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RESUMEN EJECUTIVO

A nivel mundial la resistencia a los antibioticos se ha convertido en un problema
de salud publica, tanto en el ambito hospitalario como en el comunitario. Los
aislamientos de bacterias multirresistentes, sobre todo de bacilos Gram negativo,
son cada vez mas frecuentes debido a que la propagacion de estos
microorganismos se ve favorecida por la presencia conjunta de genes de resistencia
a varios tipos de antibiéticos y la colonizacion de reservorios animales y humanos

no identificados.

La produccion de B-lactamasas representa el principal mecanismo de resistencia
a los antibidticos betalactamicos en enterobacterias. Durante muchos afios, las
principales enzimas responsables de la resistencia fueron de las familias TEM y
SHV, pero desde el afio 2000 se ha producido la denominada “pandemia CTX-M”"
caracterizada por aislamientos de Escherichia coli productores de p-lactamasas de
espectro extendido, abreviadas como BLEE, en aislamientos comunitarios a nivel

mundial, sobre todo asociados a infecciones del tracto urinario.

El objetivo principal de este estudio fue detectar, por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), los genes de B-lactamasas blatem, blactx-vm y blasnv
en cepas comunitarias de Escherichia coli productoras de BLEE aisladas de
urocultivos de pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico Popular de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Se analizaron 79 cepas de Escherichia coli comunitarios a partir de urocultivos
de pacientes que acudieron al LABOCLIP en los meses de enero a abril de 2016.
El 90 % de los aislamientos presentd al menos uno de los genes analizados y en
mas de la mitad se presentaron los tres tipos de enzimas (53.2 %). Los genes blatem

y blasnv fueron los mas frecuentes, con 85 y 84%. La frecuencia del gen blactx-m



obtenida en este estudio fue 57 %, un dato similar a estudios internacionales en los
que este gen representa el mayor porcentaje.

No fue posible determinar el tipo especifico de enzima que se encontraba en
todas las cepas analizadas debido al elevado costo que representaba la
secuenciacion de los genes implicados. Sin embargo, los resultados de
secuenciacion obtenidos en cinco cepas muestran que las enzimas presentes
corresponden a TEM-1, SHV-11, CTX-M15 y CTX-M55. Estos datos corresponden
al primer reporte de caracterizacion molecular de aislamientos de Escherichia coli
productoras de BLEE en el pais y son importantes para entender la propagacion de

estas cepas en el ambito comunitario.

Las cepas de Escherichia coli BLEE analizadas presentaron altos porcentajes
de resistencia a ciprofloxacina y trimetoprim sulfametoxazol (78 %) y bajos niveles
de resistencia para fosfomicina (2.5 %) y nitrofurantoina (7.6 %). El 11.39 % de las
cepas presentd resistencia a un grupo de antibiéticos no betalactamicos, y la

mayoria mostré un patrén de resistencia a multiples grupos de antibioticos.

Diversos factores genéticos pueden explicar la resistencia multiple mostrada
por los aislamientos analizados. La caracterizaciéon de plasmidos portadores de
genes de B-lactamasas y la identificacién de clones especificos permitira determinar
la presencia conjunta de genes de resistencia a otros antibidticos en cepas
productoras de BLEE y tomar medidas que prevengan su diseminacion.

Es importante establecer una vigilancia activa para la resistencia de
aminoglucésidos, fosfomicina, nitrofurantoina y carbapenemes en cepas
comunitarias, ya que estos antibioticos representan las primeras opciones

terapéuticas para cepas productoras de BLEE.
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I. INTRODUCCION

La resistencia a antibiéticos B-lactamicos es un problema de salud global y la
produccion de B-lactamasas es el principal mecanismo por el cual se produce la
resistencia en bacilos Gram negativo, sobre todo porque los genes que codifican
estas enzimas se encuentran en plasmidos que se transmiten a otras bacterias y
codifican de forma simultanea genes de resistencia para diversos antibioticos como:
aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y sulfonamidas (Geser, Stephan, &
Hachler, 2012; Mulvey et al., 2004; Paterson, Hujer, Hujer, Yeiser, Bonomo, Rice, &
Bonomo, 2003).

La primera B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) reportada fue aislada en
Alemania en 1983 y desde entonces se han caracterizado mas de 200 tipos
diferentes en todo el mundo. Las BLEE més diseminadas son las derivadas de las
B-lactamasas tipo TEM, SHV y CTX-M. Diversas enzimas son generadas por
mutaciones puntuales en los genes blartewm, blastv y blactx-m que alteran la secuencia
de aminoacidos del sitio activo de la enzima y aumentan su capacidad de hidrolisis
para ciertos sustratos como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
(Mulvey et al., 2004; Paterson, Hujer, Hujer, Yeiser, Bonomo, Rice, & Bonomo,
2003).

Durante mucho tiempo, las infecciones por cepas productoras de BLEE fueron
asociadas a diferentes factores de origen hospitalario que incrementaban la
probabilidad de adquirir una infeccién, como estancias prolongadas en las unidades
de cuidados criticos en los hospitales, procedimientos médicos invasivos de larga
duracion (catéter central, sonda urinaria, tubos orotraqueales y otros), hemodialisis
y malnutricion. Recientemente, diferentes estudios en aislamientos comunitarios de
enterobacterias han demostrado que pacientes ambulatorios pueden actuar como
reservorios de cepas productoras de BLEE, favoreciendo su diseminacion, cuando

han tenido infecciones urinarias recurrentes, ingresos previos a hospitales o poseen



una afeccion renal crénica, pulmonar, hepética, cardiovascular o diabetes (Paterson
& Bonomo, 2005; R. Ben-Ami et al., 2006)

En Guatemala, se han realizado estudios para estimar la prevalencia de BLEE
mediante la técnica de difusion en disco en varios centros de atencion hospitalaria
y aislamientos provenientes de la comunidad y se han reportado prevalencias de
hasta 31.9 % a nivel hospitalario y 27 % en la comunidad (Alvarado & Mejia, 2014;
Gordillo, Mejia, & Matheu, 2014). Sin embargo, no existen datos respecto al tipo
especifico de BLEE producido por estas enterobacterias, sobre todo en los

aislamientos comunitarios.

El presente estudio tuvo como finalidad detectar los genes de B-lactamasas
blaTtewm, blasnv y blactx-m en aislamientos comunitarios de Escherichia coli a partir de
urocultivos de pacientes que acuden al Laboratorio Clinico Popular (LABOCLIP).
Los resultados obtenidos son los primeros datos a nivel nacional sobre la
epidemiologia molecular de las cepas de Escherichia coli productoras de BLEE que
circulan en el pais a nivel comunitario, lo cual es de importancia para el monitoreo

y vigilancia de la resistencia antimicrobiana.



II. JUSTIFICACION

A nivel mundial los microorganismos productores de BLEE, sobre todo
enterobacterias, representan una de las principales causas de infecciones
hospitalarias y adquiridas en la comunidad. En el reporte del programa de vigilancia
mundial SENTRY se determind que el 45 % de las cepas de Klebsiella pneumoniae
aisladas en Latinoameérica son productoras de BLEE, mientras que en Estados
Unidos solamente 8 % de los aislamientos presenta este mecanismo de resistencia
(Winokur, Canton, Casellas, & Legakis, 2001).

Diversos estudios que han caracterizado molecularmente las BLEE de
aislamientos hospitalarios y comunitarios, determinaron una alta frecuencia de (-
lactamasas derivadas de TEM y SHV. Sin embargo, se ha producido un incremento
en la frecuencia de cepas productoras de BLEE de la clase CTX-M, que se ha
relacionado al aumento en el uso de ceftriaxona a nivel mundial. Estos hallazgos
son motivo de preocupacion por la tendencia mundial de aparicion de infecciones
adquiridas en la comunidad causadas por cepas productoras de BLEE del tipo CTX-
M, cuya propagacién es asociada a politicas ineficientes de antibiéticos a nivel
hospitalario y ambulatorio (Blanco et al.,, 2013; Mendonc¢a, Leitdo, Manageiro,
Ferreira, & Caniga, 2007; Paterson & Bonomo, 2005).

En Guatemala se realiza de manera rutinaria la deteccion de cepas productoras
de BLEE en los laboratorios clinicos, y se ha evidenciado una elevada prevalencia
a nivel comunitario. Sin embargo, hasta el momento no se habia realizado algin
estudio de caracterizacion molecular de BLEE en las infecciones adquiridas en la

comunidad asociadas al uso de cefalosporinas de tercera o cuarta generacion.



I1.MARCO TEORICO

A. Antibiéticos B-lactamicos

1. Generalidades y estructura quimica

El primer reporte de un antibiético B-lactamico fue realizado por Alexander
Fleming en 1928, cuando observd que el crecimiento de Staphylococcus
aureus se inhibia ante la presencia del hongo Penicillium notatum. EI hongo
producia una sustancia capaz de impedir el crecimiento de diferentes tipos
de bacterias, y fue llamado penicilina (Dougherty & Pucci, 2014).
Actualmente, los B-lactdmicos constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianos y la mas utilizada en la practica clinica (G. A. Jacoby &
Munoz-Prince, 2005; Paterson & Bonomo, 2005; Rodriguez-Villalobos et al.,
2011).

La presencia del anillo B-lactamico (formado por la condensacion de alanina
y dimetilcisteina) es la caracteristica quimica que define al grupo, y es la
clave para su mecanismo de accion, escasa toxicidad directa y el principal
mecanismo de resistencia (Suarez & Gudiol, 2009).

El anillo B-lactamico es un anillo heterociclico que consiste en 3 4tomos de
carbono y uno de nitrdgeno. Recibe ese nombre debido a que el &tomo de
nitrégeno esta unido al carbono B en relacién con el carbonilo. Sin embargo,
para que el antibidtico sea activo, es necesario que el anillo esté asociado
a otros grupos radicales (por lo general otros compuestos ciclicos) para

formar un nucleo bésico (Ver figura 1) (Suarez & Gudiol, 2009).

La unién de diferentes tipos de cadenas lineales a este nucleo de 2 anillos
y cambios sutiles en la estructura quimica modifican el espectro de accion,
la afinidad por determinados receptores o la resistencia a las B-lactamasas

dando lugar a una gran diversidad de moléculas agrupadas en 5 grupos



principales: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, monobactames e

inhibidores de las B-lactamasas (Cavalieri et al., 2009; Suarez & Gudiol,

2009).
. Anillo betalactdmico + Anillo secundarioc = Nucleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO
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S
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Figura 1: Estructura de quimica de los principales grupos de B-lactdmicos. Todos los
antibidticos B-lactamicos poseen un anillo B-lactdmico asociado a un segundo compuesto ciclico
gue forma un nucleo principal. Este segundo compuesto ciclico puede ser un anillo tiazolidinico
(penicilinas) un anillo dihidrotiacinico (cefalosporinas), un anillo pirrolinico (carbapenemes) y un
anillo oxazolidinco (acido clavulanico). Los monobactames reciben este nombre debido a que
poseen un nucleo formado solamente por el anillo B-lactamico.

Tomado de: (Suérez & Gudiol, 2009)

2. Mecanismo de accion:
Los B-lactAmicos son antimicrobianos bactericidas cuyo efecto se produce
principalmente por 2 mecanismos: la inhibicién de la sintesis de la pared
bacteriana y la induccion de la autolisis bacteriana (Dougherty & Pucci,
2014).



El esqueleto de peptidoglucano de la pared celular bacteriana estéa formado
por cadenas largas de repeticiones de &cido N-acetilmurdmico y N-
acetilglucosamina. A su vez, el acido muramico fija cadenas de
tetrapéptidos que se unen entre si y forman un entramado (Cavalieri et al.,
2009).

Los diferentes componentes del peptidoglucano se sintetizan en el
citoplasma y son transportados hacia el espacio periplasmico donde se
ensamblan. La ultima fase de la sintesis de la pared bacteriana consiste en
la formacioén de los tetrapéptidos a partir de pentapéptidos, etapa realizada
por enzimas periplasmicas llamadas de forma genérica transpeptidasas
(Cavalieri et al., 2009).

El anillo B-lactdmico posee una estructura quimica similar a la regién del
pentapéptido que se une a las transpeptidasas, por lo que es capaz de
unirse a ellas de forma covalente e impedir asi la formacion de la pared
celular. Razén por la cual, estas enzimas son llamadas proteinas de unién
a penicilina o PBP (penicillin binding protein). La bacteria queda expuesta
al medio y muere, debido a cambios en la presién osmética (Suarez &
Gudiol, 2009).

Los pB-lactamicos pueden activar ademas, la  autolisina endbgena
bacteriana que destruye el peptidoglucano (Suarez & Gudiol, 2009).

Espectro de accion

El espectro de accion de los B-lactamicos incluye de forma general a
bacterias Gram positivo, Gram negativo y espiroguetas. Son inactivos frente
a micoplasmas, pues carecen de pared celular, y bacterias intracelulares

como clamidias y rickettsias, ya que tienen escasa capacidad de



penetracion dentro de las células (Mensa, J., Gatell, J. M., Letang, E.,
Lépez-Suié, E., Marco, 2013; Suarez & Gudiol, 2009).

El espectro antimicrobiano de la penicilina G abarcaba inicialmente los
cocos Gram positivo, bacilos Gram positivo (facultativos y anaerobios),
espiroquetas y algunos bacilos Gram negativo anaerobios. Pero la
produccion de derivados semi sintéticos (penicilina V, aminopenicilinas)
permiti6 una mayor capacidad de penetracion en las bacterias Gram
negativo (Dougherty & Pucci, 2014; Suarez & Gudiol, 2009).

Las cefalosporinas de primera generacion tienen una eficacia elevada sobre
los cocos Gram positivo. Por el contrario, las generaciones posteriores han
perdido esta caracteristica en beneficio de una mayor actividad frente a
bacilos Gram negativo. Todas las cefalosporinas son inactivas frente a
enterococos, estafilococos resistentes a la meticilina y Listeria
monocytogenes (Suarez & Gudiol, 2009).

El inico monobactamico disponible para uso clinico es el Aztreonam, el cual
es eficaz para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram negativo
aerobias y facultativas; ademas posee una accién limitada frente a bacterias

Gram positivo y bacterias anaerobias (Dougherty & Pucci, 2014).

La combinacién de inhibidores de las B-lactamasas/B-lactdmicos permite
que el antibidtico recupere su actividad original sobre los microorganismos
resistentes por la sintesis de 3-lactamasas. Los inhibidores de B-lactamasas
son moléculas que poseen gran afinidad y se unen irreversiblemente a
ellas, evitando asi la inactivacién del antimicrobiano (Dougherty & Pucci,
2014; Suarez & Gudiol, 2009).



Los carbapenemes son los B-lactamicos de mas amplio espectro en la
actualidad; solamente son ineficaces frente a los estafilococos resistentes a
la meticilina, a los enterococos resistentes a la vancomicina y
Stenotrophomonas maltophilia. Sin embargo, la presion selectiva generada
por su uso ha provocado la aparicion de bacilos Gram negativo con enzimas

capaces de inactivarlos (carbapenemasas) (Suérez & Gudiol, 2009).

Los principales mecanismos de resistencia a p-lactdmicos son: produccion
de B-lactamasas, modificacion de las PBP (mutaciones, hiperexpresion y
modificacién de la afinidad), alteraciones en la permeabilidad (reduccién de
porinas en la membrana celular) y bombas de eflujo que expulsan el
antibidtico al exterior de la célula bacteriana (P. A. Bradford, 2001; Paterson
& Bonomo, 2005; Suarez & Gudiol, 2009).

B. Beta lactamasas y mecanismo de resistencia
Las pB-lactamasas (EC 3.5.2.6) también llamadas penicilin amido-beta-
lactamhidrolasas o exopenicilasas han sido definidas por la Internacional Union
of Biochemistry and Molecular Biology como “grupo de enzimas de diferente
especificidad de hidrolisis de los B-lactamicos” (Noviembre, 2015). Estan
ampliamente distribuidas en bacterias Gram positivo y Gram negativo y
confieren el mecanismo de resistencia a los antibidticos B-lactamicos mas

frecuentes.

La primera B-lactamasa se identific6 en 1940 a partir de un asilamiento de
Escherichia coli, inclusive antes de la liberacion de penicilina para su uso en la
practica médica. Hasta la fecha la produccion de estas enzimas sigue siendo el
factor de importancia para la resistencia en patégenos Gram negativo (Gupta,
2007).



La producciéon de B-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia a los
antibidticos B-lactamicos en Enterobacteriacea. Este grupo altamente diverso
de enzimas hidrolizan los B-lactamicos en el espacio periplasmico e impiden la
unioén entre las PBPs y el antimicrobiano, neutralizando su efecto (P. A.
Bradford, 2001; G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005).

Los 5 grupos de antibidticos [B-lactamicos (penicilina, cefalosporinas,
monobactames, inhibidores de B-lactamasas y carbapenemes) poseen un anillo
B-lactdmico que puede ser hidrolizado por B-lactamasas y neutralizar su efecto.
La exposicion persistente de cepas bacterianas a los B-lactamicos ha provocado
la sobreproduccion y mutacion de las B-lactamasas, lo cual ha aumentado su

espectro de hidrdlisis (Bonnet, 2004).

Algunos géneros de Enterobacteriaceae poseen una resistencia intrinseca a -
lactamicos, tal es el caso de Enterobacter sp., Citrobacter freundii, Hafnia alvei,
Morganella morganii, Serratia marcescens y Providencia sp., cuyo genoma
contiene la cefalosporinasa AmpC, la cual es inducida frente a ciertos (-
lactamicos. Sin embargo, mutaciones en el gen pueden causar una
hiperproduccion de la enzima y aumento del perfil de resistencia de la bacteria
(Ruppé, Woerther, & Barbier, 2015).

. B-lactamasas de espectro extendido

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas que hidrolizan
penicilinas, aztreonam y cefalosporinas que contienen una cadena lateral
oximino (primera, segunda y tercera generacion). Sin embargo, no actuan sobre
las cefamicinas ni carbapenemes, y son inhibidas por el acido clavulanico y
otros inhibidores como el sulbactam o tazobactam (Jeong et al., 2004; Kiratisin,
Apisarnthanarak, Laesripa, & Saifon, 2008; Tankhiwale, Jalgaonkar, Ahamad, &
Hassani, 2004).
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Algunas BLEE son enzimas derivadas de las B-lactamasas de espectro
ampliado (BLEA), como consecuencia de la apariciéon de mutaciones puntales
en los genes que las codifican. Estas mutaciones conllevan cambios
estructurales en la enzima que permiten un mayor acoplamiento de la cadena
lateral del B-lactamico con el sitio activo de la enzima, aumentando su espectro
de accion hidrolitica (P. a Bradford & Bradford, 2001; Gupta, 2007)

Las BLEE son B-lactamasas transmisibles que son codificadas en genes que
pueden ser intercambiados entre bacterias. Las variantes plasmidicas de las B-
lactamasas se expresan de forma constitutiva (son sintetizadas de forma
permanente por la bacteria), y su grado de produccion es proporcional al

numero de copias del plasmido (Paterson & Bonomo, 2005).

Por el contrario, las B-lactamasas cromosémicas pueden tener una expresion
constitutiva o inducible, su produccion depende de un estimulo o inductor, por
ejemplo exposicion a un antibidtico betalactamico. Ademas, los genes que
codifican algunas B-lactamasas se encuentran ubicados en transposones 0
integrones, que generalmente contienen otros genes de resistencia para otras
familias de antibioticos (G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005; Paterson &
Bonomo, 2005).

En general las B-lactamasas plasmidicas son diferentes a las B-lactamasas
cromosdémicas, pero en algunos casos existe solapamiento, por ejemplo, en el
caso de SHV-1y AmpC que se encuentran en forma cromosomal y plasmidica

en diferentes especies (G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005).

. Clasificacion de las B-lactamasas
En la actualidad las B-lactamasas se pueden clasificar segun dos esquemas: la
clasificacion de Ambler y la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros. Ambos

esquemas son aceptados y utilizados en la comunidad cientifica.
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La clasificacion molecular o clasificacion de Ambler se basa en la secuencia de
aminoacidos y divide las B-lactamasas en cuatro grupos mayores denominados
A, B, Cy D segun la homologia de las proteinas. Las enzimas de los grupos A,
C, y D son serina B-lactamasas, que utilizan serina para la hidrolisis. Las
enzimas de la clase B son metalo -lactamasas, metaloenzimas que requieren

iones de zinc divalentes para la hidrolisis (Paterson & Bonomo, 2005).

La clasificacion funcional o esquema de Bush-Jacoby-Medeiros se basa en las
caracteristicas funcionales, teniendo en cuenta distintos criterios como: peso
molecular, secuenciacién de nucledtidos, punto isoeléctrico, el espectro de
hidrdlisis, el espectro de inhibicion, la codificacion plasmidica o cromosémica,
etc. (Bradford & Bradford, 2001).

1. Clasificacién de Ambler
En 1980, Ambler clasificé las B-lactamasas en funcion de su estructura y
secuencia de aminoacidos en cuatro clases de la letra A — D, asi como los
subgrupos B1, B2 y B3 (Figura 2).

Figura 2: Clasificacion molecular de las B-lactamasas.

B-lactamasas

Clase A Clase C Clase D

(Serina) (Serina) (CEULED)

Subclase B1 Subclase B2 Subclase B3

Modificado de: (Frére et al., 2005)
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Clase A: Estan presentes en bacterias Gram positivo y Gram negativo.
Pueden ser de origen cromosémico o plasmidico y su peso molecular
es de aproximadamente 25 KDa. Dentro de este grupo se encuentran
las BLEE derivadas de TEM, SHV y CTX-M (Frére et al., 2005).

Clase B: Estas enzimas se caracterizan por utilizar un idn zinc, para unir
el residuo histidina o cisteina con el grupo carboxilo de la unién amida
de la mayoria de B-lactdmicos, e incluye penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemes. Comprende el grupo mas heterogéneo de f-

lactamasas, con tres subgrupos diferentes (Frére et al., 2005).

Los subgrupos B1 y B3 contienen a la mayoria de enzimas con amplio
espectro de accion frente B-lactamicos, excepto monobactamicos. El
subgrupo B2 son Carbapenemasas que tienen poca accién frente a las
penicilinas y cefalosporinas. Ademas, las enzimas de los subgrupos B1
y B3 presentan su maxima actividad cuando tienen dos atomos de zinc
unidos, contrario a las enzimas del subgrupo B2 que se inactivan (Frére
et al., 2005)

Clase C: Son proteinas de gran tamafo, con peso molecular
aproximado de 39 KDa. Confieren resistencia a las
oximinocefaloporinas y son resistentes a los inhibidores como el acido
clavulanico. Poseen un centro  activo con DD-
transpeptidasas/carboxypeptidasas que compiten con las PBD
encargadas de la sintesis de la pared celular y, de este modo, evitan su

union con el B-lactamico (Gupta, 2007).

Clase D: A este grupo pertenecen las serin-oxacilinasas especialmente
activas frente a oxacilina. El peso molecular de estas enzimas es
alrededor de 30 KDa (Frére et al., 2005)
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Clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros

Las B-lactamasas se pueden clasificar sobre la base de su espectro de
accidon y segun su respuesta a los inhibidores en varios grupos funcionales,
segun la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros. Esta clasificacion es
mas util en el diagndstico microbioldgico de laboratorio ya que considera los
substratos y los inhibidores de las B-lactamasas (Bush & Jacoby, 2010). En
la Gltima actualizacion realizada a este esquema, en 2009, las B-lactamasas
se clasifican en 3 grupos de importancia, divididos en varios subgrupos (Ver
Tabla 1).

a) Grupo 1: Cefalosporinasas
Incluye la mayoria de las enzimas clasificadas en el grupo C de la
clasificacion molecular. Generalmente son de origen cromosémico en
muchas enterobacterias. Su peso molecular suele ser superior a 30

KDa y su punto isoeléctrico es basico (Bush & Jacoby, 2010).

Este grupo presenta una mayor actividad de hidrélisis en las
cefalosporinas que en las bencilpenicilinas y suele ser resistente a la
inhibicion por &cido clavulanico. Son activas ante las cefamicinas y
poseen una alta afinidad por aztreonam, a diferencia de las

cefalosporinasas de clase A (Bush & Jacoby, 2010).

El subgrupo 1e agrupa a variantes de las enzimas del grupo 1 con
mayor actividad contra ceftazidima y otros oximino-B-lactamicos como
resultado de sustituciones, inserciones o supresiones en la cadena de

aminoacidos (Bush & Jacoby, 2010).



Tabla 1. Comparacion entre los esquemas de clasificacion de B-lactamasas
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CLASIFICACION Inhibido por
Bush- . . L Enzimas
Bush- . Sustrato distintivo Caracteristica definitoria :
Jacoby dago.by Ambler CA/TZB  EDTA representativas
(2009) edeiros
(1995)
Fuerte hidrdlisis de E. coli AmpC,
. cefalosporinas y bencil- P99, ACT-1,
1 1 ¢ Cefalosporinas No No penicilinas, hidrolizan CMY-2, FOX-1,
cefamicina MIR-1
Hidrolisis aumentada para
le NI C Cefalosporinas No No ceftazidima y frecuentemente GC1, CMY-37
otros oxyimimolactamicos.
Hidrdlisis mayor de
22 22 A Penicilinas Si No bencilpenicilnas que PC1
cefalosporinas
Penicilinas, Hidrdlisis similar en TEM-1. TEM-2
2b 2b A cefalosporinas de Si No bencilpenicilnas y SHV-ly ’
primera generacion cefalosporinas
Hidrdlisis incrementada en
Cefalosporinas de oxy-iminolactamicos TEM-3, SHV-2,
2be 2be A amplio espectro, Si No (cefotaxima, ceftazidima, CTX-M-15,
monobactam ceftriaxone, cefepime, PER-1, VEB-1
aztreonam)
Resistente al acido
2br 2br A Penicilinas No No cavulanico, sulbactamy ']I-'EM-SO, SHV-
tazobactam
Hidrdlisis aumentada para
Cefalosporinas de oxyimino-lactamicos
2ber NI A amplio espectro, No No combinado con resistencia al TEM-50
monobactam acido clavulanico, sulbactam y
tazobactam
2c 2c A Carbenicilina Si No Hldrolls_|s_ _aumentada para PSE-1, CARB-3
carbenicilina.
Carbenicilina Hidrolisis aumentada para
2ce NI A : ' Si No carbenicilina, cefepime y RTG-4
cefepime )
cefpirome
2d 2d D Cloxacilnia Variable No Hidrolisis aumentada para OXA-1, OXA-10
cloxacillina y oxacillina
. Hidrdlisis de cloxacilina
Cefalosporinas de . - ’ OXA-11, OXA-
2de NI D amplio espectro Variable No oxa_cm_na y 15
oxyiminolactamicos.
. Hidrdlisis de cloxacilina, OXA-23, OXA-
2df NI D Carbapenemes Variable No oxacilina y carbapenemes 48
Hidrolisis de cefalosporinas,
Cefalosporinas de . inhibidores suicidas como el
2e 2e A amplio espectro Si No acido clavulanico pero no CepA
aztreonam
Hidrdlisis aumentada de KPC-2 IMI-1
2f 2f A Carbapenemes Variable No carbapenemes, oxyimino- SME-17 '
lactamicos y cefamicinasl.
Amplio espectro de hidrélisis, g\fl;I:Al|R|/||3Mll/
32 3 B1/B3 Carbapenemes No Si incluido carbapenemes pero 1 dAU-l
no monobactames. GOB-1, FEZ-1
3b 3 B2 Carbapenemes No Si Hidrolisis preferencial por los CphA, Sfh-1
carbapenemes.
NI 4 Unknown  -- -- -- -- --

CA: acido clavulanico; TZB: Tazobactam; NI: no incluido

Modificado de: (Bush & Jacoby, 2010)
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b) Grupo 2: serina B-lactamasas
Este grupo incluye a las enzimas de la clases A y D de la clasificacion
de Ambler y representa el grupo mas extenso de [(-lactamasas,
incluyendo las BLEE y BLEA.

Las B-lactamasas del subgrupo 2a son un pequefio grupo de -
lactamasas con un espectro relativamente limitado de actividad
hidrolitica predominante en cocos Gram positivo. Estas enzimas
hidrolizan preferentemente bencilpenicilina y muchos derivados de la
penicilina, con mala hidrdlisis de las cefalosporinas, carbapenemes o
monobactames (Bush & Jacoby, 2010).

El subgrupo 2b hidroliza facilmente penicilinas y cefalosporinas de
primera generacion, pero son fuertemente inhibidas por el &cido
clavulanico y tazobactam. El subgrupo 2be comprende las enzimas
con actividad frente a penicilinas, cefalosporinas y otros oximino-3-
lactamicos (BLEE) de las familias SHV, TEM, CTX-M, etc. (Bush &
Jacoby, 2010).

El subgrupo 2br contiene enzimas que pueden hidrolizar uno o mas
oximino-B-lactamicos y han adquirido resistencia al &cido clavulanico
e inhibidores relacionados, aunque conserva el mismo espectro de
hidrélisis del subgrupo 2b (Bush & Jacoby, 2010).

El subgrupo 2c comprende penicilinasas con habilidad de hidrolizar la
carbenicilina o ticarcilina mas rapido que las bencilpenicilinas. Las
enzimas del nuevo subgrupo 2de comparten la actividad del subgrupo
2c pero tienen un espectro extendido que incluye las oximino-3-

lactdmicos que no son efectivas contra carbapenemes. El subgrupo
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2df incluye B-lactamasas de tipo OXA con actividad ante
carbapenemes (Bush & Jacoby, 2010).

El subgrupo 2e agrupa las cefalosporinasas con capacidad de
hidrolizar cefalosporinas de espectro extendido y son inhibidas por
acido clavulanico o tazobactam. Pueden diferenciarse de las enzimas
AmpC por su pobre afinidad por aztreonam. Finalmente el subgrupo 2f
posee carbapenemasas tipo serina de la clase A molecular. Los
carbapenemes son los sustratos predilectos para éstas enzimas, que
pueden ser inhibidas por tazobactam (Bush & Jacoby, 2010; Frére et
al., 2005).

c) Grupo 3: metalo B-lactamasas

Las metalo B-lactamasas son un grupo de B-lactamasas con funcién y
estructura Unica. Se diferencian estructuralmente de otras J-
lactamasas, ya que requieren al menos un ion de zinc en el sitio activo.
Funcionalmente, se distinguen principalmente por su capacidad para
hidrolizar carbapenemes, pero a diferencia de las serina 3-lactamasas
tienen poca afinidad para monobactames y no son inhibidas por acido
clavulanico o tazobactam. Por el contrario, son inhibidas por
sustancias quelantes como EDTA, acido dipicolinico o 1,10-o-
fenantroline (Bush & Jacoby, 2010).

E. Diversidad de las B-lactamasas

1. Familia SHV (sulfhidrilo variable)
La denominacién SHV de este grupo se debe a que durante los primeros
estudios de caracterizacion de la enzima SHV-1 se pensaba que la

inhibicion de la actividad estaba relacionada con el sustrato, y esta variaba
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segun el sustrato usado para el ensayo, por lo que se llamé sulfhidrilo

variable.

En 1983 se aislo de una cepa de Klebsiella ozaenae en Alemania, una [3-

lactamasa que presentaba una actividad hidrolitica mayor frente a

cefotaxima que frente a ceftazidima. La enzima aislada presentaba

caracteristicas estructurales similares a la B-lactamasa SHV-1 descrita

previamente. Sin embargo, posteriormente se demostro que diferia por la

sustitucion de una glicina por serina en la posicién 238 de la cadena proteica

y que este cambio conferia actividad frente a cefalosporinas de amplio

espectro; por lo que fue denominada SHV-2 (G. A. Jacoby & Munoz-Prince,

2005).
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SHV-18
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SHV-7
SHV-14

val
SHV-25

Phe
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SHV-20 SHV-26
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Figura 3: Variaciones en la secuencia de aminoacidos de las BLEE tipo SHV. Todas las BLEE tipo
SHYV derivan de la enzima SHV-1. Mutaciones puntuales en el gen blasvy generan cambios en la
secuencia de aminoécidos y en el perfil hidrolitico de la enzima. Por ejemplo, la sustitucién de Aspartato
por Alanina en la posicién 179 da origen a la enzima SHV-6.

Tomado de: (Bradford, 2001)
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Las BLEE tipo SHV derivan de la B-lactamasa SHV-1 por sustituciones en
aminoacidos criticos en el sitio activo de la enzima, lo cual provoca el
aumento del espectro de accion (Ver Figura 3). Estos cambios de
aminoacidos provocan el agrandamiento del centro activo de la enzima
permitiendo el acoplamiento de la cadena lateral R larga de las
cefalosporinas de tercera generacion; y ello favorece la hidrélisis del anillo

betalactamico (Geser et al., 2012).

La enzima SHV-1, de la cual se derivan el resto de enzimas, se encuentra
presente de forma universal en Klebsiella pneumoniae. Ademas, en muchas
de éstas cepas el gen que codifica SHV-1 se encuentra en el cromosoma
bacteriano. Pero, en la mayoria de cepas de Escherichia coli, se encuentra
de forma plasmidica, lo cual sugiere que el gen evolucioné de un gen
cromosomal que posteriormente se incorpord en un plasmido y se dispersé
a otras especies de enterobacterias. Hasta la fecha existen mas de 100
variantes de B-lactamasas SHV en bacilos Gram negativo, la mayoria de
las cuales presentan espectro extendido (Shaikh, Fatima, Shakil, & Rizvi,
2015).

Familia TEM
La primera enzima de este grupo fue descrita en 1965 en Atenas. El
aislamiento de Escherichia coli del cual se obtuvo provenia de una paciente

llamada Temoniera, por lo que fue nombrada como TEM-1 (Gupta, 2007).

La B-lactamasa TEM-1 es una proteina globular formada por dos dominios:
uno de ellos contiene una hélice-a (formada por ocho hélices, H2-H9) y el
otro dominio esta formada por una lamina-B que contiene cinco laminas
antiparalelas (31 a B5) y tres hélices (H1, H10, H11) alrededor de la hélice-
a. El centro activo de la enzima se encuentra situado en el extremo N

terminal hélice a H2 (Knox, 1995). Huang y colaboradores estudiaron los
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residuos de aminodcidos criticos para la estructura y funcion de la enzima
y encontraron que solamente 43 de los 263 aminoacidos que contiene TEM-
1 son insustituibles (Huang et al., 1996; Bradford & Bradford, 2001).

TEM-1 es ademas, la enzima mas comun relacionada a la resistencia a
ampicilina mediada por plasmidos en bacilos Gram negativo, ya que se ha
reportado hasta en 90 % de las E. coli ampicilina resistentes. También es
responsable de la resistencia a penicilina y ampicilina mostrada en
Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae (P. A. Bradford, 2001;
Paterson & Bonomo, 2005).

Todas la BLEE del tipo TEM son derivadas de las B-lactamasas TEM-1 y
TEM-2, por modificacion en la secuencia de aminoacidos, lo cual provoca
mayor estabilidad de la enzima y aumento en el perfil hidrolitico hacia los
sustratos (Ver Figura 4) (G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005). Ademas,
mutaciones puntuales en los aminoacidos Met-69, Arg-244, Arg-275, y Asn-
276 de TEM confieren resistencia a inhibidores como el acido clavulanico
(P. A. Bradford, 2001).

La primera BLEE de esta familia descrita fue la enzima TEM-12 en 1982y,
desde entonces, se han descrito mas de 100 tipos diferentes de -
lactamasas tipo TEM, la mayoria de las cuales son BLEE (G. A. Jacoby &
Munoz-Prince, 2005).

Las B-lactamasas de tipo TEM se encuentran con mayor frecuencia en
cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, pero también se han
aislado de otras especies de Enterobacteriaceae tales como Enterobacter
aerogenes, Morganella morganii, Proteus mirabilis, Proteus rettgeri y
Salmonella spp (Bradford, 2001).
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Figura 4: Variaciones en la secuencia de aminoacidos de las BLEE tipo TEM. Todas las BLEE tipo
TEM derivan de la enzima TEM-1. Mutaciones puntuales en el gen blarem generan cambios en la secuencia
de aminoacidos y en el perfil hidrolitico de la enzima. Por ejemplo, TEM-5 es generada por la sustitucion
de Arginina por Serina en la posicidn 164 y el cambio de Alanina por Treonina en la posicion 237.

Tomado de: (Bradford, 2001)

3. Familia CTX-M
A principios de 1989 en Alemania, Bauernfeind y su equipo de trabajo
informan un aislamiento clinico de Escherichia coli resistente a cefotaxima,
y productora de una BLEE diferente a las familias TEM y SHV, y la
denominaron CTX-M1, en referencia a su mayor actividad frente a

cefotaxima (Bauernfeind, Schweighart, & Grimm, 1990)
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Las B-lactamasas del tipo CTX-M presentan mayor actividad hidrolitica
frente a cefotaxima y ceftriaxona que frente a ceftazidima e hidrolizan
eficazmente el cefepime. Los microorganismos productores de estas
enzimas suelen tener unas CIM para cefotaxima > 64 pug/mL y 2-8 pg/mL
para ceftazidima. Sin embargo, en algunos casos las CIM para ceftazidima
alcanzan valores de 256 pg/mL (Bonnet, 2004; Paterson & Bonomo, 2005).

Las BLEE tipo CTX-M poseen 291 aminoacidos y los aminoacidos en
posicion 240 y 267 han sido claves en la evolucion de la enzima, ya que son
los sitios mas comunes de variacion por mutaciones que confieren actividad
aumentada al cefotaxima (Bonnet, 2004; Gupta, 2007; Paterson & Bonomo,
2005).

Las enzimas de esta familia estan estrechamente relacionadas a las B-
lactamasas aisladas en el género Kluyvera. La enzima CTX-M8 comparte
el 99% de la secuencia de aminoacidos con la BLEE cromosémica KLUG-1
aislada en Kluyvera georgiana, mientras que solamente comparten 40% de
con las BLEE tipo TEM y SHV (Bonnet, 2004; Paterson & Bonomo, 2005).

Se reconocen mas de 65 variantes de B-lactamasas CTX-M las cuales se
encuentran divididas en 5 subgrupos relacionados filogenéticamente en
funcion de la homologia en la secuencia de aminoacidos: CTX-M1, CTX-
M2, CTX-M8, CTX-M9, CTX-M25 (G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005;
Mendonca et al., 2007).

Estudios epidemiologicos recientes demuestran que las BLEE del tipo CTX-
M son las [-lactamasas mas frecuentemente encontradas en
enterobacterias y han desplazado a la enzimas de tipo TEM y SHV (Du et
al., 2008; Gupta, 2007; Paterson & Bonomo, 2005). En Estados Unidos, se
estima que el 36.8% de las E. coli productoras de BLEE del tipo CTX-M son
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responsables de la bacteremias e infecciones del tracto urinario (ITU)
adquiridas en la comunidad (Doi et al., 2013; Paterson, Hujer, Hujer, Yeiser,

Bonomo, Rice, Bonomo, et al., 2003).

Familia OXA

Las B-lactamasas tipo OXA se caracterizan por su alta actividad hidrolitica
frente a cloxacilina y oxacilina. Son resistentes a ampicilina, cefalotina y
débilmente inhibidas por el acido clavulanico (Paterson & Bonomo, 2005).
Ademés, otras BLEE del tipo OXA presentan mayor accion sobre
ceftazidima, cefotaxima y cefepime que sobre ceftazidima (Bush & Jacoby,
2010).

Se encuentran de forma predominante en Pseudomonas aeruginosa pero
se ha detectado en varias especies de bacterias Gram negativo. La variante
mas comun de estas B-lactamasas, OXA-1, ha sido determinada hasta en
10 % de aislamientos Escherichia coli. Desafortunadamente, existen pocos
datos epidemiolégicos y geogréficos sobre la distribucion de las BLEE tipo
OXA; los datos disponibles sugieren que su evolucién ha sido paralela a la
de las enzimas TEM y SHV (Shaikh et al., 2015).

Familias PER, VEB-1, BES-1y otras BLEE

Recientemente se ha identificado gran variedad de [-lactamasas,
codificadas en plasmidos e integrones, asociadas a enzimas de la clase A.
Las nuevas enzimas no son variantes causadas por mutaciones puntuales
de otras B-lactamasas conocidas y poseen gran diversidad geografica (G.
A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005; Khanfar, Bindayna, Senok, & Botta, 2009;
Paterson & Bonomo, 2005).

Las BLEE tipo PER comparten entre 25-27 % de homologia con las tipo
TEM o SHV. La B-lactamasa PER-1 hidroliza penicilinas, cefalosporinas y
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es susceptible al &cido clavulanico. Esta enzima fue aislada por primera
vez en Pseudomonas aeruginosa Yy posteriormente se ha encontrado en
Salmonella enterica serovar Typhimurium, Acinetobacter, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis e inclusive en Vibrio
cholerae O1 El Tor (P. A. Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005).

VEB-1 comparte una homologia de 38 % con PER-1 y PER-2, y confiere
resistencia a elevada ceftazidima, cefotaximay aztreonam; pero es inhibida
por acido clavulanico. Frecuentemente, el gen blaves-1 se encuentra
codificado en plasmidos que también confieren resistencia a antibiéticos no

B-lactamicos (Paterson & Bonomo, 2005).

Las BLEE de los tipos GES, BES, TLA, SFO e IBC son otros ejemplos de
enzimas de espectro extendido no TEM y no SHV aisladas alrededor del
mundo (G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005; Paterson & Bonomo, 2005).
Las BLEE tipo VEB se han aislado en enterobacterias del sureste asiatico y
en Francia. Las enzimas del tipo GES/IBC se han reportado en patégenos
hospitalarios de Sudafrica y Francia; mientras que PER-1 se ha identificado
en aislamientos hospitalarios de bacilos Gram negativo no fermentadores
de Turquia y Sur América (Pitout, Nordmann, Laupland, & Poirel, 2005).

F. Métodos microbioldgicos de deteccion de BLEE
La mayoria de los métodos disefiados para detectar microorganismos
productores de BLEE estan basados en la propiedad de estas enzimas de ser
inhibidas por el acido clavulanico y otros inhibidores de B-lactamasas. Las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
los métodos confirmatorios y de screening empleados para detectar la

presencia de BLEE estan contenidas en el documento M100 S-25.
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1. Método de difusion en disco

ElI CLSI propone este método como screening para la produccién de BLEE
en Escherichia coli, Klebsiella y Proteus. Se utilizan los siguientes
antibidticos y se sospecha BLEE cuando el diametro del halo de inhibicién
tiene los valores indicados: cefpodoxima (s17mm), ceftazidima (s22mm),
aztreonam y cefotaxima con (£27mm), o ceftriaxona (£25mm). Utilizando
mas de uno de estos agentes se aumenta la sensibilidad (CLSI, 2014;
Luzzaro et al., 2006).

Puede utilizarse, como método de confirmacion, discos de cefalosporinas
con &cido clavulanico y sin él. Un diferencia de mayor o igual a 5 mm entre
el halo de inhibicion del disco de cefalosporina y su respectivo disco
cefalosporina/acido clavulanico confirma la existencia de BLEE (CLSI,
2014).

2. Concentracion inhibitoria minima (CIM)
Segun recomendaciones del CLSI, cuando se utiliza el método de dilucién
para la deteccibn de BLEE en Escherichia coli, se sospecha de BLEE
cuando la CIM es 22ug/mL para todos los antibidticos testeados excepto
cefpodoxima cuya CIM debe ser =28ug/mL (CLSI, 2014).

La prueba fenotipica confirmatoria de BLEE utiliza ceftazidima (0.25 a 128
pg/mL), ceftazidima/acido clavulanico (0.25/4 a 128/4 pg/mL), cefotaxima
(0.25 a 64 pg/ml) y cefotaxima/ acido clavulanico (0.25/4 a 64/4 pg/mL). Es
importante hacer notar, que en la prueba confirmatoria debe utilizarse tanto
ceftazidima como cefotaxima. La prueba confirmatoria es positiva cuando
se observa una disminucion de =3 diluciones seriadas en la CIM para cada
cefalosporina en presencia de acido clavulanico comparada con la CIM de

la cefalosporina sola (CLSI, 2014).
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E-test

Esta técnica comercial consiste en el uso de tiras plasticas impregnadas en
un extremo con cefotaxima o cefepime, con un gradiente de concentracion
con CIM de 0.25 a 16 pg/mL, o ceftazidima con un gradiente de
concentracion con CIM de 0.5 a 32 ug/mL. En el otro extremo de la tira se
impregna con un gradiente de una de tres cefalosporinas (cefotaxima,
ceftazidima o cefepime) mas una concentracion constante (4 pg/mL) de
acido clavulanico. La interpretacion de la prueba depende del cociente entre
las CIMs de la cefalosporina sola y la cefalosporina/acido clavulanico. El
fabricante recomienda la disminucion de =8 diluciones seriadas en
presencia de acido clavulanico como evidencia de BLEE. La sensibilidad
reportada del método es de 87-100% con especificidad de 95-100%.
(Garcia-gbmez, Guio, Hernandez, Vilar, & Pijoan, 2015; Gupta, 2007).

Otros métodos comerciales

El método Vitek ESBL test (BioMerieux Vitek, Hazelton, Missouri) utiliza
cefotaxima y ceftazidima individuales en concentracion de 0.5 pg/mL, y las
mismas cefalosporinas en combinacion con acido clavulanico en
concentracion de 4 pg/mL. El andlisis de los pozos se realiza de forma
automatizada después de 4-15 horas de incubacién. La sensibilidad y
especificidad del método son superiores al 90 % (Paterson & Bonomo,
2005).

Becton Dickinson Biosciences (Sparks, Md) ha introducido un método
comercial con un corto periodo de incubacion para la determinar la
sensibilidad antimicrobiana, conocido como BD Phoenix. EI BD Phoenix
BLEE usa el crecimiento en respuesta a la presencia de cefpodoxime,
ceftazidima, ceftriaxone y cefotaxima, con y sin &cido clavulanico para
detectar la presencia de BLEE y los resultados se obtienen en 6 horas
(Paterson & Bonomo, 2005).
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Los métodos microbioldgicos tienen como finalidad detectar la presencia de

BLEE en los aislamientos bacterianos. Sin embargo, estos métodos no pueden

identificar el tipo especifico de BLEE presente, lo cual, es bastante complicado
(P. A. Bradford, 2001; G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005; Paterson & Bonomo,

2005).

Inicialmente, la determinacion del punto isoeléctrico (pl) fue utilizada para

identificar el tipo de BLEE presente. Sin embargo, muchas B-lactamasas poseen

puntos isoeléctricos idénticos, por lo que su uso es limitado (P. A. Bradford,

2001; Paterson & Bonomo, 2005).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los métodos moleculares
empleados para caracterizar BLEE

METODO VENTAJAS

Especifica para cada familia de genes

Sondas de ADN (blatem, blashv, etc.)

Facil de realizar, especifica para cada

HO familia de genes (blatem, blashv, etc.)

Oligotyping Detecta variantes especificas de cada
gen.

PCR-RFLP Facil _de realizar, permite dfetgctar
mutaciones puntuales (de 1 nucléotido)

PCR-SSCP Detecta variantes especificas de blasnv.

LCR Detecta variantes especificas de blasnv.

Es el gold estandar y permite determinar

Secuenciacion )
todas las variantes

DESVENTAJAS

Método engorroso, no permite distinguir entre
las variantes BLEE y no BLEE de blatem y
blasnv

No permite distinguir entre las variantes
especificas de blatem y blashv

Requiere el uso de oligonucleotidos
especificos, es engorroso y no detecta nuevas
variantes.

Mutaciones puntuales conllevan una alteracién
en el sitio de restriccion y por ende afectan la
deteccién.

Requiere  condiciones de electroforesis

especiales.
Requiere un gran nimero de primers.

La interpretacion de los resultados puede ser
dificil con métodos manuales.
Elevado costo.

PCR: polymerase chain reaction, LCR:lygase chain reaction, RFLP: restriction fragments length polymorphism, SSCP: single

stranded conformational polymorphism

Modificado de: (P. A. Bradford, 2001)
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Los métodos moleculares permiten la identificacion de los genes estructurales
de las diferentes familias de B-lactamasas como blatewm, blasnv y blactx-m. Sin
embargo, la identificacién de las variantes especificas sigue siendo un reto y la
secuenciacion sigue siendo el método de eleccion. La Tabla 2 muestra los
principales métodos moleculares utilizados en la identificacion de BLEE, sus

ventajas y desventajas.

El primer método molecular de identificacion de B-lactamasas fue el oligotyping,
el cual se uso para diferenciar TEM-1 de TEM-2. En ese método las sondas
fueron disefiadas para detectar mutaciones puntuales bajo condiciones estrictas
de hibridizacion. Posteriormente se desarrollaron sondas adicionales para
detectar 6 mutaciones puntuales en el gen blatem, pero por ser un método
laborioso pronto fue reemplazado por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) (P. A. Bradford, 2001).

La PCR es el método molecular mas sencillo para identificar la presencia de
una determinada familia de B-lactamasas mediante el uso de primers
especificos para detectar el gen que codifica la enzima. Los primers
generalmente son disefiados para reconocer y unirse a las regiones del gen que
presenta mutaciones puntuales con mayor frecuencia. Sin embargo, es
necesario complementar el analisis con otros métodos para discriminar entre
las diferentes variantes de enzimas como TEM y SHV. El andlisis de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion, RFLP por sus siglas en

inglés, se ha utilizado con esta finalidad (P. A. Bradford, 2001).

En la PCR-RFLP, los productos obtenidos en la PCR son sometidos a digestion
enzimatica por endonucleasas que reconocen secuencias especificas
presentes en el gen a analizar; los fragmentos obtenidos son separados e
identificados posteriormente por electroforesis. Los tamarios de los fragmentos

obtenidos con la digestion enzimatica indican las mutaciones puntuales
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presentes en los genes estructurales de las B-lactamasas. La desventaja
principal es que las enzimas de restriccion reconocen secuencias especificas,
por lo que solamente se requiere una enzima para cada mutacion (P. A.
Bradford, 2001).

Otro método molecular utilizado para caracterizar variantes de BLEE en
combinacion con la PCR es el analisis por medio de polimorfismos de
conformacion de cadena simple, SSCP por sus siglas en inglés, que permite
detectar mutaciones puntuales en localizaciones especificas del gen. Con PCR-
SSCP, los fragmentos de doble cadena de ADN son desnaturalizados vy
separados en un gel de poliacrilamida al 20% y las variantes de cada B-
lactamasa pueden ser identificadas mediante el patrén electroforético mostrado
(P. A. Bradford, 2001).

La reaccion en cadena de la ligasa (LCR) se ha utilizado para determinar
algunas variantes de blasnv ya que permite la discriminacion de las secuencias
de ADN que difieren por un par de bases mediante el uso de una ligasa
termoestable y cuatro primers biotinilados complementarios a la secuencia
blanco y que se hibridizan de forma adyacente uno de otro. Posteriormente, el
producto de LCR es detectado por medio de una reaccidn enzimatica con
NADPH-fosfatasa alcalina (P. A. Bradford, 2001).

La secuenciacién continua siendo el método de referencia para la determinacion
especifica del gen de B-lactamasa (bla) presente en los aislamientos. Pero su
interpretacion puede ser dificil, sobre todo, cuando se utilizan métodos

manuales de interpretacion para la determinacion de las enzimas.
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H. Distribucion y epidemiologia de las BLEE SHV, TEM y CTX-M en
Enterobacteriacea
La diseminacion de las BLEE es extremadamente facil debido a que estan
codificadas en plasmidos conjugativos, lo cual, posibilita no sélo la diseminacion
de este mecanismo de resistencia entre distintas cepas de la misma especie,

sino también entre diferentes especies bacterianas (Koneman, 2008).

Aunque en principio, las BLEE fueron aisladas de pacientes hospitalizados,
actualmente han ocurrido aislamientos en cepas de infecciones adquiridas en
la comunidad (Doi et al., 2013). A partir del afilo 2000 se ha observado un
aumento de aislamientos de cepas de E. coli productoras de CTX-M que afectan
a pacientes de la comunidad y, principalmente, estan implicadas en Infecciones
del Tracto Urinario (ITU). Generalmente, estas cepas también son resistentes a
quinolonas, aminoglucésidos y trimetoprim sulfametoxazol (Coque et al., 2008;
Mendonca et al., 2007).

Los primeros casos de enterobacterias productoras de BLEE fueron detectados
en Europa en 1983 y las primeras variantes caracterizadas fueron SHV-2 y
TEM-2 en pacientes hospitalizados. Ademas, en 1986 se detect6 en Francia el
primer brote nosocomial de K. pneumoniae con la variante TEM-3,
produciéndose un aumento dramatico de los casos de BLEE en los afios
sucesivos, en todo el mundo. Posteriormente, en la década de 1990 del 25 al
30 % de los aislamientos de K. pneumoniae eran portadores de BLEE; tasa que
logro reducirse a 7.9 % para el afio 2000, después de adoptar diversas medidas

de control (Paterson & Bonomo, 2005).

Los primeros informes sobre organismos productores de BLEE en Estados
Unidos datan de 1988. En 1989, se informan casos de infecciones producidas
por variantes SHV y CTX-M en Canada y Estados Unidos. La prevalencia de

organismos productores de BLEE quizas ha sido subestimada en el pasado,
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debido a los puntos de corte establecidos para las cefalosporinas de tercera
generacion (ceftazidima CIM 2 32 ug/mly cefotaxima CIM = 64 yg/mL) a pesar
gue muchos microorganismos productores de BLEE tienen CIMs entre 2 y 16

pg/mL.

En estudios realizados en el periodo 1998-2002 con 6,101 aislamientos de K.
pneumoniae se observo que 6.1 % de los aislamientos son resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion, mientras que en pacientes comunitarios
la tasa es 1.8 % para K. pneumoniae y 0.4 % en E. coli (Paterson & Bonomo,
2005)

El primer reporte de un aislamiento de BLEE en América Latina ocurre en el afio
de 1989. En la actualidad, esta region tiene la tasa mas elevada del mundo,
existiendo variaciones dentro de los paises que la forman, y siendo los de mayor
prevalencia Brasil y Chile, donde se han detectado enzimas de tipo CTX-M,
PER, TEM y SHV. Ademas se ha observado el aumento de las infecciones
producidas en la comunidad, y se reporta la prevalencia mas alta en el mundo
de aislamientos para K. pneumoniae portadora de BLEE, 45.4 - 51.9 %, y para
E. coli BLEE positiva con 8.5 - 18.1 % (Villegas, Kattan, Quinteros, & Casellas,
2008).

En Guatemala, se han reportado prevalencias de 14 — 27 % de cepas
portadoras de BLEE, de pacientes que asisten a clinicas periféricas del Seguro
Social y emergencia del Hospital Roosevelt; siendo Escherichia coli el patdgeno
mas frecuentemente aislado a partir de infecciones del tracto urinario (Alvarado
& Mejia, 2014; Najera, 2005). Adicionalmente, estudios realizados con
aislamientos de los servicios hospitalarios han reportado prevalencias de 26 %
y 31.9 % para el Hospital General San Juan de Dios y el Hospital Roosevelt,

siendo Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae los mas comunes (Gordillo et
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al., 2014; Pensamiento, 2006). Sin embargo, se desconoce el tipo de BLEE

responsable de la resistencia presente en esos aislamientos.

Tratamiento, control y prevencion

1. Tratamiento
Las enterobacterias productoras de BLEE son resistentes por regla general
a todas las cefalosporinas y penicilinas de espectro extendido, incluyendo
aztreonam. Las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién no deben ser
utilizadas aun en presencia de una aparente susceptibilidad (Pitout, 2009;
Tumbarello et al., 2006).

Las cefamicinas como el cefoxitin, cefotetan y moxalactam pueden ser
utilizadas para el tratamiento de E. coli y Klebsiella spp. productoras de
BLEE. Sin embargo, la terapia con cefamicinas conlleva la aparicion de
resistencia por el mecanismo AmpC mediado por plasmidos. La terapia con
trimetoprim sulfametoxazol y aminoglucoésidos puede estar comprometida si
los genes que median la resistencia para ambos es co-transferida en el
mismo plasmido de la BLEE (Pitout, 2009; Sanguinetti et al., 2003).

Las cepas productoras de BLEE generalmente son susceptibles a la
combinacién de un p-lactamico/inhibidor p-lactamasa, pero estos
medicamentos pueden ser inefectivos frente a grandes cantidades de enzima
y mostrar una resistencia in vivo. Actualmente, los carbapenemes son el
tratamiento de eleccién para los microorganismos productores de BLEE
(Pitout, 2009; Sanguinetti et al., 2003; Tumbarello et al., 2006).

Desafortunadamente la terapia con carbapenemes genera una presion
selectiva y conlleva el surgimiento de cepas productoras de metalo-B3-

lactamasas resistentes a carbapenemes, en cuyo caso la Unica opcion
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terapéutica es la polimixina en combinacion con algin aminoglucésido; por

ello, su uso debe ser controlado (Paterson & Bonomo, 2005; Pitout, 2009).

2. Prevencion y control
La resistencia a antibioticos es un grave problema a nivel hospitalario y
comunitario. La produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
es un importante mecanismo de resistencia, por lo que el uso de las
barreras adecuadas y buenas practicas son esenciales para prevenir la
propagacion de la resistencia y los brotes de bacterias productoras de
BLEE (Pitout, 2009; Tumbarello et al., 2006).

Existe una serie de vehiculos que facilitan la diseminacion de la resistencia
entre las diferentes especies, como son el tubo digestivo, la orofaringe, las
heridas colonizadas y otros. A ello se suma el uso de fémites hospitalarios
como termdémetros, geles empleados en ecografia, sondas, jabén liquido,
joyeria y la higiene de las manos de los profesionales (Sanguinetti et al.,
2003; Tumbarello et al., 2006).

Dentro de los factores predisponentes para la aparicion de brotes destaca
el uso excesivo de antimicrobianos, principalmente de cefalosporinas de
tercera generacion, aunque también se han relacionado al uso de
fluoroquinolonas, aztreonam, aminoglucésidos, trimetoprim sulfametoxazol
y metronidazol. Los grupos de pacientes mas frecuentemente afectados en
los brotes son: neonatos, quemados, pacientes con cancer, trasplantados y
los pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensivos (P. A.
Bradford, 2001; G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005; Paterson & Bonomo,
2005).
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Algunas medidas que han resultado eficaces a la hora de reducir la

aparicion y diseminacion de cepas portadoras de BLEE son:

1.

Restriccion del uso de cefalosporinas de tercera generacion y

fluoroquinolonas; especialmente en el uso empirico.

. Aislamiento cutaneo ante la deteccibn de una colonizaciéon (no

infeccién) por cepas productoras de BLEE: habitacion individual, uso
de guantes y bata, cambio de guantes y lavado de manos con
solucion antiséptica entre pacientes.

Educacion sanitaria en materia de prevencion del personal.

Lavado exhaustivo de manos, incluso con productos desinfectantes.
Mejorar la deteccién de BLEE por parte del laboratorio (Hernandez,
2010).
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IV. OBJETIVOS

A. General
Detectar los genes de B-lactamasas blatem, blashv y blactx-m en aislamientos
comunitarios de Escherichia coli productoras de BLEE a partir de urocultivos de

pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico Popular.

B. Especificos

1. Estimar la frecuencia de los genes blartem, blasnv y blactx-v en cepas de
Escherichia coli productoras de BLEE aisladas de urocultivos de pacientes
gue asistieron al Laboratorio Clinico Popular de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia durante el primer cuatrimestre del afio 2016.

2. Describir el perfil de resistencia antimicrobiana de los aislamientos de
Escherichia coli productores de BLEE, adquiridas en la comunidad,

portadores de los genes blatewm, blasnv y blactx-m.
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V. METODOLOGIA

A. Disefo de la investigacion
1. Tipo de estudio
Este estudio es de tipo prospectivo, transversal

2. Hipotesis
Este estudio no presenta hipétesis estadistica.

B. Unidades de anélisis
En el estudio se incluyeron todos aislamientos de Escherichia coli obtenidos a
partir de los urocultivos de pacientes ambulatorios, en los que se determind la
presencia de p- lactamasas de espectro extendido (BLEE) por medio del método
de difusién en disco en el Laboratorio Clinico Popular, durante los meses de
enero a abril del aflo 2016.

C. Recursos
1. Institucionales
a. Area de Microbiologia, Laboratorio Clinico Popular —LABOCLIP-
b. Instituto para la Investigacion Cientifica y Educacion acerca de las
Enfermedades Genéticas y Metabodlicas Humanas —INVEGEM — Rozas
Botran ONG.

2. Fisicos
a. Materiales y suministros de laboratorio
- Guantes de nitrilo libres de polvo.
- Puntas bloqueadas de pipeta de 10, 100 y 1000 uL
- Pipetas automaticas de volumen variable 0.5-10 pL, 10 - 100 pl, 100 -
1000 pl.
- Tubos de 0.2 mL PCR clean, libres de DNAsas, RNAsas y pirébgenos.



Tubos de 0.6 mL PCR clean, libres de DNAsas, RNAsas y pirdgenos

Marcador indeleble negro.

Papel parafilm

b. Reactivos

Caldo LB
Etanol al 70%

Isopropanol

Kit de extraccion de ADN para Gram Negativos Promega®
Kit Go Taq DNA polimersa Promega® (dNTPS, MgClz y Buffer 5X)

Agarosa grado analitico
GelRed® 10,000X

36

Primers foward y reverse especificos para amplificacion de los genes

blatem, blasnv y blactvx.

H20 libre de nucleasas

Equipo

Termociclador.

Camara de electroforesis horizontal
Fuente de poder

Minicentrifuga.

Incubadora

Termomixer

Vértex

Transiluminador

Congelador y refrigerador
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D. Métodos

1. Métodos pre-analiticos

a)

b)

Seleccidén de las cepas

En este estudio se incluyeron todos los aislamientos de Escherichia coli,
obtenidos a partir de urocultivos de pacientes ambulatorios, que
presentaron el mecanismo de resistencia BLEE detectado
fenotipicamente por medio del método de difusion en disco en el area de

Microbiologia del Laboratorio Clinico Popular.

Para el analisis molecular se conservaron las cajas de agar Mueller

Hinton en las que se evidencio la presencia de BLEE.

Recoleccion de las informacion

Los datos de analisis del estudio fueron recolectados por medio de la
revision de los expedientes de los pacientes, en la base de datos del
programa WHONET del area de Microbiologia del Laboratorio Clinico

Popular.

Transporte y almacenamiento de muestras
Las cajas con el cultivo de Escherichia coli en Mueller Hinton se
almacenaron a 4 °C selladas con papel parafilm hasta su transporte al

laboratorio, el cual se realizd en un tiempo maximo de 4 semanas.

d) Consideraciones éticas:

Debido a que el presente estudio se realizé utilizando cepas bacterianas,

no fue necesario el uso de consentimiento informado para los pacientes.
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2. Métodos analiticos

Para

la deteccion de los genes blatewm, blasnv y blactx-v de B-lactamasas en

aislamientos de Escherichia coli se realizaron los siguientes procedimientos:

a)

b)

Enriquecimiento del cultivo:

Todas las cepas de Escherichia coli fueron inoculadas en 5mL de caldo
LB (Luria Berthani) para su enriquecimiento por 48 horas a 37 °C.
Posteriormente se tomaron aproximadamente 400 pL para realizar la
extraccion de DNA. El cultivo restante fue almacenado a -20 °C con

leche descremada como cepario de respaldo.

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de las cepas se realizé por medio del kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification segun las instrucciones del
fabricante (Promega, Madison USA). Las cepas de las cuales no se
obtuvo DNA de calidad y cantidad suficiente después de dos
extracciones, fueron descartadas para el estudio molecular de los

genes.

c) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Todos los reactivos utilizados fueron atemperados previamente. Para la
amplificaciéon de cada uno de los genes (blatem, blasny y blacrtx-v) se
utilizaron los siguientes primers:
Gen Secuencia Progigcto Referencia
amplificado
5 ATGAGTATTCAACATTTCCGTG '3
blatem 903 pb (Tumbarello et al., 2006)
5 TTACCAATGCTTAATCAGTGAG'3
5 ATGCGTTATATTCGCCTGTG ‘3
blasnv 713 pb (Tumbarello et al., 2006)
5 TTAGCGTTGCCAGTGCTC ‘3
5 CGCTTTGCGATGTGCAG ‘3
blacTx-m 914 pb (Paterson et al., 2003)

5 ACCGCGATATCGTTGGT ‘3
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En cada reaccion de PCR se incluyé un control negativo (no template

control), para asegurar la no contaminacién de los reactivos.

Las concentraciones utilizadas para el master mix de las reacciones de

PCR fueron las siguientes:

Concentracion Concentracion Volumen

RN inicial final (HL)
H20 nucleasa free -- -- 6.5
Master mix 2X1 1x 125
Primer Forward 5uM 0.4 uM 2.0
Primer Reverse 5uM 0.4 uM 2.0

Total Master Mix 23.00

ADN molde 2.00

La concentracion inicial fue tomada en base a la presentacion de los reactivos de la marca
Promega GoTagqg Pol.

El programa de amplificacion empleado para realizar las PCR de los

genes fue el siguiente:

Temperatura

Pasos Tiempo oC Ciclos
Primera Desnaturalizacién 5 min 95 --
Desnaturalizacién 30 seg 95

Anillamiento 45 seqg Variable* 30 ciclos
Extensién 1 min 72

Extensién final 7 min 72 -
Hold 0 4 --

* SHV=50 °C, TEM= 55°C y CTX-M=60 °C

d) Electroforesis en gel de agarosa 2 %:
Los productos obtenidos tras la amplificacion fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % en tampdon TBE 1X
(Tris-Borato-EDTA) con Gel Red 2,000X.
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La visualizacién de los productos amplificados se realiz6 en un
transiluminador de luz ultravioleta. El peso molecular del producto
amplificado se determind utilizando un marcador de peso molecular de
100 pb.

e) Secuenciacion de Sanger
Para confirmar que los productos amplificados correspondian a los
genes blarem, blashv y blacTx-m, se seleccion6 uno de los productos de
PCR de cada gen y fue secuenciado por el método de Sanger, de forma
bidireccional por Macrogen, USA (Maryland, USA).

Posteriormente se realizé6 una prueba en BLAST con la secuencia
obtenida, lo cual confirmé la especificidad de la amplificacion llevada a
cabo. Las secuencias obtenidas fueron analizadas posteriormente con
las secuencias de referencia en el programa Geneious R8.8.1.8. Las
secuencias fueron traducidas a proteinas y analizadas en el software

CLC sequence viewer 8.0 Qiagen®.

E. Disefio estadistico
1. Tabulacién y almacenamiento de datos
Los datos fueron recolectados a partir de la base de datos del programa
WHONET utilizada en el &rea de Microbiologia del LABOCLIP. Las variables
obtenidas fueron tabuladas por medio de una base de datos creada

previamente.

2. Analisis de resultados
Estadistica descriptiva de los aislamientos vy los perfiles de resistencia se
realizaron mediante el uso del programa Microsoft Excel. Para realizar
todas las comparaciones entre grupos se utilizé la herramienta informatica

OpenEpi version 3.01, y un valor de p < 0.05.
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VI. RESULTADOS

Durante los meses de enero a abril del afio 2016, se recolectaron 94
aislamientos comunitarios de Escherichia coli productores de BLEE a partir de
urocultivos en el area de Microbiologia del Laboratorio Clinico Popular. Quince
fueron descartados ya que, no se obtuvo crecimiento bacteriano adecuado en el
medio de enriquecimiento y la calidad o cantidad del DNA extraido no fue adecuada
luego de dos repeticiones.

El 84.0 % de los aislamientos analizados procedian de urocultivos de mujeres.
La mediana de la edad fue de 57 afios (RIC= 26 — 67 afios) para todos los pacientes
y 31.6 % presentaba historia de infecciones del tracto urinario (ITU) recurrentes,

segun el registro del laboratorio (Ver anexos, Tabla 6).

Se utilizo la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
analizar 79 cepas productoras de BLEE y determinar la presencia de los genes
blatem, blasnv Yy blactx-m (Figura 5). En 90 % de los aislamientos se detecto la
presencia de, al menos, uno de los genes analizados tal y como se muestra en la

grafica 1.

Figura 5. Productos de PCR en gel de agarosa 2 %. Filas 2 y 3 blatew, filas 5
y 6 blaspy, filas 8 y 9 blacrx-m, filas 4,7 y 10 blanco de reactivo de PCR. Fila 1
Marcador de peso molecular 100 pb.
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Grafica 1. Frecuencia de los genes blarew, blasny Y blactx-wm
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Genes de B-lactamasa

El 82.3 % (65/79) de las cepas presentd mas de uno de los tipos de B-
lactamasas, y en mas de la mitad se presentaron los tres tipos de enzimas (53.2
%). Las enzimas de tipo TEM y SHV fueron detectadas de forma GUnica en 3.8 % de
los aislamientos, por el contrario, las enzimas de tipo CTX-M fueron detectadas
siempre de forma conjunta con las enzimas TEM y/o SHV tal y como se muestra en
la Tabla 3. En 10.1 % de los aislamientos no se detect6 la presencia de las enzimas
codificadas por los genes analizados (Ver anexos 1-4).

Tabla 3. Frecuencia de los genes de B-lactamasas detectados

Aislamientos

Genes de B-lactamasas % de aislamientos

(N=79)
blarem, blaskv y blactx-m 42 53.2
blasny, blactx-wm 2 2.5
blaTEm, blaCTx.M 1 1.3
blaTEm, blaSHv 20 25.3
blarem 3 3.8
blaSHv 3 3.8
Negativo (otra BLEE) 8 10.1

Los productos de PCR de los genes blatem, blashv Yy blactx-m obtenidos en

cinco cepas productoras de BLEE seleccionadas fueron secuenciados por el
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método de Sanger para determinar la enzima especifica que causa el mecanismo
de resistencia (Ver Figuras 6-8). En el analisis de las secuencias obtenidas se
obtuvo una concordancia total con las secuencias reportadas de [3- lactamasas
(Anexo 5). Los tipos especificos de [- lactamasas obtenidos se observan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Tipo de B- lactamasa determinado por secuenciacion de Sanger bidireccional

Cepa analizada Tipo de B-lactamasa
ECO-57 CTX-M15, SHV-11
ECO-96 CTX-M55
ECO-97 TEM-1
ECO-109 CTX-M15, SHV-11 yTEM-1
ECO-112 SHV-11 yTEM-1
Consensus " GG GG ‘:;U ATCATGTAA Jﬁu L e & oA el L L ¢
Coverage I
0.
39'2
e+ KR632746 G GGG GHAT AT
2 blaTEM1 CDS

> blaTEM1 gene

Ce REVTEM109_TEMR.ah1

- '

D& FIDTEM109_TEMF.ab1l G G G G & A

=

N

Figura 6. Electroferograma del producto de PCR para blarem. Puede observarse el alineamiento entre
la secuencia obtenida para la muestra TEM-109 por medio de secuenciacién de Sanger bidireccional y la
secuencia consenso (KR632746) para la enzima TEM-1.

(A=adenina/rojo, C=citosina/azul, T=timina/verde y G=guanina/amarillo)

Software: Geneious R8 8.1.8
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470 480 40
Consensus ACCGCTGGGAAACGGAACTGAATGATGG:I
2
Coverage I
0,
200 300 310
C¢ KR632750 AIEGCIENT G C GAAAEG GAAMITGAAMGAG G
2
LY U Ay~ f £ = A & L
b REVSHVI09_SHVRabh1t A C C G C T G GGAAACGGAACT G A AT oA G G
P« FWDSHVIO9 SHVFahl A CCGC TGGGAAACGGAACTGAATG A’G GL«

Figura 7. Electroferogramadel producto de PCR para blasnv. Puede observarse el alineamiento entre
la secuencia obtenida para la muestra SHV-109 por medio de secuenciacién de Sanger bidireccional y
la secuencia consenso (KR632750) para la enzima SHV-11.

(A=adenina/rojo, C=citosina/azul, T=timina/verde y G=guanina/amarillo)

Consensus

Coverage

Software: Geneious R8 8.1.8

680 600 700
GAG E AT € AGG € TG IG A BTG € BTG € TET € € THGEXK

Ce MF512031.1

872 882 892
1 G il G EFAEISIEERA G G BN G G AN G BN G BRSNS G (

‘ - . AN - AL i
P« REVCTXMI09. CTXMR2b1 G AGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGHC

. VAN ALK LA AW\ A | A .
L& FID CTXM109_CTXMF.ab1 GAGI."ATT"'AGG"‘TGGAL,TG"‘CTGCTTC € TG

Figura 8. Electroferograma del producto de PCR para blactx-w. Puede observarse el alineamiento
entre la secuencia obtenida para la muestra CTX-M109 por medio de secuenciacién de Sanger
bidireccional y la secuencia consenso (MF512031.1) para la enzima CTX-M15.

(A=adenina/rojo, C=citosina/azul, T=timina/verde y G=guanina/amarillo)

Software: Geneious R8 8.1.8
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La Tabla 5 muestra el perfil de resistencia de las cepas evaluadas frente a los
antibioticos no betalactamicos, incluidos en el antibiograma de forma rutinaria en el
Laboratorio Clinico Popular. Los porcentajes mas altos de resistencia corresponden
a ciprofloxacina y trimetoprim sulfametoxazol (ambos 62/79). Por el contrario, la

resistencia fue baja para fosfomicina (2/79) y nitrofurantoina (6/79).

Tabla 5. Perfil de resistencia a antimicrobianos no betalactamicos

Antibidtico Resistente® Susceptible
Fosfomicina? 2.5% 86.1%
Nitrofurantoina 7.6% 92.4%
Ciprofloxacina 78.5% 21.5%
Amoxicilina/Acido clavulanico 43.0% 57.0%
Trimetoprim sulfametoxazol 78.5% 21.5%

%Incluye resultados resistente e intermedio del antibiograma
PNueve de los aislamientos no fueron evaluados para fosfomicina

El 11.39% (9/79) de las cepas estudiadas presentd resistencia a un antibiético
no betalactamico, y en la mayoria la resistencia fue maltiple. El 59.49 % (47/79) fue
resistente a ciprofloxacina y trimetoprim sulfametoxazol de forma combinada,
siendo este perfil de resistencia el mas comun. Ademas, 29.11 % de las cepas con
resistencia a ambos antibiéticos presentd también resistencia a la combinacién de

amoxicilina/acido clavulanico.

No se encontré diferencia significativa entre la resistencia a ciprofloxacina,
trimetoprim sulfametoxazol y amoxicilina/acido clavulanico cuando se compararon
a los pacientes con historia de ITU recurrentes y los que no tenian este antecedente

(p=0.84, p=0.17 y p=0.55 respectivamente).



46

VIl. DISCUSION

El LABOCLIP es un laboratorio escuela que atiende diariamente en promedio
a 300 pacientes ambulatorios, la mayoria de ellos, tiene un nivel socioeconémico
bajo (Programa de Experiencias Docentes con la Comunidad [EDC], 2018). En el
afo 2016, el area de Microbiologia Clinica del LABOCLIP report6 36 % de
Escherichia coli BLEE positivo aisladas de urocultivos, valor superior al 27 % de
cepas productoras de BLEE reportado en el 2014 por Alvarado y Mejia en
aislamientos comunitarios del seguro social. Ademas, E. coli fue el patdgeno mas

frecuente asociado a infecciones del tracto urinario (93 %).

A nivel mundial se ha reportado un incremento alarmante en las cepas
productoras de BLEE provenientes de aislamientos comunitarios; sobre todo en
patdogenos de la familia Enterobacteriacea, con Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae como las especies mas frecuentes (Fan et al., 2014; Pitout et al., 2005;
Shaikh et al., 2015; Tumbarello et al., 2006). La deteccion y caracterizacion de estos
aislamientos es de vital importancia para la seleccién de la terapia, el control y
prevencion de los mismos. Por tal motivo, este estudio tuvo como objetivo detectar
los genes de B-lactamasas blartem, blashv y blactx-m en aislamientos comunitarios

de Escherichia coli productores de BLEE aislados de urocultivos.

Se detecto la presencia de, al menos, uno de los genes analizados en 89.8 %
de los aislamientos (71/79). Los genes blatem y blasnv fueron los méas frecuentes
con un 84 y 85 % respectivamente. Esto difiere de la mayoria de reportes
internacionales en los que las enzimas predominantes durante las ultimas dos
décadas en cepas productoras de BLEE son enzimas de tipo CTX-M (Mendoncga et
al., 2007; Moubareck et al., 2005; Doi et al., 2013; Rodriguez-Bafio et al., 2004). Sin
embargo, uno de los principales problemas de la caracterizacién de las BLEE es
que frecuentemente se asocian a B-lactamasas de amplio espectro (BLEA), sobre

todo de los tipos TEM y SHV de las cuales se originan, lo cual hace necesario, la
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identificacion del tipo especifico de enzima mediante la secuenciacion de los genes
para poder discriminar entre unas y otras (P. A. Bradford, 2001; G. A. Jacoby &
Munoz-Prince, 2005; Paterson & Bonomo, 2005).

Por el contrario, la deteccion del gen blactx-m en aislamientos productores de
BLEE es evidencia suficiente para explicar el fenotipo resistente, sin que sea
necesario determinar el tipo de enzima especifico. Es decir que, en el 57 % de los
aislamientos analizados, la enzima CTX-M es responsable del patron de resistencia
mostrado, independientemente de la presencia de las enzimas del tipo TEM y SHV
que también fueron detectadas. Este porcentaje concuerda con estudios realizados
en cepas Escherichia coli comunitarias a nivel mundial, en donde se reporta entre
40 y 70 % de cepas productoras de BLEE del tipo CTX-M (Brigante et al., 2005;
Rodriguez-Villalobos et al., 2011; Shaikh et al., 2015).

En los aislamientos que presentaron uno o ambos genes de las familias de
tipo TEM y SHV (32.9 %), podemos inferir que al menos una de estas enzimas son
de tipo BLEE y no BLEA, aunque es indispensable la confirmacion del tipo
especifico de la enzima por medio de secuenciacién o evaluar la presencia de otros
tipos de enzimas. Esto también es indispensable para el 10.1 % de los aislamientos
en los que no se detectd la presencia de los genes analizados, y por ello debe
evaluarse la presencia de enzimas como GES, BES, TLA, SFO e IBC que presentan
un espectro extendido y han sido descritas en enterobacterias (P. A. Bradford, 2001;
Paterson & Bonomo, 2005; Shaikh et al., 2015).

Se seleccionaron cinco cepas para la secuenciacion de los productos de PCR
amplificados y la determinacion del tipo especifico de enzima presente. La cepa
codificada como ECO-109 fue seleccionada debido a que presentod los tres genes
de B-lactamasas y los resultados del antibiograma mostraron resistencia a todos los
antibiéticos no betalactdmicos evaluados rutinariamente en el LABOCLIP, a

excepcion de la fosfomicina que no fue evaluada (ver anexo 1). Ademas, esta cepa
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presentd resistencia a cuatro antibidticos evaluados adicionalmente: cloranfenicol,
gentamicina, minociclina y tetraciclina, y fue sensible Unicamente a meropenem,
imipenem y amikacina. Las cepas ECO-97 y ECO-112 fueron seleccionadas
aleatoriamente en el grupo de cepas que no presentaron el gen blactx-m, y las cepas
ECO-57 y ECO-96 fueron seleccionadas aleatoriamente al presentar dos o tres
genes. Los resultados de secuenciacion obtenidos mostraron que las enzimas
presentes corresponden a TEM-1, SHV-11, CTX-M15 y CTX-M55.

La enzima TEM-1 es una B-lactamasa de espectro ampliado que fue
identificada por primera vez en el afio 1965 y es responsable de, aproximadamente,
el 90 % de la resistencia a ampicilina mediada por plasmidos en Escherichia coli (P.
A. Bradford, 2001; Paterson & Bonomo, 2005). Todas la BLEE del tipo TEM son
derivadas de esta enzima por mutaciones puntuales que provocan mayor
estabilidad de la enzimay aumento en su perfil hidrolitico (incluso acido clavulanico)
(G. A. Jacoby & Munoz-Prince, 2005). Esta enzima fue detectada en las cepas
ECO-97, ECO-109 y ECO-112, por lo que en estos tres aislamientos se tiene la
certeza de que el fenotipo BLEE mostrado no se debe a enzimas del tipo TEM.

La enzima SHV-11 detectada en las tres cepas secuenciadas (ECO-57, ECO-
109y ECO-112) fue descrita en 1997 y se diferencia de la enzima SHV-1 (la primera
enzima de este grupo descrita) solamente por el cambio de una leucina por una
glutamina en la posicion 35 (ver anexo 5, figura 13). Este cambio es distante del
sitio activo de la enzima, por lo que el espectro de hidrdlisis de SHV-11 es igual a
SHV-1 (Nuesch-Inderbinen, Kayser, & Hachler, 1997). Por tanto, la presencia de
esta enzima, al igual que la presencia de TEM-1, nos indica que el fenotipo BLEE

determinado en las cepas es causado por otra enzima.

La enzima CTX-M15 detectada en dos aislamientos de este estudio fue aislada
por primera vez en India y es la enzima del tipo CTX-M mas diseminada a nivel

mundial. Forma parte de la denominada “pandemia CTX-M” asociada a infecciones
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del tracto urinario (ITU) y bacteremias adquiridas en la comunidad y representa uno
de los mejores ejemplos de la rpida propagacion por transferencia horizontal de
genes de resistencia en las bacterias (Coque et al., 2008; Hijazi, Fawzi, Ali, & Abd
El Galil, 2016; Moubareck et al., 2005). El gen blactx-mis se ha encontrado en
elementos méviles altamente eficaces como los plasmidos IncFl, IncFll, IncHI2,
Incl, IncN, IncP-1-a, IncL/M e IncA/C; y las secuencias ISEcpl e ISCR1 (Brigante et
al., 2005; Peirano & Pitout, 2010). Recientes estudios de vigilancia informan altos
porcentajes de aislamientos de E. coli productores de CTX-M15 en Europa, Asia 'y
Ameérica del Sur (Hijazi et al., 2016; Lau et al., 2008; Shi et al., 2015).

Diferentes estudios de epidemiologia molecular con la técnica de MLST
(multilocus sequencing typing) sugirieren que la répida propagacion de Escherichia
coli productora de CTX-M15 a nivel mundial se debe al clon ST131. Este clon
altamente virulento contiene ademas multiples genes de resistencia como blaTem-1,
blaoxa-1, aaa(6’)-Ib-cr, tetA y aaa(3)-1l, contenidos en integrones de clase 1 o
asociados al plasmido IncFll (Machado et al., 2006; Peirano, Costello, & Pitout,
2010; Shi et al., 2015). Esto podria explicar la alta frecuencia de cepas co-
productoras de enzimas del tipo TEM-1 y CTX-M-15 (54 %) obtenidas en este
estudio. Sin embargo, no pudo determinarse la clonalidad de las cepas estudiadas.

Las enzimas aaa(3)-ll y aaa(6)-Ib-cr se han asociado a Escherichia coli
productoras de CTX-M15 (Peirano & Pitout, 2010; Xiao & Hu, 2012). Estas enzimas
modifican los aminoglucésidos y los inactivan. En este estudio no fue posible
determinar la resistencia a este grupo de antibidticos, debido a que no son
evaluados de forma rutinaria en el antibiograma para Gram negativos en el
LABOCLIP. La cepa ECO-109 fue resistente a los antibioticos de rutina evaluados,
por lo que se enfrentd a dos aminoglucosidos, y mostré resistencia frente a
gentamicina y susceptibilidad a amikacina. En esta cepa particular, puede
analizarse la presencia de estos dos genes de resistencia para confirmar el fenotipo

mostrado.
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La enzima aaa(6’)-1b-cr tiene también la capacidad de acetilar, y con ello
inactivar, fluoroquinolonas que presentan el nitrégeno amino libre en el anillo de
piperazina (norfloxacina y ciprofloxacina) (Park, Robicsek, Jacoby, Sahm, & Hooper,
2006; Peirano & Pitout, 2010). La presencia combinada de esta enzima con blacTx-
mis explicaria la elevada resistencia a fluoroquinolonas (ciprofloxacina) que
mostraron las cepas analizadas (78.5 %), sin olvidar que la resistencia a
fluoroquinolonas puede deberse también a mutaciones en otros genes como gyrA,
parC (cromosomicos), gnrA, gnrB y gnrS (plasmidicos). (Hernandez, 2010; G. a
Jacoby et al., 2006; Peirano et al., 2010; Peirano & Pitout, 2010). La elevada tasa
de resistencia a fluoroquinolonas en cepas productoras de BLEE encontrada,
concuerda con prevalencias reportadas en otros estudios como el de Rodriguez y
colaboradores que encontraron 77 % de resistencia a fluoroquinolonas en cepas
productoras de BLEE (Coque et al., 2008; Garcia-gomez et al., 2015; Rodriguez-
Bafio et al., 2004; Rodriguez-Villalobos et al., 2011).

La enzima CTX-M55 pertenece al subgrupo CTX-M1 al igual que la enzima
CTX-M15, de la cual se diferencia simplemente por tener una valina en vez de
alanina en la posicion 77, por lo que se cree que se ha derivado de esta enzima.
Fue descrita por primera vez en Tailandia y estudios estructurales han mostrado
que al igual que CTX-M15 se asocia a la presencia de ISEcpl (Kiratisin et al., 2007).
En China, esta es la segunda enzima del tipo CTX-M mas frecuente y ha sido aislada
en humanos y animales (Kim et al.,, 2017). La cepa ECO-96 que mostré la
presencia de esta enzima fue resistente a fosfomicina, un dato muy llamativo, sobre
todo porque algunos estudios han descrito la produccion conjunta de la enzima
CTX-M55 y el gen fosA3 en aislamientos de Escherichia coli en Brasil y Francia
(Cunha, Lincopan, Cerdeira, & Esposito, 2017; Fernandes, Sellera, Moura, Souza,
& Lincopan, 2018; Lupo, Saras, Madec, & Haenni, 2018).

La nitrofurantoina y la fosfomicina fueron los antibiéticos que presentaron

menor tasa de resistencia (7.6 y 2.5 % respectivamente). Esta tasa es elevada en
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comparacion con la tasa de 0.3% de cepas resistentes a fosfomicina y 1.5 % a
nitrofurantoina reportada previamente en aislamientos comunitarios (Dash, Al-
zarouni, Al-kous, & Shehhi, 2008; Zhanel et al., 2006).

El elevado numero de organismos multirresistentes en pacientes de la
comunidad es una amenaza emergente para la salud publica en el pais. Ya que la
resistencia mostrada a fluoroquinolonas, trimetroprim sulfametoxazole vy
amoxicilina/acido clavulanico en cepas productoras de BLEE limita la terapia al uso
de carbapenemes, nitrofurantoina y fosfomicina como la primera opcion para el
tratamiento de infecciones del tracto urinario que se originan en la comunidad. Ello
es alarmante, ya que en ambitos hospitalarios se han reportado altas frecuencias

de cepas resistentes a carbapenemes (Velasquez Porta, 2016).

La diseminacion de cepas productoras de BLEE, asociadas a plasmidos
portadores de genes de resistencia a multiples antibiéticos en la comunidad se debe
a los reservorios como individuos hospitalizados colonizados o infectados con estas
cepas Y los productos sanitarios que se utilizan para la atencion de esos pacientes.
Asi mismo, afecta a animales criados para el consumo humano y personas que
viajan a areas de alto riesgo (Moubareck et al., 2005; Peirano & Pitout, 2010) y es
de suma importancia caracterizar a los portadores de BLEE que puedan diseminar

estas bacterias en la comunidad.

Dentro de las principales limitaciones de este estudio, se encuentra la falta de
presupuesto para secuenciar todos los productos de PCR obtenidos y con ello,

determinar el tipo de enzima especifico presente en cada uno de los aislamientos.

No se pudo determinar la clonalidad de los aislamientos y los plasmidos
portadores de genes de resistencia. Sin embargo, los resultados obtenidos son
valiosos para el pais debido a que representan las primeros datos de caracterizacion

molecular de cepas productoras de BLEE en infecciones del tracto urinario
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comunitarias causadas por Escherichia coli. Ademas demuestran la importancia que
tiene la caracterizacion para determinar la eleccion de terapias de primera linea en
estas infecciones y las medidas de control que deben considerarse para evitar la

propagacion de ésta cepas.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. EI89.8 % de los aislamientos de Escherichia coli productores de BLEE present6
al menos uno de los genes analizados, con un alto porcentaje de co-produccion

de B-lactamasas, sobre todo del tipo TEM y SHV.

2. El gen blactx-w se encontré en el 57 % de los aislamientos analizados, y se
establecio que es el responsable del fenotipo BLEE independientemente de la

presencia de las enzimas del tipo TEM y SHV que también fueron detectadas.

3. La identificacion de las enzimas TEM-1, SHV-11, CTX-M15 y CTX-M55,
realizada por secuenciacion, corresponde a la primera caracterizacion
molecular de BLEE reportada en el pais, lo cual tiene un impacto en cuanto a

la epidemiologia de los aislamientos comunitarios.

4. En 10.1 % de los aislamientos no se detectd la presencia de los genes
analizados, por lo que debe evaluarse la presencia de otros tipos de enzimas
como GES, BES, TLA, SFO e IBC.

5. Los aislamientos de Escherichia coli productores de BLEE analizados
mostraron porcentajes altos de resistencia a ciprofloxacina y trimetoprim
sulfametoxazol (ambos 78 %), y una baja tasa de resistencia para fosfomicina
(2.53 %) y nitrofurantoina (7.59 %).

6. El 11.39% de las cepas estudiadas presento resistencia a un solo antibiotico
no betalactamico, y la resistencia combinada de ciprofloxacina y trimetoprim

sulfametoxazol fue el perfil mas comun.
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IX. RECOMENDACIONES

. Identificar los tipos especificos de enzimas de las clases TEM y SHV para
determinar si el fenotipo BLEE es debido a enzimas de estos dos grupos o su

presencia se debe a la co-produccion de enzimas del tipo BLEA.

. Caracterizar los plasmidos portadores de genes de [-lactamasas para
determinar la presencia conjunta de genes de resistencia a otros antibiéticos

como aaa(3)-1l, aaa(6’)-Ib-cr, gyrA, parC, gnrA, gnrB y gqnrS.

. Realizar un andlisis clonal de las cepas productoras de BLEE del tipo CTX-M15
y CTX-M55 asociadas a clones especificos de Escherichia coli mediante la

técnica MLST para determinar el origen de las mismas en el pais.

. Incluir al menos un antibiético aminoglucésido de forma rutinaria en el
antibiograma para Gram negativos en el LABOCLIP, para determinar la tasa de

resistencia a este grupo de antibioticos en cepas productoras de BLEE.

. Implementar vigilancia especial para la resistencia a  nitrofurantoina,
fosfomicina y carbapenemes en aislamientos comunitarios, ya que la elevada
frecuencia de cepas productoras de BLEE multirresistentes limita la terapia al

uso de estos antibiéticos para los que ya se ha reportado resistencia.
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XI. ANEXOS
Anexo 1:

Tabla 6. Datos generales de los aislamientos analizados en este estudio.

No CODIGO blaTEM  blaSHV  blaCTX-M FOS NIT CIP AM/AC SXT  SEXO éﬁﬁg ITU REC
1 ECO-02 Positivo  Positivo Negativo S S R S R M 4 Sl
2 ECO-03 Positivo  Positivo Positvo S R S S R F 76 Sl
3 ECO-06 Positivo Positivo Positivo S S R | R M 35 NO
4 ECO-07 Positivo  Positivo Negativo R S S R R F 7 NO
5 ECO-08 Positivo  Positivo Positivo S R R R R M 95 NO
6 ECO-09 Positivo  Positivo Positivo S S R | R F 43 NO
7 ECO-11 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 43 NO
8 ECO-13 Positivo  Positivo Positivo S S R S S M 70 NO
9 ECO-14 Positivo Positivo Positivo S S S S R M 26 DIAS NO
10 ECO-15 Positivo  Positivo  Negativo S S S S R F 50 NO
11 ECO-16 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 60 NO
12 ECO-17 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 61 NO
13 ECO-18 Positivo  Positivo Positivo S I R S S F 79 Sl
14 ECO-19 Positivo  Positivo Positivo S S S S R F 4 MESES NO
15 ECO-20 Positivo Negativo Negativo S S S R S F 2 NO
16 ECO-21 Positivo Positivo Positivo S S R R R F 19 Sl
17 ECO-23 Positivo  Positivo  Negativo S S S R R F 71 NO
18 ECO-24 Positivo Positivo Positivo S S S S R F 51 NO
19 ECO-25 Positivo  Positivo Negativo S S R S S F 55 NO
20 ECO-27 Positivo  Positivo  Negativo S S R S R F 66 NO
21 ECO-28 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 27 NO
22 ECO-29 Positivo  Positivo  Negativo S S R R R F 71 Sl
23 ECO-31 Positivo  Positivo Positivo S R S S R F 14 NO
24 ECO-32 Positivo Positivo Positivo S S R | R F 67 NO
25 ECO-34 Positivo  Positivo Positivo S S R R R F 30 Sl
26 ECO-35 Positivo  Positivo  Negativo S S R R R F 16 NO
27 ECO-36 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 4 MESES NO
28 ECO-38 Positivo  Positivo Negativo S S R S | F 59 NO
29 ECO-39 Positivo  Positivo Positivo S S S S | F 61 Sl
30 ECO-40 Positivo  Positivo Negativo S S R S S F 61 NO
31 ECO-44 Positivo  Positivo Negativo S S S S | M 82 Sl

FOS: Fosfomicina, NIT: Nitrofurantoina, CIP: Ciprofloxacina, AM/AC: Amoxicilina/Acido clavulanico, SXT:
Trimetoprim sulfametoxazol, ITU REC: infeccion del trato urinario recurrente, R: resistente, I: intermedia, S:
susceptible, M: masculino, F: femenino, NE: no evaluado.
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Continuacion Tabla 6

EDAD

No CODIGO blaTEM blaSHV blaCTX-M FOS NIT CIP AM/AC  SXT SEXO (afios) ITU REC
32 ECO0-45 Positivo  Positivo Negativo S S R S R F 57 NO
33 ECO-47 Positivo Positivo Positivo S S R | R F 61 NO
34 ECO0O-49 Positivo  Positivo Negativo S S S R | F 81 Sl
35 ECO-50 Positivo Positivo Positivo S S R | R F 26 Sl
36 ECO-51 Positivo  Positivo Positivo S S R R R M 1 NO
37 ECO-53 Negativo Positivo Positivo S S R | R F 60 NO
38 ECO-57 Negativo Positivo Positivo S S R | R M 4 Sl
39 ECO-59 Positivo Positivo Positivo S S R S R F 58 NO
40 ECO-61 Positivo  Positivo Positivo S S S | R F 81 Sl
41 ECO-62 Positivo  Positivo Negativo S S R S R F 76 NO
42 ECO-63 Positivo  Positivo Positivo S S R S S M 70 NO
43 ECO-70 Positivo  Positivo Negativo S S R S R F 59 NO
44 ECO-71 Negativo Negativo Negativo S S R S S F 1 NO
45 ECO-72 Negativo Negativo Negativo S S R S S M 67 NO
46 ECO-74 Positivo Positivo  Negativo S S R S S F 63 NO
47 ECO-75 Negativo Negativo Negativo S S R S R F 61 NO
48 ECO-76 Positivo Positivo  Negativo S S S R R F 5 NO
49 ECO-78 Positivo  Positivo Positivo S S R | R F 58 NO
50 ECO-79 Negativo Negativo Negativo S S R S R F 65 NO
51 ECO-80 Positivo  Positivo Positivo S S R R R F 8 Sl
52 ECO-81 Positivo Positivo Positivo NE S R | S F 73 NO
53 ECO-83 Positivo  Positivo Positivo S S R R S F 44 NO
54 ECO-84 Negativo Negativo Negativo S S R R R F 77 Sl
55 ECO-86 Negativo Positivo  Negativo S S R S S F 65 Sl
56 ECO-87 Negativo Negativo Negativo S S | | R F 2 NO
57 ECO-88 Positivo  Positivo Positivo S S R S R F 81 NO
58 ECO-89 Negativo Negativo Negativo S S R | S F 57 NO
59 ECO-90 Positivo  Positivo Positivo S S R S R M 44 Sl
60 ECO-91 Positivo Negativo Negativo S S R S S F 64 SI
61 ECO-92 Negativo Negativo Negativo S S R | R F 55 Sl
62 ECO-93 Positivo Negativo  Positivo S S R S R F 32 NO
63 ECO-94 Negativo Positivo  Negativo S S R S R F 8 Sl
64 ECO-95 Positivo Positivo Positivo S S R | S F 66 NO
65 ECO-96 Positivo  Positivo Positivo R S R S R F 55 Sl

66 ECO-97 Positivo Negativo Negativo NE R S R R F 86 NO

FOS: Fosfomicina, NIT: Nitrofurantoina, CIP: Ciprofloxacina, AM/AC: Amoxicilina/Acido clavulanico, SXT:
Trimetoprim sulfametoxazol, ITU REC: infeccidn del trato urinario recurrente, R: resistente, |: intermedia, S:
susceptible, M: masculino, F: femenino, NE: no evaluado.
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Continuacion Tabla 6

EDAD

No CODIGO blaTEM  blaSHV blaCTX-M FOS NIT CIP AM/AC SXT SEXO o) ITU REC
67 ECO-98 Positivo Positivo Negativo NE S R R R F 3 Sl
68 ECO-99 Positivo  Positivo  Positivo NE S S S R F 71 NO
69 ECO-100 Positivo Positivo  Positivo NE S R S R M 68 Sl
70 ECO-103 Positivo Positivo  Positivo S S R I R F 55 NO
71 ECO-106 Positivo Positivo  Positivo NE S R S R F 17 NO
72 ECO-107 Positivo Positivo  Positivo S S R I R F 7 MESES NO
73 ECO-108 Positivo Positivo  Positivo S S R S R F 53 Sl
74 ECO-109 Positivo Positivo  Positivo NE R R R R F 56 Sl
75 ECO-110 Positivo Positivo  Positivo NE S S S S F 29 NO
76 ECO-112 Positivo Positivo Negativo S S R S R F 69 NO
77 ECO-113 Negativo Positivo Negativo S S R I R F 28 NO
78 ECO-114 Positivo Positivo Negativo S S R S S F 62 NO
79 ECO-115 Positivo Positivo  Positivo NE S R S R M 64 Sl

FOS: Fosfomicina, NIT: Nitrofurantoina, CIP: Ciprofloxacina, AM/AC: Amoxicilina/Acido clavulanico, SXT:
Trimetoprim sulfametoxazol, ITU REC: infeccién del trato urinario recurrente, R: resistente, I: intermedia, S:
susceptible, M: masculino, F: femenino, NE: no evaluado.



Anexo 2:

02 06 07 09 11 14 15 17 19 20 24 25

o o, S v —

44 45 47 49 50 53 57 59 61 63 70 71 B

—

87 88 89 90 91 -92 93 94 95 96 97 98

- g b=y

03 08 13 16 18 21 23 51 62 /

o Ssaw

67

28 29 3132 34 35 36 38 39 40 42 27

73 72 74 75 76.. 78 ¥9 81 83 84 86

T

99 100 103106 107 108 109 110 112 113 115114

-u--u!'g £ by
"~ -

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa 2% de
los productos de PCR del gen blactxm. Puede
observarse el producto de 914 pb amplificado, y que
corresponde a una region altamente conservada del
gen blacrx-m. Este se encontré en 57 % de las cepas.
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa 2%
delos productos de PCR del gen blatem. Puede
observarse el producto de 903 pb amplificado, y
que corresponde al gen blarem. Este se encontré
en 83.5 % de las cepas.
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa 2%
de los productos de PCR del gen blasnv. Puede
observarse el producto de 713 pb amplificado, y
que corresponde al gen blasny. Este se encontro
en 84.8 % de las cepas.
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Anexo 5: Alineamiento de proteinas con sus respectivas secuencias consenso
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Figura 12: Alineamiento de proteina TEM-1 (consenso AAR25033.1) con la enzima tipo TEM
detectada en la muestra ECO-109. En la figura puede observarse una concordancia total entre
la secuencia obtenida para la enzima TEM amplificada de la cepa ECO-109 y la secuencia de
referencia de la enzima TEM-1 de la base de datos Nucleotide de NCBI.
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Figura 13: Alineamiento de SHV-11 (consenso AFN82169.1) con la enzima tipo SHV detectada
en la muestra ECO-109. En la figura puede observarse el cambio de una Leucina presente en la
secuencia de referencia de la enzima SHV-1 de la base de datos Nucleotide de NCBI, por una
Glutamina en la secuencia obtenida para la cepa ECO-109. Este cambio en la posicion 35 produce
la enzima SHV-11
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Figura 14: Alineamiento de CTX-M15 (consenso AEQ55252) con la enzima tipo CTX-M
detectada en la muestra ECO-109. En la figura puede observarse una concordancia total entre la
secuencia obtenida para la enzima CTX-M15 amplificada de la cepa ECO-109 y la secuencia de
referencia de la enzima CTX-M15 de la base de datos Nucleotide de NCBI.
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Anexo 6: Secuencias FASTA obtenidas para los diferentes genes analizados

blactx-m1is
>180815-10_MO03_CTXM109_CTXMF.ab1 901

NNNNNNNNNNNNGANNCACGTCACGCTGTTGTTAGGAAGTGTGCCGCTGTATGCGC
AAACGGCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGAATTAGAGCGGCAGTCGGGAGGCAGA
CTGGGTGTGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCTGATG
AGCGCTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGCGGCCGCGGTGCTGAAG
AAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACC
TTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGA
GCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGC
TCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAA
CGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCG
CGTGATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGT
AAAGCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATAC
CACCGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGATA
AAACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTGATCTGGCCAAAA
GATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAA
AGCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAANNCNNTCANGCAGNGNGGNTGTNT
NAAAAAANNNGNNNNNGNNNCNNNTNGCNCNTNTNNNNNNNNTNTNNTNNTN

blacTx-mss
>180326-19 All CTXM_CTXMF.abl 914

NNNTNNNNNNNGCACNGTCCGCTGTTGTTGGAAGTGNGCCGCNGNATGCGCAAACG
GCGGACGTACAGCAAAAACTTGCCGNNTTAGAGCGGCAGTCGGGAGGCAGACTGGG
NGNGGCATTGATTAACACAGCAGATAATTCGCAAATACTTTATCGTGCNGANGAGCG
CTTTGCGATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATGGCCGTGGCCGCGGTGCTGAAGAAAA
GTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGT
TAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTGGCTGAGCT
TAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAACGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCA
CGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGACGAAACGT
TCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGT
GATACCACTTCACCTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTGGGTAAA
GCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGGTGACATGGATGAAAGGCAATACCAC
CGGTGCAGCGAGCATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGGGATAAA
ACCGGCAGCGGTGGCTATGGCACCACCAACGATATCGCGGGTGATCTGGCCAAAAG
ATCGTGCGCCGCTGATTCTGGTCACTTACTTCACCCAGCCTCAACCTAAGGCAGAAA
GCCGTCGCGATGTATTAGCGTCGGCGGCTAAANNNNCNNNNNNNGNNNTNNNNTNN
NNNNNNNGGAATTTTNCCNAAAGGGGTCGAGCTCGGTNTAATTNACNAGCCCANANC
NGTGGCTNNN
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blatem-1
>180815-10 EO1 TEM109 TEMF.abl 903

NNNNNNNNTNNNTNNNGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCT
GGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACT
GGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATG
ATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGC
AAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACC
AGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGC
CATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACC
GAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGT
TGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCC
TGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTG
CGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTA
GTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGNNNNNNNNNTGNNNNNNNNNNNNNNNCCCTTNNGNCCC
AAAGANNNGTNCNGNNTCNNNAACAACNTANCCTATTATNTTNTT

blashv-11
>180815-10 A03 SHV109 SHVF.abl 823

NNNNNNNNNNNNNNNNNCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGAGCA
AATTAAACAAAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGCCGCGTAGGCATGATAGAAATGGATCT
GGCCAGCGGCCGCACGCTGACCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGA
GCACCTTTAAAGTAGTGCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGATGCCGGTGAC
GAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGCCAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCC
GGTCAGCGAAAAACACCTTGCCGACGGCATGACGGTCGGCGAACTCTGCGCCGCCG
CCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCTGGCCACCGTCGGCGGC
CCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGCGCCAGATCGGCGACAACGTCACCCGCCTTGAC
CGCTGGGAAACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGATGCCCGCGACACCACTAC
CCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTGCTGACCAGCCAGCGTCTGAGC
GCCCGTTCGCAACGGCAGCTGCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGAC
CGTTGATCCGCTCCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAGACCGGAGCT
GGCGAACGGGGTGCGCGCGGGATTGTCGCCCTGCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGA
GCGCATTGTGGTGATTTATCTGCGGGATACCCCGGCGAGCATGGCCGAGCGAAATC
AGCAAATCGCCGGGATCGGCGCGGCGCTNATCGNNTNNNN
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