos de BLEE SHV y CTX-M, no habiendo ningtn aislado productor de TEM ni
de OXA. El hecho de que tres neonatos tuvieran madres negativas nos hace pensar,
viendo la asociacion clara entre el estado de portador en neonato y la positividad de
la madre, que estos casos pudieran tratarse de falsos negativos maternos como una

hipétesis muy plausible.

En cuanto a la transmisién vertical y como pone de manifiesto la revision
sistematica de Seale y Millar de 2014, hay una ausencia de investigacién en lo que a
transmision vertical de bacterias resistentes a los antibidticos se refiere a pesar de
la importancia de las posibles implicaciones que pudiera tener este hecho, tanto
para la transmisién a otros pacientes como para el desarrollo de infecciones en el
neonato colonizado (235). En concreto sobre bacterias productoras de BLEE,
investigadores de nuestro grupo ya pusieron de manifiesto el que posiblemente
fuera el primer caso de sepsis por transmision materno-fetal de una enterobacteria

productora de BLEE, en 2008 (230).

Desde entonces mas estudios han puesto de manifiesto tal posibilidad. Asi

Denkel y cols. demostraron una posible transmisién en tres casos, uno de ellos tras
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un parto multiple de trillizos, comprobandose con técnicas moleculares (223).
Dubois y cols. hicieron lo propio con dos parejas madre hijo (229). Incluso se han
descrito brotes debido a este tipo de transmision. Asi, Tschudin-Sutter (234)
describi6 el caso de una paciente con una gestaciéon gemelar que ingreso a las 32
semanas por rotura prematura de membranas y pari6 finalmente cinco semanas
después después de maduraciéon pulmonar fetal, tocolisis y tratamiento antibi6tico
profilactico, que dos dias antes del parto desarrollé una bacteriuria asintomatica por
E. coli productor de BLEE. Este microorganismo fue hallado posteriormente
colonizando a un trabajador de la unidad de neonatos y en otros pacientes
ingresados en la misma (234). Recientemente se ha descrito un brote en una UCI
neonatal irlandesa tras la entrada de un aislado de E. coli ST131 productor de CTX-
M-15 y OXA-1 poniéndose de manifiesto que la misma fue debida al ingreso de un

neonato colonizado por un espécimen materno (247).

Rettedal y cols. encontraron una tasa de transmision del 35.7% (5 neonatos
de 26 madres positivas vaginales en el parto) aunque no realizaron un estudio de
factores de riesgo para el estado de portador de neonato; hay que destacar que las
madres estaban identificadas como positivas antes del parto por lo que se puede

descartar una transmisién del neonato a la madre (221).

En nuestro caso comprobamos una transmisién vertical en ocho casos; la tasa
de transmision fue del 17.39% de mujeres colonizadas (8 casos de transmisién
“verdadera” en 46 partos vaginales de madres colonizadas) lo cual es
aproximadamente la mitad de lo obtenido en dicho estudio, aunque es también una
tasa mas que considerable. Si tenemos en cuenta las madres colonizadas del total de
parejas madre neonato, no sélo las que parieron via vaginal, obtendriamos una tasa
de transmision del 14% (8 casos de 57 madres colonizadas con neonato estudiado).
Y sila calculamos para el total parejas madres-hijo estudiado resulta del 1% (8 casos

de 800 madres con neonato estudiado).

Dada la baja prevalencia de transmisién no nos fue posible establecer los

factores que favorezcan la transmision de cada grupo de enzimas.
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5.5 Factores de riesgo para la colonizaciéon en neonato, global y en

mujeres con parto vaginal.

Como se ha comentado, casi todos los estudios que evaldan la colonizacién
neonatal por BLEE se refieren casi siempre a K. pneumonie y se circunscriben al
ambito de UCI neonatales o unidades especializadas de neonatos, en muchos casos
describiendo brotes. Nuestro estudio sin embargo recoge neonatos ingresados con
sus madres en una planta normal de maternidad. Es por ello que factores conocidos
para la colonizacién o infeccién nosocomial no aparecen como significativos o ni
siquiera estdn recogidos en el estudio, como por ejemplo, bajo peso, parto
pretérmino, ventilacién mecanica prologada, duracion de la hospitalizaciéon y uso de
antibiéticos en el neonato, este ultimo, factor mas importante para la colonizacién

del recién nacido en estudios de transmisiéon nosocomial (223).

En nuestro estudio debemos destacar que para la colonizacién neonatal sélo
encontramos un factor de riesgo pero con una importantisima asociacién, que fue el
hecho de que la madre estuviera previamente colonizada. No menos importante,
segun nuestro punto de vista, es el hecho de que todos los neonatos colonizados,
incluidos aquellos en que se demostr6 transmision vertical, habian nacido por via

vaginal.

En el estudio ya citado de Duman y cols., que incluy6 escasas variables de la
madre, encontraron como factores de riesgo para la colonizacién el peso muy bajo
al nacer, el parto vaginal, el uso de antibiéticos en los bebés, el uso de antibidticos
maternos, el sexo masculino y la rotura prematura de membranas, mientras que la
alimentacién con sonda nasogastrica se identific6 como un factor de proteccién. Con
los cultivos posteriores al alta determinaron que la ausencia de lactancia materna
era el unico factor de riesgo tras la salida del hospital (246). Denkel y cols.
encontraron una asociaciéon parecida a la encontrada en nuestro trabajo con la
colonizacién materna, ya que la incidencia de colonizacién era seis veces mayor en
aquellos neonatos con madre positiva frente a aquellos con madre negativa aunque
la principal diferencia es que mas del 90% de los nacimientos fueron mediante

cesarea (223).
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5.5 Limitaciones y fortalezas del presente trabajo

Nuestro estudio presenta diversas limitaciones que deben tenerse en cuenta
a la hora de interpretar sus resultados. En primer lugar, el trabajo se realizé en un
solo centro, por lo que los datos pueden ser solo representativos de la poblacién de
referencia del mismo, y podrian no ser extrapolables a dreas con una epidemiologia
diferente. Igualmente, debido a que no todas las madres ni todos los neonatos fueron
cribados durante el tiempo que duré el estudio, puede existir algiin sesgo de
seleccidn; el hecho de que el porcentaje de cesareas encontradas en el estudio fuera
ligeramente inferior a la esperada podria ser debido a que fue mas facil incluir a
mujeres con mas facilidad para la movilizacién; en cualquier caso, al ser el parto
vaginal clave parala transmision, nos parece que este hecho tiene una trascendencia

muy baja.

Otra limitacién podria ser que no se hayan incluido determinados factores de
riesgo relevantes; para evitarlo se realizé previamente una revision de la literatura,
ademas del conocimiento del grupo de investigacion sobre la epidemiologia de estas
bacterias. Asimismo, el tamafio muestral pudo ser limitado para identificar
determinados factores. Por otro lado, la sensibilidad de las técnicas de detecciéon de
portadores mediante técnicas fenotipicas tiene es limitada. A ello se suma el efecto
que haya podido tener una autotoma de muestras no adecuada. . Finalmente, aunque
hemos realizado analisis multivariantes, es posible que el control de la confusién

haya sido incompleto.

Algunas de las fortalezas del trabajo incluyen la formacién de un equipo
investigador multidisciplinar, con miembros expertos en Microbiologia y
Resistencia Antimicrobiana, Epidemiologia y Obstetricia. Asimismo, se ha intentado
ofrecer una visién integral del problema de la colonizacién en las madres y la

transmisién vertical de las enterobacterias productoras de BLEE.

En resumen creemos que nuestro estudio aporta algo de luz a un tema donde
la produccién cientifica hasta ahora ha sido escasa, como es la colonizacién por
enterobacterias productoras de BLEE en embarazadas y la posibilidad de
transmision vertical, siendo ambos hechos de especial interés ya que pueden

conllevar unas implicaciones importantes tanto clinicas, por el tipo de pacientes,
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como epidemioldgicas. Por ello creemos necesario seguir investigando sobre
factores de riesgo que permitan llevar a cabo protocolos de vigilancia para

establecer grupos sobre los que centrar la atencién en un futuro.
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6. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de colonizacion en embarazadas por enterobacterias
productoras de BLEE en el momento del parto es similar a la de la poblacién
general. La prevalencia de colonizacion por enterobacterias productoras de
AmpC y carbapenemasas es muy baja.

2. La enzimas BLEE identificadas mas frecuentemente en las enterobacterias
aisladas de madres fueron CTX-M-14, seguida de SHV-12 y CTX-M-1.

3. Los aislados de enterobacterias BLEE maternos no estaban relacionados
clonalmente excepto en el caso de un brote nosocomial.

4. Los factores identificados para la colonizacién por enterobacterias
productoras de BLEE en el momento del parto fueron: haber tenido mas de
un episodio de ITU durante el embarazo, haber comido fuera de casa la
comida principal del dia en el ultimo mes de embarazo mas de 15 veces,
haber sufrido complicaciones en gestaciones anteriores y pertenecer a una
raza no caucasica.

5. La prevalencia de colonizacion en el neonato por enterobacterias
productoras de BLEE fue del 1.6%.

6. El hecho de que la madre esté colonizada supone un factor de riesgo
significativo para la colonizacion neonatal.

7. El parto por via vaginal, frente a la cesarea, debe tener un papel importante
en la transmisiéon vertical intraparto de enterobacterias productoras de
BLEE.

8. La transmisién cruzada y la produccién de brotes nosocomiales durante el

parto por enterobacterias productoras de BLEE son posibles.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Hoja de informacién para embarazadas

HOJA DE INFORMACION A LA PACIENTE
Observacion sobre el comportamiento de enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido y carbapenemasas en la mujer

embarazaday el neonato . Cédigo: ESTUDIO OBLEA

Le proponemos participar en un estudio de investigacién cuyo objetivo es la
observacién de la prevalencia (proporciéon de personas con una determinada
caracteristica con respecto al total de la poblacién) de colonizaciéon en la mujer
embarazada de unos microorganismos multirresistentes denominados
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido vy
carbapenemasas.

La resistencia a los antibi6ticos por parte de las bacterias es un problema
mundialmente extendido que hace que la vigilancia ante ellos de manera activa deba
ser constante, con, entre otros medios, la investigacion y el descubrimiento de
nuevos farmacos para hacerles frente.

Cuando se detecta una infecciéon se suele administrar un tratamiento
antibidtico empirico (“a ciegas”) teniendo en cuenta las infecciones mas frecuentes
en la poblacion a la que pertenece el enfermo. Pero cuando la infeccién la produce
un organismo multirresistente pueden pasar varios dias hasta que se aisle, se
identifique y se paute un tratamiento efectivo. Este tiempo puede a veces ser
demasiado.

El objeto de nuestro estudio son unos microorganismos mundialmente
extendidos, muy frecuentes en la raza humana y varias razas animales, que en los
ultimos veinte afios aproximadamente, han logrado crear resistencias a los
antibiéticos mas cominmente usados, sobre todo a nivel hospitalario.

Se ha demostrado que el ser humano, en diferentes proporciones segun la
poblacién estudiada (en nuestro medio aproximadamente un 7%), puede ser
colonizado por dichos microorganismos y entonces convertirse en portador, es

decir, “transporta” pero sin sufrir infeccion.
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Los objetivos establecidos de nuestro estudio son los siguientes:
1.1  Conocer la prevalencia de portadores de enterobacterias productoras

de BLEE y carbapenemasas en mujeres embarazadas.

1.2 Conocer la dindmica (cambios) del estado de portador en mujeres

durante el tercer trimestre del embarazo.

1.3  Conocer la frecuencia de transmisiéon vertical (madre-hijo) de

enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas.

1.4  Conocer los factores de riesgo asociados con la colonizacién por
enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas en mujeres

embarazadas.

1.5 Conocer el impacto del parto natural en la transmisiéon de
enterobacterias productoras de BLEE y carbapenemasas y los factores de

riesgo para la transmision.

1.6 Conocer la dindmica del estado de portador en neonatos.

No sabemos todo lo que quisiéramos saber sobre estos microorganismos que
pudieran ser perniciosos tanto para su salud y la de su hijo como para la poblacién
en general. La Unica manera de saberlo es realizar estudios como éste. Aunque
puede que usted no obtenga un beneficio individual directo de los conocimientos
obtenidos como resultado de este estudio, ya que lo mas probable es que ni usted ni
su hijo se hallen colonizados por estas bacterias se beneficiaran en el futuro otras
mujeres o usted misma en futuros embarazos. Gracias a su participaciéon podremos
conocer mas acerca de la cantidad de mujeres embarazadas que hay en nuestro
medio colonizadas por dichas bacterias, acerca de la posible transmisién al neonato
durante el parto y si en un futuro seria recomendable emprender estrategias de
cribado sistematico y uso de antibi6ticos en las mujeres con riesgo de infeccién o en
todas las mujeres en general durante el embarazo, como por ejemplo se realizan
para la deteccién del estreptococo agalactiae.

Se le propone este estudio porque:
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A- Esta entre las semanas 35 y 37 de su embarazo y ha de recoger la
muestra del cribado del estreptococo del grupo beta (EGB), cribado
universal (para todas las mujeres embarazadas incluidas en el Proceso
Asistencial de Embarazo, Parto y Puerperio del S.A.S.) en nuestra
comunidad auténoma. Dicha muestra, en el caso de aceptar la
participacién en el estudio, se aprovechara para la realizacion del cribado
mencionado, para la deteccion de los microorganismos de nuestro
estudio. El hecho de aceptar o no no variaria en ningin caso la realizacion

del cribado de EGB.

B- Ha ingresado de parto o ha parido en el Hospital Universitario Virgen
Macarena, lugar donde se va a llevar a cabo el estudio durante los

préximos meses.

Para participar debe leer atentamente el impreso de consentimiento informado que
el médico o matrona le ha dado y, una vez comprendido lo que supone su
participacion y si usted esta de acuerdo, firmarlo y fecharlo después en la ultima
pagina.

En todo momento puede solicitar explicaciones a su médico sobre el desarrollo del
estudio. Y después, sélo si esta de acuerdo con lo que se le propone, sera incluido en
el estudio.

A partir de su aceptacion del estudio haremos lo siguiente:

A) En TODAS las participantes, se recogera una encuesta con los datos
socioculturales y una pequefia encuesta con los factores de riesgo
probables o establecidos para la colonizacion por parte de los

microorganismos estudiados.
B) En mujeres que entren en el estudio en la semana 35-37 con la
muestra recogida para el cribado de EGB:

Se usara dicha muestra para el cribado de EGB y posteriormente para el cribado

de las bacterias estudiadas. Se les avisara en el caso de que el cultivo haya sido
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positivo (en ningin caso cuando sea negativo) para alguno de los
microorganismos estudiados para hacer un control mas exhaustivo de su

embarazo y parto.

C) En mujeres que hayan entrado en el estudio tanto en semana 35-37
como en el momento del parto:
a. Durante el parto o la estancia en la sala de puérperas (previa al
alta hospitalaria) se tomara otra muestra igual que la del cribado
de EGB (exudado vagino-rectal)
b. Se tomard una muestra para cultivo, exclusivamente rectal al
neonato (este procedimiento consta de un consentimiento
informado diferente, en tanto que el objeto del estudio en este caso
es otra personay deberia firmarlo usted como madre y/o su padre

o tutor, ya que la misma sera menor de edad).

D) En el caso de que el neonato esté colonizado por alguno de los
microorganismos estudiados se realizara un seguimiento con una nueva
determinaciéon en el tiempo que lo estimen convenientes tanto los
servicios de Neonatologia como de Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia del Hospital Universitario Virgen Macarena.

Este estudio es observacional, es decir, nos limitaremos a recoger datos objetivos
sin poner nunca en riesgo ni a usted ni su embarazo, asi como al neonato tras el
parto. La toma de muestras es completamente inocua, es decir, no conlleva ningin

riesgo, y junto con la encuesta es el tinico acto a realizar por su parte.

También es posible que contactemos con usted mas adelante para preguntarle sobre

su evolucién y/o la de su bebé.

Tiene que saber que la participacion en el estudio es voluntaria y que, si decide

participar, tiene la posibilidad de revocar su consentimiento en cualquier momento
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sin perjuicio alguno, sin tener que dar explicaciones, y sin que ello afecte a su

relacién con su/s médico/s o a futuros tratamientos.

Si durante el transcurso de este estudio se obtuvieran nuevos datos sobre los
microorganismos estudiados le informaremos para que pueda tomar las decisiones
que crea oportunas.

Los datos del estudio son confidenciales y sélo tendran acceso a ellos los
investigadores y el personal encargado de garantizar la calidad de los datos. Las
autoridades sanitarias pueden, eventualmente, acceder a los mismos durante una
inspeccién. Los nombres de los participantes no apareceran en ninguna informacién
o publicaciéon de los datos del estudio. Su informacién personal no estara disponible
al publico, cumpliendo los establecido en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Protecciéon de Datos de Caracter Personal.

En caso de que sufriera algin perjuicio por la participacién en el estudio, se pondra
a su disposicion todos los medios disponibles y compensaciéon de dafios para

subsanarlo.

La firma de la hoja de consentimiento no supone la renuncia a ningtin derecho.
El investigador responsable del estudio es el Dr. Jiménez Ramila que le respondera
a cualquier duda que tenga sobre el estudio, y con el que puede contactar en el

Teléfono 955008426.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de este

Hospital y por las autoridades sanitarias espafiolas.
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Anexo 2: Consentimiento informado para mujeres embarazadas en tercer trimestre
y periparto
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Observacién sobre el comportamiento de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en la mujer embarazada y el
neonato . Cédigo: ESTUDIO OBLEA

Yo

(Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

He hablado con el Dr. Jiménez Ramila o alguno de los colobaradores

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos y los de mi hijo.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma de la participante Fecha

DNI:

Firma del investigador Fecha

204



Anexos

Anexo 3: Consentimiento informado para neonatos

CONSENTIMIENTO INFORMADO NEONATOS

TITULO DEL ESTUDIO: Observacién sobre el comportamiento de enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido en la mujer embarazada y el
neonato . Codigo: ESTUDIO OBLEA

Yo como progenitor / tutor del recién
nacido

(Nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

He hablado con el Dr.Jiménez Ramila o alguno de los colaboradores del estudio

Comprendo que la participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirar al recién nacido del estudio:
1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en los cuidados médicos del menor.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma de la participante Fecha

DNI:
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Anexo 4: Hoja de instrucciones para la toma de muestras

Instrucciones para la correcta recogida de muestras de exudado vagino rectal
para el cribado de estreptococo agalactiae y determinacion de
enterobacterias productoras de BLEE.

A. Material necesario:
a. Guantes de goma
b. Torunda facilitada para dicho uso

B. Obtenciéon de la muestra
a. Seintroducira la torunda en la vagina dejandola entre diez y treinta
segundos.
b. Acto seguido se repetira el procedimiento CON LA MISMA
TORUNDA a través del esfinter anal. Para que la muestra sea valida,
ésta debe salir manchada con heces.

C. Conservacion
a. Sino se entrega inmediatamente, debe hacerse en el plazo de 24
horas, manteniendo mientras tanto la muestra refrigerada a 42C
(refrigerador doméstico).
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Anexo 5: Formulario para la recogida de muestras en semana 35-37

(ESPACIO PARA PEGATINA IDENTIFICATIVA, en su defecto rellenar)
Nombre y apellidos:
NUHSA:

Tfnos de rapida localizacién:

Fechadeconsulta: ___ /__ /__
Datos sociodemograficos:

- Edad

-  Raza

- Tiempo de residencia en Espafia meses (a rellenar si la paciente
lleva menos de 2 afios en Espafia)
- Nivel educativo
o Sin estudios
o Primarios
o Secundarios
o Universitarios
- Numero de convivientes en el domicilio habitual

- ¢;Cuidador de enfermo? Si/NO

- Viajes al extranjero en el ultimo afio Si/NO
o ¢Dénde?
- ¢;Cudntas veces ha realizado la comida principal del dia fuera de casa en el
ultimo mes?

o Menosde 7 veces -Entre7y 15 veces - Mas de 15 veces
Antecedentes gineco-obstétricos

- G P A C

Complicaciones en partos anteriores:
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- Colonizacién por EGB durante este embarazo
Si/NO

- Gestacion unica / multiple ( 2 / 3 / mas fetos )

- Gestacion:

o Espontanea - Inseminacion

Antecedentes personales

Hipertension
o Pregestacional
o Gestacional

- Diabetes

o Pregestacional

o Gestacional

(Urocultivo positivo)

- FIV/ICSI

S{ /NO
Si /NO

Si/NO
Si/NO Controlada con

dieta y ejercicio / Necesario uso de insulina

- Insuficiencia renal

- Cardiopatia

Si /NO
Si /NO ;Cual?

- Enfermedad hepatica

Si / NO ;Cual?

- Uso de farmacos inmunosupresores

Si / NO ;Cual/es?

- Infecciones urinarias de repeticiéon

¢Tratamiento realizado?

S{ /NO

- Uso de antibio6ticos en los ultimos 6 meses

¢Motivo/s?

Si /NO ;Cual/es?

- Ingresos hospitalarios durante el embarazo

Si /NO ;Cuantos?

o Trimestre: Primero Segundo Tercero
o Motivo:
o Duracion de la estancia: dias
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Anexo 6: Formulario para la recogida de muestras periparto

Formulario para las pacientes con muestra extraida tras el parto

(ESPACIO PARA PEGATINA IDENTIFICATIVA, en su defecto rellenar)

Nombre y apellidos:

NUHSA:

Tfnos de rapida localizacion:

Fechadelparto: ___ /__ /___
Datos sociodemograficos:

- Edad

- Raza

- Tiempo de residencia en Espafia meses (a rellenar si la paciente lleva menos
de 2 anos en Espafia)
- Nivel educativo
o Sin estudios
o Primarios
o Secundarios
o Universitarios
- Numero de convivientes en el domicilio habitual

- ¢Cuidador de enfermo? Si/No

- Viajes al extranjero en el dltimo afio Si / NO
o ¢Dénde?
- ;Cuantas veces ha realizado la comida principal del dia fuera de casa en el ultimo mes?

o Menosde 7veces -Entre7y 15 veces - Mas de 15 veces
Antecedentes gineco-obstétricos

- G P A C

- Complicaciones en partos anteriores:
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- Colonizacién por EGB durante este embarazo Sf / NO
o Cultivo vagino_rectal
o Urocultivo
- Gestacion unica / multiple (2 / 3 / mas fetos)
- Gestacion:
o Espontanea
o Inseminacion

o FIV/ICSI

Antecedentes personales

- Hipertension
o Pregestacional Si/NO
o Gestacional Si/NO
- Diabetes
o Pregestacional Si/NO
o Gestacional Si /NO

= (Controlada con dieta y ejercicio / Necesario uso de insulina

- Insuficiencia renal Si /NO

- Cardiopatia Si / NO ;Cual?

- Enfermedad hepatica Si / NO ;Cual?

- Uso de farmacos inmunosupresores Si /NO ;Cual/es?

- Infecciones urinarias de repeticion Si /NO ;Tratamiento
realizado?

- Uso de antibiéticos en los ultimos 6 meses Si /NO ;Cual/es?
;Motivo/s?

- Ingresos hospitalarios durante el embarazo Si/NO ;Cuantos?

o Trimestre: Primero Segundo Tercero
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o Motivo:

o Duracion de la estancia: dias

Datos del parto

Edad gestacional dias
Rotura prematura de membranas Si/NO

horas

EGB Positivo / Negativo

BLEA positivo en tercer trimestre (rellenar solo si se tiene acceso a los
datos)

Uso de antibioticos intraparto

o Si/NO ;Cual/es?

Horas de duracion del parto (a partir de dos cms de dilatacion)

horas
Epidural Si/NO
Enema Si /NO
Sondaje uretral Si/NO

Parto
o Espontaneo / Estimulado / Inducido
o Viade finalizacién
= Parto
* Espontaneo
* Instrumental
o Ventosa
o Forceps

o Espatulas

=  (Cesarea
* Urgente
e Electiva
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- Episiotomia Si/NO
o Media

o Mediolateral

- Desgarro
o DI
o DII
o DIII
= Parcial

=  Completo

o DIV

o Vaginal (paredes laterales)

o Uso de antibiéticos con el desgarro ( obligatorio en D Il y [V)
= Si/NO

;Cual/es?
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Anexo 7: Formulario para la recogida de muestras neonatales

(ESPACIO PARA PEGATINA IDENTIFICATIVA, en su defecto rellenar) NEONATO
Nombre y apellidos:

NUHSA:

Tfnos de rapida localizacién:

(ESPACIO PARA PEGATINA IDENTIFICATIVA, en su defecto rellenar) = MADRE
Nombre y apellidos:

NUHSA:

Tfnos de rapida localizacién:

DATOS DEL RN

- Fecha del parto: / /

- Peso:

- Sexo: H / M

- Apgar:

- Aspiracioén de secreciones:

- Lavado de estomago:

- Ingreso en Neonatologia

o Si/No
o Motivo:
o Duracion de la estancia: dias
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9. ABREVIATURAS

Relacion de abreviaturas usadas en esta tesis

ADN: Acido desoxirribonucleico

BLEE: Betalactamasas de espectro extendido

BLEE-E: Enterobacteria productora de betalactamasas

CLSI: Clinical & Laboratory Standars Institute

CMI: Concentraciéon Minima Inhibitoria

COR: Caracteristica Operativa del Receptor

DE: Desviacion estandar

dNTPs: Desoxinucledtidos trifosfato

ECDC: European Center for Disease Control and Prevention

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EPC: Enterobacteria productora de carbapenemasa

EUCAST: European committee on antimicrobial susceptibility testing
FIV: Fecundacion in vitro

FOS: Fosfomicina

GALT: Gut-Associated Lymphoid Tissue

HTA: Hipertensidn arterial

IC: intervalo de confianza

ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides

IgA: Inmunoglobulina de clase A

ITU: Infeccién del tracto urinario

MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

MHA: Mueller-Hinton Agar

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odds Ratio

PFGE: Pulsed-field Gel Electrophoresis

PBP: Penicilin binding proteins (Proteinas fijadoras de penicilinas)
PCR: Polimerase Chain Reaction (reaccién en cadena de la polimerasa)
PELOD: Pediatric Logistic Organ Dysfunction

RN: Recién nacido
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RR: Riesgo relativo

RT-PCR: Real TimePolimerase Chain Reaction

SEIMC: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
SRIS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

SSPA: Sistema Sanitario Publico de Andalucia

TH2: Linfocito de tipo T Helper 2

TSI: Triple Sugar Iron Agar

UCI: Unidad de cuidados intensivos

UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales
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