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1. RESUMEN

El aumento de la prevalencia de las enzimas betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) tipo CTX-M, en bacterias entéricas de origen hospitalario y
comunitario, ha tenido una gran repercusion a nivel mundial y en particular en
América Latina durante los ultimos diez afios. Con el fin de proporcionar
informacién relevante al problema creciente de la resistencia bacteriana, el
objetivo del presente estudio fue determinar las variantes genéticas en aislados
bacterianos que codifican para enzimas betalactamasas procedentes de aislados
clinicos de centros hospitalarios en Quito. Se analizaron 110 aislados clinicos en
los cuales se establecieron las variantes genéticas tipo blacrx.m. El analisis fue
realizado a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y mediante
cebadores especificos, se amplificaron las variantes tipo blactx.v que portaban
cada uno de los aislados. Los genes fueron visualizados en geles de agarosa y
luego del secuenciamiento, en Macrogen - Korea, se encontraron las siguientes
variantes alélicas: CTX-M-28 (66,4 %), CTX-M-2 (13,6 %), CTX-M-12 (8,0 %) y
CTX-M-14 (6,4 %) donde Escherichia coli fue la Enterobacteria mas prevalente
(50,9 %) y cuyos aislados provenian en su mayoria de muestras de orina. A pesar
de que en América Latina se han realizado varios estudios sobre estas enzimas,
estos datos representan los primeros reportes en Ecuador para dichos alelos. De
esta forma se ha contribuido con informacion que puede ser usada en estudios de

epidemiologia molecular tanto a nivel local como regional.

Palabras clave: BLEE, bacterias Gram negativas; Escherichia coli; genes

tipo blacrx.m; resistencia antimicrobiana; variantes genéticas



2. ABSTRACT

Increased prevalence of extended spectrum beta-lactamase enzymes (ESBL)
CTX-M type, in enteric bacteria source community hospital and has had a great
impact worldwide, particularly in Latin America over the last ten years. To provide
information to the growing problem of bacterial resistance, in this study a group of
110 clinical isolates from hospitals in the city of Quito, the type of which genetic
variants carrying blaCTX-M were set were analyzed. Through Polimerase Chain
Reaction and specific primers, we amplyfied blactx.v-genetic types for every
isolates in analysis. The genes were visualized on agarose gels and then the
sequencing the following allelic variants were found: CTX-M-28 (66.4%), CTX-M-2
(13.6%), CTX-M-12 (8, 0%) and CTX-M-14 (6.4%) where Escherichia. coli
Enterobacteria was the most prevalent (50.9%) whose isolates were mostly from
urine. Although, in Latin America have been several studies on these enzymes,
these data represent the first reports in Ecuador for these alleles. This has
contributed information that can be used in molecular epidemiology studies both

locally and regionally.

Key Word: antimicrobial resistance, blactx.v-gen type; ESBL, Gramnegative

bacteria; genetic variants.



3. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae es un grupo de bacilos Gram negativos de
gran importancia en la patologia infecciosa. A pesar de ser considerados como
parte de la microbiota comensal estable o transitoria del tracto digestivo de
animales y humanos, algunos actian como patdégenos oportunistas causando
infecciones en tractos urinario, respiratorio y en el sistema circulatorio (Madigan et

al., 2011; Cowan y Talaro, 2012; Silva et al., 2011).

Fisiologicamente se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, no
esporulados, anaerobios facultativos con disposicion flagelar peritrica a excepcion
de los géneros Shigella y Klebsiella (Pommerville, 2011). Por su metabolismo, son
capaces de fermentar la glucosa y los productos secundarios de esta
metabolizacidon son especificos dependiendo de la especie. Son oxidasa
negativos excepto Plesiomonas, y catalasa positivos a excepcion de Shigella

dysenteriae (Willson, 2008).

Las bacterias entéricas mas prevalentes son Escherichia coli (E. coli),
Salmonella entérica y Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), causan una gran
variedad de enfermedades en humanos y animales como diarrea, bacteriemia,
infecciones en vias urinarias, vias respiratorias, entre otras. Durante la mitad del
siglo anterior se reportd una estrecha correlacion entre el uso de los antibidticos
en el tratamiento de estas enfermedades y el desarrollo de la resistencia a los

antibioticos (Davis y Davis, 2010).



La resistencia antimicrobiana es la capacidad que tiene la bacteria para
sobrevivir a la accion de un antibiotico; representa una ventaja para expandir su
nicho ecologico y posibilitar su proliferacion ya sea en ambiente o en nosocomio
(Silva et al., 2011). Esta condicion reduce las opciones terapéuticas, lo que
repercute directamente en el éxito de la terapia para combatir infecciones
producidas por estos patdogenos, ademas de provocar elevados indices de
morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios elevados (Owens y Lautenbach,

2007; Eckert et al., 2006).

La resistencia a los antibiéticos en una bacteria puede ser intrinseca o
adquirida (Pana, 2012). Los mecanismos de resistencia intrinseca son de origen
natural y se deben a los rasgos genéticos propios de cada microorganismo. Sin
embargo, la aparicion de mutaciones en el ADN cromosémico o la adquisicion de
informacion genética contenida en plasmidos, transposones e integrones
provocan la aparicién de nuevas estrategias conocidas como resistencia adquirida

(Guilfoile y Alcamo, 2009; Wax et al., 2007).

En general, las bacterias entéricas causantes de infecciones han
desarrollado mecanismos de resistencia a los antibioticos betalactdmicos. El méas
importante de estos mecanismos es la produccion de enzimas betalactamasas;
estas enzimas son de naturaleza proteica y son codificadas por genes de origen
cromosomico o plasmidial (Canton, 2008). El nivel de resistencia que presentan
estas enzimas esta correlacionada con su concentracion, afinidad por los

betalactamicos y propiedades hidroliticas (Bush y Fisher, 2011).



Los antibioticos betalactamicos representan el principal grupo de
antibioticos mas seguros, eficaces y ampliamente utilizados para el tratamiento de
infecciones bacterianas (Lewis et al., 2002). Su uso terapéutico comenzo con la
introduccién de la penicilina durante la segunda guerra mundial y continta con el
desarrollo de las mas actuales cefalosporinas y carbapenemes usadas en
infecciones antibiético-resistentes (Mayer, 2009; Weber y Karger, 2010; Wax et
al., 2007). Estos agentes actlan inhibiendo la sintesis de la pared celular
bacteriana como resultado de su fuerte unién covalente a las proteinas ligadoras
de penicilina PBP (por sus siglas en inglés “penicillin-binding-proteins”) (Zurita,
2012) que catalizan una serie de reacciones de transpeptidacion y
carboxilpeptidacion necesarias para la sintesis de la pared celular y ademas
activan una autolisina bacteriana enddgena que destruye el peptidoglicano (Ola

Skold, 2011).

Los antibidticos betalactamicos tienen una estructura comuan llamada anillo
betalactamico (Shlaes, 2010). La presencia de grupos sustitutivos unidos al anillo
betalactamico establecen su clasificacion en: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes y monobactamicos (Zurita, 2012). Las penicilinas han sido por
largo tiempo el tratamiento de eleccion en un buen numero de infecciones. Las
cefalosporinas tienen un gran abanico de accién y pueden ser de primera,
segunda, tercera, cuarta y quinta generacion (Kollef, 2009). Los carbapenemes se
usan en infecciones nosocomiales y en infecciones causadas por bacterias
resistentes a quinolonas, aminoglucosidos y otros antibiéticos de amplio espectro

(Zurita, 2012; Pana, 2012).



El uso masivo de antibiéticos betalactamicos como primera linea de accién
para el tratamiento de infecciones generé una fuerte presion selectiva que
favorecié a ciertas bacterias resistentes productoras de enzimas betalactamasas
(Lewis et al.,, 2002). Estas enzimas son numerosas, tienen una alta tasa de
mutabilidad y se distribuyen ampliamente a nivel mundial en bacterias Gram
negativas y Gram positivas (Sidjabat et al., 2013; Drlica y Perlin, 2011; Jacoby y

Munoz-Price, 2005).

Se han descrito alrededor de 900 betalactamasas de las cuales 300 son
betalactamasas de espectro extendido, BLEE (Zurita, 2012). Las betalactamasas
son enzimas bacterianas que inactivan a los antibidticos betalactamicos por
hidrolisis. Se han clasificado de acuerdo a dos esquemas generales; la
clasificacion molecular de Ambler y el sistema de clasificacion funcional de Bush-
Jacoby- Mideros (Bonnet, 2004; Drawz y Bonomo, 2010). Para el presente

estudio tomaremos en consideracion la clasificacion de Ambler.

Segun Ambler (1980) a las betalactamasas se las ha clasificado en cuatro
clases, designadas como clases A, B, C y D. El sustento de esta clasificacion se
basa en la similitud aminoacidica (Ambler et al., 1991). Bajo este disefio de
clasificacion, las betalactamasas de clase A, C y D son serin- betalactamasas
porque poseen un residuo de serina en el sitio activo que hidroliza el enlace
amino del anillo betalactamico a través de mecanismos de acilacion y deacilacion.
En cambio, las de clase B son las metalo- betalactamasas porque poseen un ion

zinc en el sitio activo que actia polarizando distintas estructuras del anillo



betalactamico provocando su hidrdlisis (Matagne et al., 1998; Paterson y Bonomo,

2005; Anderson et al., 2012).

Las betalactamasas de la clase A se localizan tanto en bacterias Gram
negativas como en Gram positivas. Este tipo de enzimas son codificadas en ADN
plasmidial y cromosémico. En esta clase se encuentran las betalactamasas tipo
TEM, SHV, GES, CTX-M (Ambler et al., 1991); entre estas, el mayor nimero de
variantes descritas en los ultimos afios corresponden a las de tipo CTX-M las

mismas que consideraremos en este estudio

La primera betalactamasa del grupo A fue identificada en 1963 y se la
llam6é TEM en honor a la paciente portadora Temoniera (Paterson y Bonomo,
2005). La segunda betalactamasa aislada fue la de tipo SVH, se la encontré en
Klebsiella pneumoniae y su nombre se debe a una contraccién de sulfhidrilo
variable, que es una de las propiedades bioquimicas de este grupo de enzimas

(Paterson y Bonomo, 2005).

TEM y SHV son las betalactamasas mas comunes en aislado clinicos de E.
coli y K. pneumoniae, patégenos responsables de infecciones en tracto urinario,
tracto respiratorio adquirido en nosocomio y bacteriemias (Guzman-Blanco et al.,

2014).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas capaces
de conferir a la bacteria resistencia a penicilinas, cefalosporinas de primera,

segunda, tercera e inclusive cuarta generacion y a los monobactamicos como el



aztreonam, pero no a cefamicinas ni carbapenémicos, ademas, son susceptibles
de inhibicion por inhibidores de betalactamasas como el acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam (Paterson y Bonomo, 2005). Estas propiedades son
empleadas para su identificacion fenotipica (Pérez et al., 2007; Pitout y Laupland,
2005). Son responsables de la mayor parte de fracasos terapéuticos provocando
elevados indices de morbilidad, mortalidad y costos hospitalarios (Owens y

Lautenbach, 2007; Weber y Karger, 2010; Walsh, 2003).

Fueron aisladas por primera vez en 1983 en Alemania en una cepa de
Klebsiella ozonae a la que se designé como SHV-2 hidrolizadora de oximino-
cefalosporinas; esta cepa se derivd de una SHV-1 por mutaciones puntuales
(Zurita, 2012; Paterson y Bonomo, 2005). Con el tiempo se describieron nuevas
enzimas BLEE derivadas de TEM-1 y TEM-2 con mutaciones puntuales en la
secuencia del gen y que presentaban un espectro de actividad similar al de SHV-

2.

La evolucion de las betalactamasas por mutacion no se ha limitado
Gnicamente a las familias TEM y SHV. Durante las dos ultimas décadas, nuevas
enzimas de clase A con actividad BLEE han sido identificadas y nombradas como
Betalactamasas tipo CTX-M (CTX-M). ElI nombre CTX-M refleja la potente
actividad hidrolitica de esta enzima frente a la cefotaxima (Jacobi y Munoz- Price,
2005). Se clasifican filogenéticamente en cinco grupos (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-
M-8, CTX-M-9 Y CTX-M-25) de acuerdo a la similitud en la secuencia
aminoacidica donde los miembros de cada grupo comparten mas del 94 % de

identidad (Bonnet, 2004).



Los analisis de filogenia sugieren que las CTX-M no se originaron por
mutaciones a partir de plasmidos portadores de las enzimas sino que, fue a travées
de la movilizacion de genes cromosomicos bla de la especie Kluyvera spp.
cuando fueron incorporados a elementos genéticos moviles como secuencias de
insercion (Sl) y su posterior agregacion a estructuras mas complejas como
transposones de clase 1 e integrones (Canton et al., 2012, Rodriguez-Bano y
Navarro, 2006; Bonnet, 2004). Desde un punto de vista evolutivo, las
cefotaximasas divergieron en el tiempo por mutaciones puntuales, producto de la

presion selectiva ejercida por el uso de antibiéticos (Poirel et al., 2008).

Tradicionalmente cada grupo genético ha sido asociado con genes
cromosomales presentes en diferentes especies de Kluyvera, las cuales son parte
del microbioma normal del intestino humano y son consideradas bacterias
patdgenas oportunistas que esporadicamente provocan infecciones en la piel,
tejidos blandos y tracto urinario (Canton et al., 2012). Estan presentes ademas en
el medio ambiente como microorganismos de vida libre en el suelo, agua, aguas

servidas y productos alimenticios de origen animal (Sarria et al., 2001).

Gracias a que los genes que codifican estas BLEE se encuentran en
plasmidos, su facil transferencia por conjugacion, ha facilitado su diseminacion
por varias zonas del mundo, focalizandose en infecciones nosocomiales y brotes
por el este de Europa occidental, Sudamérica y Asia (Bonnet, 2004; Bush y Fisher
2011). La variante de mayor distribucion en el mundo es la CTX-M-15, seguida

de las enzimas CTX-M-14, CTX-M-3 y CTX-M-2 que presentan mayor distribucion
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geografica (Guzman-Blanco et al., 2014, Canton et al., 2012; Bush y Fisher, 2011;
Hawkey y Jones, 2009). En Latinoamérica las enzimas tipo CTX-M han sido
reportadas como endémicas y de amplio dominio (Villegas, 2008; Dhillon y Clark,
2012). Las enzimas de mayor prevalencia son la CTX-M-2, distribuida
mayoritariamente al sur de la regién, y la CTX-M-15 en el norte (Guzman-Blanco
et al., 2014; D’Andrea et al., 2013); sin embargo, segun Sennati y colaboradores
en una publicacion del 2012 han identificado cambios en la epidemiologia
molecular de las variantes en Argentina describiendo a CTX-M-15, CTX-M-9,

CTX-M-8 como nuevas enzimas prevalentes.

Hasta enero del 2014 se han reportado hasta 150 variantes CTX-M a nivel
mundial; la informacion sobre estas enzimas se encuentra disponible en

http://www.lahey.org/Studies/

El incremento dramético en el nimero de enzimas BLEE tipo CTX-M las ha
convertido en las mas prevalentes a nivel mundial incluso mayor al de los tipos
TEM y SHV (Zurita, 2012). Esta dominancia no solo ha sido observada en
ambientes nosocomiales sino también entornos comunitarios e incluso, se ha
detectado en mascotas, animales de granja, vida silvestre, agua de rio, productos
de cadenas alimenticias y aguas residuales (Salles et al., 2012; Ewers et al.,

2012; Pitout y Laupland, 2008).

Las BLEE son un problema de salud publica con proporciones alarmantes
en Latinoamérica (Guzman-Blanco et al., 2014). Las circunstancias médicas,

sociales y ecoldgicas unicas en América Latina han sustentado una dinamica
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epidemioldgica en infecciones provocadas por bacterias Gram negativas BLEE
positivas en pacientes ambulatorios durante los ultimos 15 afios (Salles et al.,
2013; Zurita, 2012). Por esta razon es importante caracterizar el genotipo de estas
bacterias en pacientes con sepsis y otro tipo de infecciones como base para el
disefio de estrategias de uso racional de antibiéticos a través del monitoreo de las
BLEE que circulan por el pais (Zurita, 2012). El presente estudio pretende
determinar las principales variantes genéticas del tipo CTX-M a través de técnicas
moleculares y secuenciamiento de ADN en aislados bacterianos provenientes de

hospitales de la ciudad de Quito.

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

- Determinar las variantes genéticas en aislados bacterianos que codifican
para enzimas betalactamasas procedentes de aislados clinicos de centros
hospitalarios en Quito a través de la técnica de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) y del secuenciamiento de los amplificados producto de la

PCR.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE tipo

CTX-M en aislados clinicos de pacientes hospitalizados a través del

analisis de frecuencias.
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- Determinar el origen de las muestras entéricas del Hospital A y del Hospital
B asociada a enzimas betalactamasas tipo CTX-M a través del analisis de

prevalencia del origen en la muestra.

- Tipificar, a través de secuenciamiento, genes tipo blacrx.w del grupo en

estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizé un total de 110 aislados clinicos bacterianos entéricos
productores de betalactamasas de espectro extendido, BLEE, procedentes de la
Coleccion Bacteriana Quito Catdélica (CB-QCA) de la Escuela de Ciencias
Biologicas de la PUCE. De este grupo, 59 pertenecen al Hospital A y 51 al
Hospital B (HB). Los aislados de ambos hospitales tienen un origen hospitalario y
otro comunitario. Los aislados de origen hospitalario proceden de infecciones que
no estan presentes ni se estan incubando en el momento de ingreso al hospital y
pueden manifestarse clinicamente durante el ingreso o incluso después del alta
hospitalaria. Los aislados de origen comunitario proceden de infecciones que se

incubaron fuera de un centro de atencién hospitalaria.

4.2 EXTRACCION DEL ADN

Los 110 aislados tipo BLEE de la CB-QCA se encuentran criopreservados
a -80 °C en caldo infusion cerebro corazén (del inglés “Brain Heart Infusion”, BHI,
BBL™) con 30% de glicerol. Para el andlisis, los aislados criopreservados a -80
°C fueron activados en 3 ml de caldo tripticasa de soya (del inglés “Tryptic Soy
Broth”, TSB, Difco™) e incubados a 37 °C por 18 horas para la posterior
purificacion del ADN con el Kit comercial de Extraccion “Wizard ® Genomic DNA
Purification Kit” (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante (Anexo

1).
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4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

43.1 CONDICIONES DE REACCION

Para la amplificacion de los genes blacrx-.m, se utilizaron cebadores
especificos citados en la Tabla 1. Este proceso de amplificacién por PCR tuvo dos
etapas; la primera involucra una PCR multiplex que permitié discernir los grupos
genéticos presentes en la poblacién. Se us6é un volumen final de 26,75 ul que
incluye 1X de Master Mix (Promega), 0,1 uM por primer CTXM7-F y CTXM8-R;
0,05 uM por primer CTXM17-F y CTXM18-R; 0,05 uM por primer CTXM19-F y
CTXM20-R; 0,025 pM por primer CTXM11-F y CTXM12-R; 6,25 nM de Tris HCI,

2,5 mM de KCly 50ng ADN.

En la segunda etapa de la PCR se utilizé cebadores especificos para
amplificar cada uno de los grupos genéticos CTX-M (Tabla 1) y de esta manera
determinar la variante del gen blactx.v. Para CTX-M G2 el volumen final fue de
50 pl que incluyé 25 pl de “master mix” (Promega), 1,5 pl por cada cebador
CTXM-F2 y CTXM-R2 a una concentraciéon de 10 pM, 20 pl de agua libre de

nucleasas (Invitrogen®) y 2 ul de ADN.

Para CTX-M G9 el volumen final fue de 25 pl que incluy6 12 pl de “master
mix” (Promega), 1 ul por cada cebador CTXM-F9 y CTXM-R9 a una concentracion

de 10pM, 10 pl de agua libre de nucleasas (Invitrogen®) y 1 pl de ADN.
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Finalmente, para CTX-M G1 el volumen final fue de 25 ul que incluy6 12 ul
de “master mix” (Promega), 1 pl por cada cebador CTXM-F2 y CTXM-R2 a una
concentracion de 10 puM, 10 pl de agua libre de nucleasas (Invitrogen®) y 1 pl de

ADN.

4.3.2 PROGRAMA DE AMPLIFICACION

El programa de amplificacion para los grupos CTX-M tuvo una
denaturacion inicial de 95 °C por 2 minutos seguida de 33 ciclos de: denaturacion
a 95 °C por 1 minuto, hibridizacion a 55 °C por 1 minuto y denaturacién a 72 °C

por 1 minuto; concluimos con una extension final por 10 minutos a 72 °C.

Los programas de amplificacion de la PCR para los grupos CTX-M G2,
CTX-M G9 y CTX-M G1 respectivamente se exponen en la Tabla 2. En cada uno
de ellos la temperatura de hibridizacion fue estandarizada a través de un
gradiente. La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador “Multigene

Gradient” 080845 de “Labnet International Inc”.

4.4  VIZUALIZACION, PURIFICACION Y SECUENCIAMIENTO DE LOS

PRODUCTOS DE PCR Y ANALISIS DE SECUENCIAS

El producto de la PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1
% (125 V, 60 minutos) diluida en 89 mM Tris Base, 89 mM acido bdrico, 25 mM
EDTA, TBE (1X), en tampoén de corrida 44,5 mM Tris Base, 44,5 mM &cido borico,

12,5 mM EDTA, TBE al 0,5X. Se us6 un marcador de peso molecular de 100pb
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(Invitrogen); el gel fue tefiido con SYBR® Gold 10.000x (Invirogen ™) y la
visualizacion de las bandas se realizé con el sistema de captura de imagen

Molecular Imager ® Gel Doc ™ XR+ (BIO-RAD).

Los productos de amplificacion fueron purificados a partir del gel de
agarosa mediante el Kit de purificacion Wizard® SV Gel PCR Clean-up System
(Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los elementos
purificados se analizaron nuevamente por electroforesis en gel de agarosa con las
condiciones indicadas en el parrafo anterior pero a diferencia de una escalera de
peso molecular se us6 una de concentracion “Low DNA Mass Ladder”
(Invitrogen™). Los productos que presentaban una concentraciéon mayor o igual a

20 ng/ul fueron enviados a la compafiia Macrogen para su secuenciamiento.

Finalmente, las secuencias fueron analizadas con el programa Geneious
Pro 5.6., comparadas con la base de datos del “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) a través del “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) y
alineadas con el programa de alineamiento multiple de secuencias para ADN o

proteinas “Clustalw2”

4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de frecuencias absolutas y relativas seguida de una
prueba de contraste de frecuencias, Chi-cuadrado con p= 0,05, para validar el

analisis de cualquier tipo de prevalencia presente en el estudio. Ademas, se
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realizd6 una representacion grafica con diagramas en barra y pasteles para
observar las diferencias en la prevalencia relacionada al origen de la muestra,

variante genética, procedencia de la muestra y tipo de bacteria mas prevalente.
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5. RESULTADOS

5.1 AISLADOS HOSPITALARIOS

Se analiz6 un total de 110 aislados hospitalarios provenientes de la ciudad
de Quito, BLEE positivos, colectados entre los meses de mayo y septiembre de
2009. De este grupo, 59 provienen del Hospital A y 51 provienen del Hospital B.
De los 59 aislados del Hospital A, 45 son de origen hospitalario y 14 de origen
comunitario. De los 45 aislados de origen hospitalario, 34 corresponden a E. coli;
10 corresponden a K. pneumoniae y 1 corresponde a Citrobacter freundii. De los
14 restantes de origen comunitario, 10 corresponden a E. coli; 2 corresponden a
K. pneumoniae y 2 pertenecen a Serratia liquefacien y Enterobacter cloacae. De
los 51 aislados correspondientes al Hospital B, 27 son de origen hospitalario y 24
de origen comunitario. De los 27 aislados de origen hospitalario, 19 corresponden
a E. coli; 7 a K. pneumoniae y 1 corresponde a Morganella morganii. De los 24
aislados de origen comunitario, 22 corresponden a E. coli y 2 a K. pneumoniae

(Figura 1, Tabla 3).

De los 110 aislados, E. coli es la enterobacteria mas prevalente con 85/110
(77,3 %) aislados seguida de K. pneumoniae con 21/110 aislados (19,1 %) y
4/110 (3,6%) son otras bacterias entéricas incluidas Citrobacter freundii, Serratia
liquefacien, Enterobacter cloacae y Morganella morganii (Figura 2) (Chi

cuadrado= 99,509; p= 0,000, n=110).
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Los 110 aislados se agruparon bajo tres tipos de procedencias: orina,
alguna secrecion y otros origenes (Tabla 3). La mayor prevalencia se encontré en
muestras de orina (n=67) seguida de algun tipo de secrecion (n=19); mientras que
24 muestras tuvieron distinto origen como abscesos, hemocultivo, heridas e
hisopados entre otras (n=24) (Chi cuadrado= 37,982; p=0,000; n=110) (Tabla 3).
De los 67 aislados provenientes de orina, la enterobacteria méas prevalente fue E.
coli con 56/110 (50,9 %) seguida de K. pneumoniae con 10/110 (9,1 %) y de
Citrobacter freundii con 1/110 (0,9 %) (Chi cuadrado= 77,940; p= 0,000; n= 67).
De los 19 aislados provenientes de alguna secrecion, la enterobacteria mas
prevalente fue E. coli con 15/110 (13,6 %) seguida de K. pneumoniae 3/110 (2,7
%) y de Serratia liquefacien con 1/110 (0,9 %) (Chi cuadrado= 18,105; p= 0,000;
n= 19). De los 24 aislados que tienen otro tipo de procedencia, la enterobacteria
mas prevalente fue E. coli con 14/110 (12,7 %) seguida de K. pneumoniae con
8/110 (7,3 %) y de Enterobacter cloacae y Morganella morganii con 2/110 (1,8 %)

(Figura 3, Tabla 3) (Chi cuadrado= 9,0; p= 0,01; n= 24).

5.2  AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GRUPOS GENETICOS CTX-M

De los 110 aislados, 90/110 (81,8 %) pertenecen a CTX-M G1 (260 pb);
12/110 (10,9 %) a CTX-M G2 (341 pb); 8/110 (7,3 %) a CTX-M G9 (293 pb)

(Figura 4, Figura 5, Tabla 3) (Chi cuadrado= 116,582; p= 0,000; n=110).

De los 110 aislados, los correspondientes a CTX-M G1 (Gl1), en su
mayoria, fueron E. coli con 71/110 (64,5 %) seguidos de K. pneumoniae con

15/110 (13,6 %) y de otras bacterias (Citrobacter freundii, Serratia liquefacien,
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Enterobacter cloacae y Morganella morganii) con 4/110 (3,6 %) (Chi cuadrado=
86,067; p= 0,000; n= 90). De los aislados que presentan CTX-M G2 (G2) 6/110
(5,5 %) fueron E. coli y 6/110 (5,5 %) eran K. pneumoniae. De los aislados
correspondientes a CTX-M G9 (G9) todos fueron E. coli con 8/110 (7,3 %) (Figura

6).

5.3 AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES TIPO BLAcTxm

Los 110 aislados clasificados en un grupo tipo CTX-M, fueron sometidos a
otra PCR con cebadores especificos para amplificar las variantes de cada grupo
(Tabla 1) (Figura 7, Figura 8 y Figura 9). Las variantes del gen blacrx.m fueron
caracterizadas en 103/110 (93,6 %) aislados; mientras que, 7/110 (6,4%) de los

aislados no pudieron correlacionarse con ninguna secuencia para los genes tipo

blacrx-m.

De los 110 aislados en estudio, la variante blacrx-m-28 fue la mas prevalente
con 83/110 (66,4 %) seguida de blacrx-m-2 17/110 (13,6 %), luego de blactx-m-12
con 10/110 (8,0 %) y de blacrx-m-14 con 8/110 (6,4 %). Finalmente 7/110 (5,6 %)
no fueron correlacionadas con alguna variante (Figura 10) (Chi cuadrado=

170,640; p= 0,000; n= 125).

Los 110 aislados ademas fueron agrupados de acuerdo a si poseian una
sola variante alélica o dos o mas variantes alélicas. Asi, 70/110 (63,6 %) aislados
presentan solamente la variante CTX-M-28, 9/110 (8,2 %) aislados presentan

Gnicamente la variante CTX-M-12; 8/110 (7,3 %) aislados presentan solamente la
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variante CTX-M-2 y 2/110 (1,8 %) aislados presentan solamente la variante CTX-
M-14. Con dos o mas variantes alélicas, 7/110 (6,4 %) aislados presentan al
mismo tiempo la variante CTX-M-28 y CTX-M-2 (CTX-M-28/2); en 5/110 (4,5 %)
aislados presentan las variantes CTX-M-28 y CTX-M-14 (CTX-M-28/14); 1/110
(0,9 %) aislado presenta las variantes CTX-M-12 y CTX-M-2 (CTX-M-12/2) y en
1/110 (0,9 %) aislado se identifico las variantes CTX-M-28, CTX-M-14 y CTX-M-2
(CTX-M-28/14/2) combinadas. En 7/110 aislados no se pudo definir las variantes

(Figura 11, Tabla 4). (Chi cuadrado= 313, 327; p= 0,000 n=110).

Asi mismo, la variante tipo CTX-M mas prevalente, ya sea en forma de un
anico alelo o en combinacion, con respecto a aislados hospitalarios fue CTX-M-
28 (53/110; 48,2 %) seguida de CTX-M-2 (15/110; 12,0 %) luego de CTX-M-12
(6/110; 4,8 %) y finalmente de CTX-M-14 (5/110; 4,0 %) (Chi cuadrado= 77,709;
p= 0,000; n= 79). Con respecto a los aislados comunitarios, la variante mas
prevalente también fue CTX-M-28 (30/110; 27,3 %) seguida de la variante CTX-M-
12 (4/110; 3,2 %), luego de la variante CTX-M-14 (3/110; 2,4 %) y finalmente de

CTX-M-2 (2/110; 1,6 %) (Chi cuadrado= 56,282; p= 0,000; n= 39).

Con respecto a las bacterias mas representativas E. coli y K. pneumoniae,
podemos ver que E. coli es el aislado de mayor prevalencia ya sea en ambientes
hospitalarios con 53/110 (48,2 %) como en comunitarios con 32/110 (29,1 %)
seguido de K. pneumoniae con 17/110 (15,5 %) aislados en ambientes
hospitalarios y 4/110 (3,6 %) aislados en ambientes comunitarios (Figura 12,

Tabla 5) (Chi cuadrado= 18,514; p= 0,000; n=70).
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Con respecto a las cuatro variantes tipo CTX-M, blacrx-.m-28 presenta a E.
coli como aislado mayoritario con el 53,7 % (67/110) seguido de K. pneumoniae
con el 10,4 % (13/110) y de otras enterobacterias con un 2,4 % (3/110) (Chi
cuadrado= 85, 687 p= 0,000; n= 83). blactx-m-2 presenta a E. coli como aislado
mayoritario con un 8,8% (11/110) y seguido de K. pneumoniae con un 4,8%
(6/110). Blactx-m-12 presenta a E.coli como aislado mayoritario con 4,8 % (6/110)
seguido de K. pneumoniae con el 2,4 % (3/110) y de otras enterobacterias con el
0,8 % (1/125). blacTx-m-14, presenta a E. coli como Unico aislado mayoritario con

un 6,4 % (8/110) (Figura 12, Tabla 5).

5.4  ANALISIS DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS

El andlisis de las secuencias nucleotidicas con el programa Geneious y
ClustalWw2, mostré cuatro tipos de variantes alélicas tipo CTX-M; blactx-m-2s (G1),
blactx-m-12 (G1), blactx-m2 (G2) y blactx-m-14 (G9). Cada una de estas variantes
presenta una secuencia nucleotidica especifica. Las variantes CTX-M-12 y CTX-
M-28 pertenecen al mismo grupo genético, por esta razén, las secuencias de
aminoacidos son similares, el cambio se produce en la posicion A6T, S91N,
T279V y D289N (Figura 13). Las secuencias aminoacidicas de las otras variantes
CTX-M-2 y CTX-M-14 difieren entre si pues pertenecen a grupos genéticos
distintos; sin embargo, como se observa en la Figura 14 presentan cierto grado de
conservacion entre ellas ya que pertenecen a la misma familia de enzimas

betalactamasas tipo CTX-M.
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6. DISCUSION

La resistencia antimicrobiana mediada por betalactamasas probablemente
ha sido investigada mas a fondo que otros mecanismos de resistencia a lo largo
de la historia de las enfermedades infecciosas provocadas por bacterias. Cada
afio se publican a nivel mundial varios estudios con datos recientes que redefinen

la perspectiva sobre este problema (Canton et al., 2012; Bush y Fisher, 2011).

Durante los 80s y 90s, las enzimas betalactamasas tipo TEM y SHV fueron
dominantes alrededor del mundo (Paterson y Bonomo, 2005). Se asociaron con
brotes hospitalarios que involucraban a K. pneumoniae y en menor medida a E.

coli y otras enterobacterias (Canton et al., 2012; Salles et al., 2013).

En ese periodo, organismos productores de enzimas tipo blactx.m rara vez
fueron aislados; sin embargo, estudios realizados en los ultimos 10 afios revelan
que las enzimas cefotaximasas casi han desplazado a otras enzimas
betalactamasas incluyendo a las variantes SHV y TEM. Su rapida diseminacién
ha permitido encontrarlas en aislados hospitalarios y comunitarios (Ewers et al.,
2012; Salles et al., 2013; Pitout y Laupland, 2008) con E. coli como el patégeno
mayoritariamente productor de estas enzimas (Cantén et al.,, 2012; Bush y
Jacoby, 2010; Hawkey y Jones, 2009). Este desplazamiento pudo haber ocurrido
por la facil diseminaciéon de las enzimas blacrxw por medio de elementos
altamente moviles como plasmidos y transposones debido a que se encuentran

dentro de clones viables y porque el uso de antibidticos favorecié a los procesos
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de co-seleccion (Guzman-Blanco et al., 2014; D’Andrea et al., 2013; Canton et al.,

2012; Salle et al., 2013).

Las enzimas betalactamasas tipo CTX-M se han dispersado a lo largo de
los continentes desde finales de los afios 90. En la actualidad son las enzimas
mas prevalentes a nivel mundial con la variante CTX-M-15 como la de mayor

distribucion (Sennati et al., 2012; Seki et al., 2013, Zurita, 2012).

En América del Sur las enzimas BLEE CTX-M han sido reportadas como
endémicas desde el punto de vista epidemiolégico ya que dichas enzimas
permanecen en circulacion por un largo periodo de tiempo dentro de la region y
de manera estable (Canton y Coque, 2006; Last, 2001). Desde 1989, cuando fue
reportada por primera vez en Argentina una enzima de este tipo, se han
dispersado rapidamente a paises vecinos incluyendo, Paraguay, Uruguay y Brasil
(Villegas et al., 2008). Segun Salles et al. (2013) y Reinert et al. (2007) el
incremento de la resistencia antimicrobiana en Latinoamérica aparece como uno

de los mas altos en relacion con otras regiones del mundo.

A pesar de que los datos regionales muestran que en América del Sur més
del 58,0% de aislados productores de BLEE son K. pneumoniae y mas del 32%
son E. coli (Guzman-Blanco et al., 2014) en el presente estudio se observa una
clara prevalencia de E. coli en la mayoria de los aislados 85/110 (77,3 %) seguido
de K. pneumoniae 21/110 (19,1 %). Esto es posible porque desde el 2005, esta
especie ha venido desplazando a K. pneumoniae como especie entérica

predominante productora de BLEE (Salles et al., 2013) como confirman los datos
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proporcionados por Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), Antimicrobial
Resistance Trends (SMART) y Tigecycline Evaluation and Surveillance
Trial (TEST) y Red Nacional de Vigilancia de Resistencia Bacteriana en el
Ecuador (REDNARBEC) Guzman-Blanco et al., 2014; Zurita, 2012). En estos
estudios se muestra que hasta el 2010, la frecuencia de E. coli es mayor en
Ecuador, Chile, Guatemala, Honduras y México mientras que K. pneumoniae es

mas prevalente en Argentina'y Brasil (Guzman-Blanco et al., 2014; Zurita, 2012).

En los 103/110 aislados clinicos analizados que dieron positivo para
alguna variante tipo CTX-M (Figura 11) se determin6 que la mayoria (70/110) de
aislados presentaron la variante blactx-.m-28 Seguidos, en menor cantidad, de las
variantes tipo blacrx-m-12, blactx-m-2, blacrx-m-14, blactx-m-2s2, blacrx-m-28/14, blacTx-m-
1212, Y blactx-m2sn42 (Figura 11, Tabla 5). Estos resultados muestran novedad
porque a nivel regional se han reportado en su mayoria variantes tipo CTX-M-12,
CTX-M-14, CTX-M-2 y CTX-M-15, en particular, en paises vecinos como
Colombia y Peru (Cergole-Novella et al., 2010; Pallecchi et al., 2004; Pallecchi et

al., 2007, Villegas et al., 2008).

La ausencia de informacién previa publicada indica que estos datos
representarian los primeros reportes de prevalencia de estas enzimas en
Ecuador. En América del Sur han sido reportadas las variantes: CTX-M-12 en
Colombia (Villegas et al., 2004); CTX-M-28 en Brasil (Lopes et al., 2010); CTX-
M-14 en Bolivia, Venezuela (Millan et al., 2011) y finalmente, la variante CTX-M-
2, ha sido reportada en Argentina, Chile, Paraguay, Peru, Bolivia, Uruguay y Brasil

(Villegas et al., 2008).
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Este estudio muestra al gen blacrxm-2s (83/110 aislados) como el mas
prevalente. Esta variante no es comdn en América del Sur pero si en Asia (Yu et
al., 2007). Este alelo fue descrito por primera vez en Francia luego en Chinay la
India en aislados de K. pneumoniae y E. coli en pacientes ambulatorios (Lopes et
al., 2010). En el presente estudio, esta variante se presenta en la mayoria de la
poblacion y se ha encontrado en aislados de E. coli (blactx-m-28=56/110), K.
pneumoniae (blactx-m-2s= 11/110), y otras bacterias entéricas (blactx-m-2s= 3/110)
ya sean de origen hospitalario o comunitario como se puede observar en la
Figura 12. El hallazgo del alelo blacrtx-m2s en E. coli, K. pneumoniae y otras
bacterias entéricas no es usual, mas aun si esta presente en la mayor parte de los
aislados; este resultado puede atribuirse a algun tipo de brote epidemiolégico o tal
vez el andlisis de las secuencias que portan el alelo deberia ser mas minuciosas
con el fin de asegurar la prevalencia de esta variante. Como se habia
mencionado, solamente Brasil ha reportado esta variante en América del Sur
segun reporte de Lopes et al., en el 2010, por esta razon es prudente someter a
estos aislados a un proceso mas riguroso de andlisis y ademas porque existe una
gran similitud entre las variantes CTX-M-28 y CTX-M-15; se diferencian
Gnicamente por un cambio de un &acido aspartico (Asp) por una aspargina (Asn)

en la posicién 288 del gen.

Al igual que el alelo CTX-M-28 pertenece al grupo CTX-M- G1, el alelo
CTX-M-12 también lo conforma. Este fue aislado por primera vez en Kenya (2001)
en una muestra de K. pneumoniae. En este estudio, de los 103/110 aislados que

fueron identificados para alguna variante tipo CTX-M, 9 portaban unicamente el
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alelo blacrx-m-12; 4 pertenecen al Hospital A, 5 pertenecen al HB y 1 portador de
los alelos blacrx-m-12/2 procedente del HB (Figura 12). Los 10 aislados presentan a
E. coli, como la bacteria mas prevalente (n=6) seguida de K. pneumoniae (n=3).
Colombia determin6 el primer reporte de este alelo para América latina en el
2002; desde entonces se ha observado una diseminacion continua de esta

variante en hospitales de Bogota (de Silva et al., 2006; Villegas et al., 2004).

La variante CTX-M-2 es la enzima endémica mas prevalente en América
del Sur y ademas se halla ampliamente distribuida en Israel y Japén. (Canton et
al., 2012; Sennati et al., 2012; Nakano et al., 2012; Villegas et al., 2008). En
nuestro andlisis hemos hallado un total de ocho aislados que presentan
solamente el alelo blactx-m-2; cinco pertenecen al HA, son de origen hospitalario y
fueron identificados en E. coli; los 3 restantes son de origen hospitalario y fueron
aislados en K. pneumoniae (Figura 12). De las variantes que presentan al alelo
blactx.m-2 €n combinacion siete presentan simultaneamente los alelos blactx-m-2s/2;
uno presenta los alelos blacrx-m-12/2 Y uno presenta los alelos blactx-m-2s/14/2. EStos
aislados presentan mayoritariamente a E. coli con 11/110 aislados, seguidos de
K. pneumoniae con 6/110 aislados como las bacterias mas prevalentes (Figura

12).

Los datos colectados para América del Sur con respecto a la variante
CTX-M-2 indican que se ha aislado mayoritariamente en miembros de la familia
Enterobacteriaceae tales como E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Serratia

marcescens, Shigella sonnei, Salmonella enterica y Enterobacter aerogenes
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(Pallecchi et al., 2007; Villegas et al., 2008; Livermore, 2012; Sennati et al., 2012).
En Japon en cambio, esta variante se ha establecido, desde el 2000, de manera
permanente y exclusiva en aislados de Proteus mirabilis de origen hospitalario y

comunitario (Nakano et al., 2012).

Dentro de las enzimas betalactamasas tipo CTX-M, las variantes CTX-M-15
y CTX-M-14 son de importante distribucion mundial (Canton et al., 2012; Bush y
Fisher, 2011; Hawkey y Jones, 2009); invaden a humanos y animales asi como
también el ambiente (Hawkey y Jones, 2009). En este estudio 8/110 aislados
muestran la variante CTX-M-14, todas pertenecen al Hospital A y la
enterobacteria portadora es Unicamente E. coli. La mayoria es de origen
hospitalario 5/110 y presentan a la variante de la forma blactx-m-2s/14. LOS aislados
que presentan la variante de forma individual 2/110 son de origen comunitario
(Figuras 12). Este alelo se ha diseminado a nivel mundial por Francia, Korea,
China, Espafia, Canadé, Nueva Zelanda, Australia entre otros (Ho et al., 2012).
Su dispersibn se ha asociado a elementos genéticos moéviles mas que a
expansion por clonalidad (Naseer y Sundsfjord, 2011). Segun Ho et al. (2012),
esta variante se halla con frecuencia en aislados de E. coli causantes de

infecciones a las vias urinarias y que se adquieren a través de la comunidad.

La deteccion de genes blactx.m-14 €n América es un fendmeno reciente;
esta variante ha sido reportada en Venezuela, Pert y Brasil (Bado et al., 2012;

Cergole-novella et al., 2010; Mendonca et al., 2007, Pallecchi et al., 2007).
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La bacteria Escherichia coli ha sido la més prevalente en toda la muestra
en andlisis (85/110). Esta bacteria es la mayor causa infeccidén en vias urinarias e
intra-abdominales en humanos de todas las edades en América Latina y a nivel
mundial (Kang et al., 2013; Zurita, 2012; Bours et al., 2010). Puede variar desde
una cistitis hasta un sindrome séptico (Kang et al., 2013). En concordancia con la
literatura cientifica, nuestros resultados muestran una prevalencia de E. coli (77,3
%) en infecciones a la vias urinarias seguida de K. pneumoniae (19,1 %) y de
otras bacterias entéricas (13,6 %) como lo indica la Figura 2. Resultados
epidemioldgicos indican que E. coli productora de BLEE asociada a infecciones
a las vias urinarias es mas bien adquirida en la comunidad y en menor medida,
como consecuencia de la presion selectiva ejercida por antibidticos utilizados en
establecimientos de salud, por transmision intrahospitalaria o por terapia
antibiotica repetitiva en pacientes ambulatorios con obstrucciones en tracto
urinario (Pitout y Laupland, 2008); sin embargo, al comparar nuestros datos entre
bacterias de origen hospitalario y comunitario se observa que E. coli es mas
prevalente en aislados hospitalarios 53/110 (48,2 %) que comunitarios 29/110
(26,4 %). Segun Naseer y Sundsfjord (2011) y Livermore (2012) estudios en
epidemiologia molecular han revelado una exitosa dispersion de esta variantes
tipo blactx-m @ nivel mundial gracias a su asociacion con plasmidos conjugativos y
clones bacterianos virulentos que presentan éxito en la dispersion. En el caso de
K. pneumoniae portador del plasmido IncF asociado a la variante tipo CTX-M de
mayor dispersion, ha provocado brotes locales a nivel mundial pero ninguno ha
alcanzado un gran éxito. A diferencia de K. pneumoniae, E. coli asociada a este
mismo plasmido es extremadamente exitosa porque ademas de portar el

plasmido esta asociada estrechamente a una secuencia tipo (ST) 131 ahora
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ampliamente distribuida a nivel mundial asociada a un clon de E. coli portadora
de la variante CTX-M-15 transportadora de un elemento mévil que lleva dicha

secuencia y que se ha asociado a la misma.
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7. CONCLUSIONES

Los aislados clinicos bacterianos del Hospital A y del Hospital B se
asociaron mayoritariamente a los grupos de betalactamasas tipo CTX-M

G1 (81,8 %) seguido de CTX-M G2 (10,9 %) y CTX-M G9 (7,3 %).

En la poblacién de estudio la mayor prevalencia fue de E. coli con 85/110
(77,3 %) seguida de K. pneumoniae con 21/110 aislados (19,1 %) y otras
bacterias entéricas incluidas Citrobacter freundii, Serratia liquefacien,

Enterobacter cloacae y Morganella morganii 4 /110 (3,6%).

Se determind que los aislados provienen mayoritariamente de muestras de

orina (67/110, 60,9 %).

Los aislados clinicos bacterianos del Hospital A y del Hospital B luego del
secuenciamiento presentan cuatro tipos de variantes génicas; blacrx-m-2s,

(83/110), b|aCTx_M_2 (17/110) b|aCTx_|\/|_12, (10/110) Yy b|aCTx_|v|_14 (8/110)

Se determiné que la variante tipo blactx.v de mayor prevalencia fue la
blactx-m-28 (70/110, 63,6 %) de forma individual, seguida muy por debajo
por las variantes blacrx-m-14, blactx-m-2, blactx-m-12, todas ellas presentes ya

sea de forma individual o en combinacion

Se establecio que la variante blactx-m-28, €S la mas prevalente tanto en los

aislados de origen hospitalario (54/110, 49,1 %) como de origen
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comunitario (28/110, 25,5 %) y que ademas E. coli fue la bacteria
mayormente aislada en ambiente hospitalario 53/110 y en ambiente

comunitario (31/110).

La mayor versatilidad en presencia de variantes tipo CTX-M fue observada
en el Hospital A, ya sea a nivel hospitalario como comunitario pues se
presentaron las variantes CTX-M-28, CTX-M-2, CTX-M-12, CTX-M-14,

CTX-M-28/2, CTX-M-14 y CTX-M-28/2/14.

Estos datos representan los primeros reportes en Ecuador para estas

variantes.
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9. FIGURAS
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Procedencia de las muestras

Frecuencia de aislados por procedencia; Hospital A
(Hospitalarios, Comunitarios) y por especie (E. coli, K.
pneumoniae y otras bacterias). 59/110 aislados pertenecen a
Hospital A; hospitalarios (E. coli= 34, K. pneumoniae= 10, otras= 1),
comunitarios (E. coli= 10 y K. pneumoniae= 2, otras= 2). 51/110
aislados pertenecen a Hospital B; hospitalarios (E. coli= 19, K.
pneumoniae= 7, otras= 1), comunitarios (E. coli= 22 y K.

pneumoniae= 2)



45

90 1
80 -
70 A
85
60 -

40

30 A

Numero de aislados

20 A

10 -
o-/

E. coli K. pneumoniae Otras

Tipo de aislado

Figura 2 Frecuencia de bacterias entéricas halladas en los 110 aislados
en analisis. E. coli, 85/110 (77,3 %); K. pneumoniae, 21/110 (19,1
%); Otras bacterias (Citrobacter freundii, Serratia liquefacien,

Enterobacter cloacae y Morganella morganii), 4/110 (3,6 %)
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Grafico representativo sobre frecuencia de aislados por
procedencia y bacteria entérica portadora. De los 110 aislados:
67 provienen de muestras de orina (E. coli= 56/110 (50,9 %) , K.
pneumoniae= 10/110 (9,1 %), otras= 1/110 (0,9 %); 19 provienen de
algun tipo de secrecion (E. coli= 15/110 (13,6 %), K. pneumoniae=
3/110 (2,7 %), otras= 1/110 (0,9 %) y 24 tienen otro tipo de
procedencia (E. coli= 14/110 (12,7 %), K. pneumoniae= 8/110 (7,3

%) , otras= 2/110 (1,8 %)
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Figura 4 Gel representativo de los grupos genéticos tipo CTX-M G1, CTX-M
G2, CTX-M G9 presentes en la poblacién. L, marcador de peso
molecular (100pb); HA23, HB61, HA273, HA343, HA366, HA357,
HA159, HA249 y HA267, son cepas en andlisis provenientes del
Hospital A (HA) y el Hospital B (HB); +, control positivo; -, control

negativo, G1; 260pb, G9; 293y G2; 341, grupos genéticos
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Figura 5 Frecuencia de los grupos tipo CTX-M G1, CTX-M G2, CTX-M G9 en
la poblacion. CTX-M G1, 90/110 (81,8 %); CTX-M G2, 11/110 (10,9

%): CTX-M G9, 8/110 (7,3 %).
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Grupos de enzimas BLEE tipo CTX-M

Figura 6 Frecuencias de aislados entéricos por cada grupo de enzimas

betalactamasas tipo CTX-M. CTX-M G1,; E. coli 71/110 (64,5 %); K.
pneumoniae 15/110 (13,6 %); Otras 4/110 (3,6 %). CTX-M G2; E. coli
6/110 (5,5 %); K. pneumoniae 6/110 (5,5 %). CTX-M G9; E. coli

8/110 (7,3 %)
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Figura7 Gel representativo que muestra presencia — ausencia del grupo
CTX-M G1 en aislados clinicos. L, marcador de peso molecular
(100pb); HA119, HA1125, HB56, HB66, HA218, HA33, HB23, +, son
aislados clinicos  provenientes del Hospital A (HA) y el Hospital B
(HB); +, control positivo; -, control negativo. El peso molecular del

amplificado es de 874 pb como se muestra en la figura.
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Gel representativo que muestra presencia — ausencia del grupo
CTX-M G2 en aislados clinicos. L, marcador de peso molecular
(100pb); HA42, HA13, HA62, HB66, HB14, HA78, HA5, HA21, HA13,
+, -, son aislados clinicos provenientes del Hospital A (HA) y el
Hospital B (HB); +, control positivo; -, control negativo. El peso

molecular del amplificado es de 874 pb como se muestra en la figura
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Figura 9 Gel representativo que muestra presencia — ausencia del grupo
CTX-M G9 en aislados clinicos. L, marcador de peso molecular
(100pb); HA125, HA153, HA155, HA159, HA244, HA287, - , HA366,
HB28 y HA30 son aislados clinicos  provenientes del Hospital A
(HA) y el Hospital B (HB); +, control positivo; -, control negativo. El
peso molecular del amplificado es de 856 pb como se muestra en la

figura.



90
80
70
60
50
40
30

NUmero de aislados

20
10

Figura 10

53

CTX-M-28 CTX-M-2 CTX-M-12 CTX-M-14 ND

Variante betalacatamasa tipo CTX-M

Frecuencia de las enzimas betalactamasas tipo CTX-M. En 110
aislados, CTX-M-28, 83/103 (66,4 %); CTX-M-2, 17/110 (13,6 %);
CTX-M-12, 10/103 (8,0 %); CTX-M-14, 8/103 (6,4 %) y no definidos

7/110
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Variantes genéticas de enzimas betalactamasas tipo CTX-M

Figurall Frecuencia de variantes génicas de enzimas betalactamasas
tipo CTX-M en aislados clinicos. CTX-M-28, 70/110 (63,6 %);
CTX-M-12, 9/110 (8,2 %), CTX-M-2, 8/110 (7,3 %); CTX-M-28/2
7/110 (6,4 %); CTX-M-28/14, 5/110 (4,5 %); CTX-M-14, 2/110 (1,8
%), CTX-M-12/2, 1/110 (0,9 %) y CTX-M-28/14/2, 1/110 (0,9 %) y

No definidos (ND), 7/110 (6,4 %)
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Figura 12 Comparacion en la frecuencia de enzimas betalactamasas CTX-M

agrupadas por especie, hospital; (HA, HB),

procedencia,

hospitalarias, comunitarias y variante genética. 34/110 aislados son
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E. coli, HA, hospitalarios (CTX-M-28=18, CTX-M-2=5, CTX-M-28/2=4,
CTX-M-28/14=5, ND=2); 10/110 aislados son E. coli, HA comunitarios
(CTX-M-28=3, CTX-M-12=1, CTX-M-14=2, CTX-M-28/2=1, CTX-M-
28/2/14=1, ND=2).

18/110 aislados son E. coli, HB, hospitalarios (CTX-M-28=14, CTX-M-
12=4, ND=2); 22/103 aislados son E. coli, HB, comunitarios (CTX-M-
28=21, CTX-M-12=1).

10/110 aislados son K. pneumoniae, HA, hospitalarios (CTX-M-28=3,
CTX-M-12=1, CTX-M-2=2, CTX-M-28/2=2, ND=2); 2/103 aislados son
K. pneumoniae, HA, comunitarios (CTX-M-28=1, CTX-M-12=1).

7/110 aislados son K. pneumoniae, HB, hospitalarios (CTX-M-28=5,
CTX-M-2=1, CTX-M-12/2=1); 2/110 aislados son K. pneumoniae, HB,
comunitarios (CTX-M-28=2).

4/110 aislados pertenecen a otras bacterias, HA, hospitalarios (CTX-M-
28=1); 2/110 aislados pertenecen a otras bacterias, HA, comunitarios
(CTX-M-28=1, CTX-M-12=1). 1/110 aislados pertenece a, HB,

hospitalarios (CTX-M-28=1)
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MVKKSLROFTLMATARVTLLLGSVPLYAQTADVQOKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ
MVKKSLROFTLMATAMVTLLLGSVPLYAQTADVQOKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ

ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPSLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM
ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM

SLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP
SLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP

RDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGS
RDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGS

GDYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDELASAAKIVTRGL 291
GGYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDMLASAAKIVTNGL 291

Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las variantes
tipo blactx-m-2s v blactx-m-12. Las dos variantes pertenecen al mismo
grupo genético tipo CTX-M G1, en rojo se observan los aminoacidos
en los que difieren cada una de estas variantes; A, Alanina; T,
Treonina; S, Serina; N, Asparagina; I, Isoleucina; V, Valina y D,

Acido aspartico.

60
60

120
120

180
180

240
240
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CTX-M-12 MVKKSLRQFTLMATARVTLLLGSVPLYAQTADVQOKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ 60
CTX-M-28 MVKKSLRQFTLMATAMVTLLLGSVPLYAQTADVQOKLAELERQSGGRLGVALINTADNSQ 60
CTX-M-2 MMTQSIRRSMLTVMATLPLLFSSATLHAQANSVQQOQOLEALEKSSGGRLGVALINTADNSQ 60
CTX-M-14 MVTKRVQRMMFAAAACIPLLLGSAPLYAQTSAVQQOKLAALEKSSGGRLGVALIDTADNTQ 60
CTX-M-12 ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPSLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM 120
CTX-M-28 ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM 120
CTX-M-2 ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESDKHLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGTM 120
CTX-M-14 VLYRGDERFPMCSTSKVMAAAAVLKQSETQKQLLNQPVEIKPADLVNYNPIAEKHVNGTM 120
CTX-M-12 SLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 180
CTX-M-28 SLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 180
CTX-M-2 TLAELGAAALQYSDNTAMNKLIAHLGGPDKVTAFARSLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 180
CTX-M-14 TLAELSAAALQYSDNTAMNKLIAQLGGPGGVTAFARAIGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDP 180
CTX-M-12 RDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGS 240
CTX-M-28 RDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKGNTTGAASIQAGLPASWVVGDKTGS 240
CTX-M-2 RDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAETQRAQLVTWLKGNTTGSASIRAGLPKSWVVGDKTGS 240
CTX-M-14 RDTTTPRAMAQTLRQLTLGHALGETQRAQLVTWLKGNTTGAASIRAGLPTSWTVGDKTGS 240
CTX-M-12 GDYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDEMLASAAKIVTEBGL 291

CTX-M-28 GGYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDMLASAAKIVTNGL 291

CTX-M-2 GDYGTTNDIAVIWPENHAPLVLVTYFTQPEQKAESRRDILAAAAKIVTHGE 291

CTX-M-14 GDYGTTNDIAVIWPQGRAPLVLVTYFTQPQONAESRRDVLASAARIIAEGL 291

Figura1l4 Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las variantes

tipo blactx.m halladas en este estudio. En amarillo se puede
observar la similaridad de aminoacidos que comparten las tres
variantes y los que no se hallan resaltados representan aquellos

aminoacidos en los que divergen.
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Tabla 1. Cebadores empleados para la amplificacién de genes tipo blacrx-wm

Cebador Secuencia Blanco Amplicon Referencia
CTXM7-F GCG TGATAC CACTTCACCTC blactxm 260 pb Xu et al., 2005
CTXM8-R TGA AGT AAG TGA CCAGAATC
CTXM17-F TGA TAC CAC CACGCCGCTC blactxm 341 pb Xu et al.. 2005
CTXM18-R TAT TGC ATC AGA AAC CGT GGG
CTXM19-F CAATCT GAC GTT GGG CAATG blacrxm 207 pb Xu et al.. 2005
CTXM20-R ATA ACC GTC GGT GAC AATT
CTXM11-F ATC AAG CCT GCC GATCTG GTT A blactxm 293 pb Xu et al.. 2005
CTXM12-R GTA AGC TGA CGC AAC GTC TGC
CTXM-F3 SCS ATG TGC AGY ACC AGT AA blacrxw > 1000 pb Barl et al., 2012
CTXM-R3 CGC CRATAT GRTTGG TGG TG
CTXM-G2F ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG blactxm 886 pb Canton et al., 2001
CTXM-G2R TTATTG CAT CAG AAACCG TG
CTXM-G9F ATGGTGACAAAGAGAGTGA blactxm 874 pb Canton et al., 2001
CTXM-G9R CCCTTCGGCGATGATTCTC
CTX-M-G1F GGTTAAAAAATCACTGCGTC blactxm 876 pb Canton et al., 2001

CTX-M-G1R TTGGTGACGATTTTAGCCGC
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Tabla 2. Programa de PCR para amplificacion de los grupos CTX-M G2,

CTX-M G99y CTX-M G1

CTX-M-G2 CTX-M-G9 CTX-M-G1
Programa

Temp. Tpo. Temp. Tpo. Temp. Tpo.
Denaturacion Inicial 95,0 °C 10 min 94,0 °C 5 min 94,0°C 6 min
Programa ciclico 42 ciclos 32 ciclos 30 ciclos
Denaturacion 95,0°C 50s 94,0°C 45s 940°C 30s
Hibridizacion 61,9 °C 1,30 min 55,0°C 45s 54,0°C 30s
Extension 72,0°C 2 min 72,0°C 1min 720°C 30s
Extension Final 72,0°C 5 min 72,0°C 5 min 72,0°C 7 min
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Tabla 3. Origen de los aislados hospitalarios utilizados en este estudio

NUMERO

cODIGO DEL SEXO IDENTIFICACION ORIGEN DE FECHA DE
PUCE BACTERIANA LA MUESTRA COLECCION
CULTIVO

HA 005 34 F Escherichia coli Orina 01/06/2009
HA 013 127 F Escherichia coli Orina 05/06/2009
HA 015 ND ND Escherichia coli Orina 05/06/2009
HA 016 184 F Escherichia coli Orina 03/06/2009
HA 017 195 F  Citrobacter freundii Orina 04/06/2009
HA 021 ND ND Klebsiella pneumoniae  Orina 08/06/2009
HA 023 225 F  Klebsiella pneumoniae Orina 10/06/2009
HA 025 232 F Escherichia coli Orina 12/06/2009
HA 032 249 F Escherichia coli Absceso abdominal 03/06/2009
HA 033 262 F  Klebsiella pneumoniae Herida de muslo izquierdo  03/06/2009
HA 041 290 M  Klebsiella pneumoniae  Orina 04/06/2009
HA 042 296 F Escherichia coli Orina 04/06/2009
HA 046 338 F  Klebsiella pneumoniae Orina 04/06/2009
HA 053 ND ND Escherichia coli Orina 08/06/2009
HA 062 541 M  Escherichia coli Orina 09/06/2009
HA 065 586 F  Klebsiella pneumoniae  Orina 09/06/2009
HA 077 447 F Escherichia coli Orina 08/06/2009
HA 078 ND ND Escherichia coliInd (-)  Secrecién Muslo 08/06/2009
HA 079 763 M  Escherichia coli Ulcera 10/06/2009
HA 094 933 F Escherichia coli Orina 12/06/2009
HA 096 ND ND Escherichia coli Orina 12/06/2009
HA 119 308 M  Escherichia coli Coleccion Intra abdominal  04/06/2009
HA 122 978 F  Escherichia coli BLEE Orina 15/06/2009
HA 125 1005 M  Escherichia coli BLEE  Orina 15/06/2009
HA 153 ND ND Escherichia coli Orina 19/06/2009
HA 154 1343 M  Klebsiella pneumoniae  Orina 19/06/2009
HA 155 ND ND Escherichia coli Orina 22/06/2009
HA 159 ND ND Escherichia coli Orina 03/07/2009
HA 164 147 ND Escherichia coli Hisopado Rectal ND
HA 169 362 ND Escherichia coli Gastrostomia ND
HA 172 538 ND Escherichia coli Orina ND
HA 174 625 ND Escherichia coli Hisopado ND
HA 192 ND ND Escherichia coli Orina 13/07/2009

HA 194 810 M  Escherichia coli Secrecién Inguinal 13/07/2009
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Tabla 3. Origen de los aislados hospitalarios utilizados en este estudio

(Continuacion...)

NUMERO

CcODIGO DEL SEXO IDENTIFICACION ORIGEN DE FECHA D,E
PUCE CULTIVO PUCE LA MUESTRA COLECCION
HA 197 841 F  Escherichia coli Orina 13/07/2009
HA 210 ND ND ND Orina 15/07/2009
HA 218 1072 F  Escherichia coli Orina 16/07/2009
HA 225 ND ND Escherichia coli Ind (-) Orina 20/07/2009
HA 232 1220 M  Escherichia coli Orina 20/07/2009
HA 241 1091 M  Escherichia coli Orina 16/07/2009
HA 244 1263 M  Escherichia coli Herida quirargica 20/07/2009
HA 249 1499 F  Escherichia coli Orina 23/07/2009
HA 250 1502 M  Klebsiella pneumoniae Canal femoral 23/07/2009
HA 251 1512 M  Escherichia coli Secrecion de herida 23/07/2009
HA 267 1659 F  Klebsiella pneumoniae Orina 27/07/2009
HA 273 ND ND Klebsiella pneumoniae Orina 28/07/2009
HA 286 1892 M  Escherichia coli Liquido abdominal 29/07/2009
HA 287 1893 M  Escherichia coli Prétesis de Gorotex 29/07/2009
HA 288 ND ND Serratia liquefacien Secrecion de herida 29/07/2009
HA 325 302 F  Escherichia coli Orina 06/08/2009
HA 335 ND ND Enterobacter cloacae Catéter 07/08/2009
HA 341 707 M  Escherichia coli Secrecion Dren 11/08/2009
HA 343 859 M  Escherichia coli Orina 13/08/2009
HA 344 889 M  Klebsiella pneumoniae Escara 13/08/2009
HA 345 891 M  Klebsiella pneumoniae Escara 13/08/2009
HA 356 1025 F  Escherichia coli Secrecién 17/08/2009
HA 357 1043 M Escherichia coli Secrecion Dren 17/08/2009
HA 358 1050 F  Escherichia coli Secrecion Dren 17/08/2009
HA 366 1104 F  Escherichia coli Ind (-) Secrecién abdominal 18/08/2009
HB 001 0749 F  Escherichia coli Secrecion de oido 21/05/2009
HB 002 32 F  Escherichia coli Secrecidn pie izquierdo 01/06/2009
HB 003 177 M  Escherichia coli Liquido Abdominal 05/06/2009
HB 004 259 F  Escherichia coli Ind (-) Orina 07/06/2009
HB 005 281 F  Escherichia coli Orina 08/06/2009
HB 007 68 M  Klebsiella pneumoniae Orina 02/06/2009
HB 009 309 F  Escherichia coli Orina 08/06/2009
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Tabla 3. Origen de los aislados hospitalarios utilizados en este estudio

(Continuacion...)

NUMERO

cODIGO DEL SEXO IDENTIFICACION ORIGEN DE FECHA D,E
PUCE CULTIVO PUCE LA MUESTRA COLECCION
HB 010 0339 F Escherichia coli Orina 09/06/2009
HB 012 54 F Escherichia coli Orina 02/06/2009
HB 014 ST 662 M  Klebsiella pneumoniae  Secrecion Bronquial 17/06/2009
HB 015 718 F Escherichia coli Orina 18/06/2009
HB 019 115 M  Klebsiella pneumoniae  Orina 03/06/2009
HB 022 1043 F Escherichia coli Orina 27/06/2009
HB 024 1096 M  Escherichia coli Secrecién Escotal 29/06/2009
HB 025 188 M  Escherichia coli Orina 29/06/2009
HB 026 019 F Escherichia coli Orina 01/07/2009
HB 027 229 F Escherichia coli Orina 07/07/2009
HB 028 333 F Escherichia coli Orina 09/07/2009
HB 030 648 F Escherichia coli Orina 18/07/2009
HB 033 1009 F Escherichia coli Orina 28/07/2009
HB 035 1072 F  Klebsiella pneumoniae  Hemocultivo 29/07/2009
HB 036 1160 M  Klebsiella pneumoniae  Hemocultivo 31/07/2009
HB 037 728 F Escherichia coli Orina 21/07/2009
HB 038 826 F Escherichia coli Orina 23/07/2009
HB 039 837 F Escherichia coli Orina 23/07/2009
HB 040 1149 M  Escherichia coli Secreciodn pierna derecha 30/07/2009
HB 041 303 F  Klebsiella pneumoniae  Esputo 08/08/2009
HB 042 349 M Escherichia coli Secrecion traqueal 11/08/2009
HB 043 644 F Escherichia coli Orina 19/08/2009
HB 045 689 ND Escherichia coli Orina 20/08/2009
HB 047 814 M  Escherichia coli Liquido ascitico 24/08/2009
HB 049 799 M  Escherichia coli Esputo 12/08/2009
HB 050 1078 M Escherichia coli Hemocultivo 13/08/2009
HB 052 963 F  Escherichia coli Secrecion traqueal 25/08/2009
HB 056 23 F  Escherichia coli Orina 31/08/2009
HB 057 19 F Escherichia coli Orina 01/09/2009
HB 058 119 F  Escherichia coli Orina 03/09/2009
HB 059 52 F  Klebsiella pneumoniae  Secrecion traqueal 03/09/2009
HB 061 173 F Escherichia coli Orina 05/10/2009
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Tabla 3. Origen de los aislados hospitalarios utilizados en este estudio

(Continuacion)

NUMERO

CcODIGO DEL SEXO IDENTIFICACION ORIGEN DE FECHA D'E
PUCE BACTERIANA LA MUESTRA COLECCION
CULTIVO
HB 063 258 F  Escherichia coli Orina 07/09/2009
HB 064 311 F  Escherichia coli Orina 08/09/2009
HB 065 389 F  Escherichia coli Orina 17/09/2009
HB 066 592 F  Klebsiella pneumoniae  Secrecion traqueal 15/09/2009
HB 067 657 F  Escherichia coli Orina 16/09/2009
HB 071 786 F  Escherichia coli Orina 19/09/2009
HB 072 819 F  Klebsiella pneumoniae Herida abdomen 20/09/2009
HB 073 844 F  Escherichia coli Secrecion traqueal 21/09/2009
HB 074 860 F  Escherichia coli Orina 25/08/2009
HB 075 954 F  Escherichia coli Orina 23/09/2009
HB 076 1208 F  Escherichia coli Herida quirargica 30/09/2009
HB 077 521L F  Morganella morganii Ulcera de talon 14/06/2010

Col, Coleccioén; F, Femenino; Ind (-), Indol negativo; M, Masculino; ND, no definido.
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Tabla 4 Informacion genética sobre las 131 cepas analizadas, grupo de

betalactamasas tipo CTX-M y variante alélica

CODIGO BETALACTAMASA  VARIANE DEL
PUCE PROCEDENCIA TIPO CTX-M GEN blacrx-m
HA 005 hospitalaria Gl 0
HA 013 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 015 comunitaria G1 CTX-M-28
HA 016 hospitalaria Gl CTX-M-28/2
HA 017 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 021 comunitaria Gl CTX-M-28
HA 023 hospitalaria G2 CTX-M-28/2
HA 025 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 032 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 033 hospitalaria Gl 0
HA 041 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 042 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 046 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 053 comunitaria G1 CTX-M-28
HA 062 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 065 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 077 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 078 comunitaria G1 CTX-M-28/2
HA 079 hospitalaria Gl CTX-M-28/2
HA 094 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 096 comunitaria G1 CTX-M-12
HA 119 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 122 hospitalaria G2 CTX-M-2
HA 125 hospitalaria G9 CTX-M-28/14
HA 153 comunitaria G9 CTX-M-14
HA 154 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 155 comunitaria G9 CTX-M-14
HA 159 comunitaria G9 CTX-M-28/2/14
HA 164 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 169 hospitalaria Gl CTX-M-28/2
HA 172 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 174 hospitalaria G2 C-M-28

HA 192 comunitaria Gl CTX-M-28
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Tabla4 Informacidon genética sobre las 131 cepas analizadas, grupo de

betalactamasas tipo CTX-M y variante alélica (Continuacién...)

CODIGO BETALACTAMASA VARIANE DEL
PUCE PROCEDENCIA TIPO CTX-M GEN blacr
HA 194 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 197 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 210 comunitaria G1 0
HA 218 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 225 comunitaria G1 0
HA 232 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 241 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 244 hospitalaria G9 CTX-M-28/14
HA 249 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 250 hospitalaria G1 0
HA 251 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 267 hospitalaria G2 CTX-M-28/2
HA 273 comunitaria Gl CTX-M-12
HA 286 hospitalaria Gl CTX-M-28/2
HA 287 hospitalaria G9 CTX-M-28/14
HA 288 comunitaria G1 CTX-M-28
HA 325 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 335 comunitaria G1 CTX-M-12
HA 341 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 343 hospitalaria Gl 0
HA 344 hospitalaria Gl CTX-M-12
HA 345 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 356 hospitalaria G1 CTX-M-28
HA 357 hospitalaria G9 CTX-M-28/14
HA 358 hospitalaria Gl CTX-M-28
HA 366 hospitalaria G9 CTX-M-28/14
HB 001 hospitalaria Gl 0
HB 002 hospitalaria Gl CTX-M-12
HB 003 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 004 hospitalaria Gl CTX-M-12
HB 005 hospitalaria Gl CTX-M-28

HB 007 hospitalaria Gl CTX-M-28
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Tabla4 Informacidon genética sobre las 131 cepas analizadas, grupo de

betalactamasas tipo CTX-M y variante alélica (Continuacién...)

CODIGO BETALACTAMASA VARIANE DEL
PUCE PROCEDENCIA TIPO CTX-M GEN blactx-m
HB 009 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 010 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 012 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 014 hospitalaria G2 CTX-M-12/2
HB 015 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 019 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 022 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 024 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 025 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 026 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 027 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 028 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 030 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 033 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 035 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 036 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 037 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 038 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 039 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 040 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 041 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 042 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 043 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 045 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 047 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 049 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 050 hospitalaria G1 CTX-M-28
HB 052 comunitaria Gl CTX-M-12
HB 056 hospitalaria G1 CTX-M-28
HB 057 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 058 hospitalaria G1 CTX-M-28

HB 059 hospitalaria Gl CTX-M-28
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Tabla4 Informacidon genética sobre las 131 cepas analizadas, grupo de

betalactamasas tipo CTX-M y variante alélica (Continuacion)

CODIGO BETALACTAMASA VARIANE DEL
PUCE PROCEDENCIA TIPO CTX-M GEN blacr
HB 061 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 063 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 064 hospitalaria Gl CTX-M-12
HB 065 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 066 hospitalaria G1 CTX-M-28
HB 067 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 071 hospitalaria Gl CTX-M-12
HB 072 hospitalaria G2 CTX-M-2
HB 073 comunitaria Gl CTX-M-28
HB 074 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 075 comunitaria G1 CTX-M-28
HB 076 hospitalaria Gl CTX-M-28
HB 077 hospitalaria Gl CTX-M-28

CTX-M-2, alelo tipo blactx.m-2; CTX-M-12, alelo tipo blacrx.m.12: G1, CTX-M G1; G2, CTX-M G2;

G9, CTX-M G9; HA, HB; -, negativo
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Tabla 5 Frecuencia de enzimas tipo blactx.v agrupadas por especie, hospital; (HA, HB), procedencia; hospitalarias,

comunitarias y variante genética.

E. coli K. pneumoniae Otros
Variante H C H C H C
HA HB HA HB HA HB HA HB HA HB HA HB
CTX-M-28 19 14 4 21 3 5 1 2 1 1 1 0
CTX-M-12 0 4 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0
CTX-M-2 5 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0
CTX-M-14 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-28/2 4 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-28/14 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-2/12 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CTX-M-28/2/14 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C, aislados comunitario; H, aislados hospitalarios; H, aislados hospitalarios; HA, Hospital A; HB, Hospital B
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11. ANEXOS

Método de purificacion de ADN a través del Kit Comercial de
Extraccion “Wizard ® Genomic DNA Purification Kit.

1. Centrifugar 1 ml de cultivo bacteriano de 18 horas de incubacion
por 2 minutos a 13.000 rpm y luego descartar el sobrenadante. 2.
Agregar 600 pl de solucion de lisis nuclear y pipetear suavemente
para homogenizar. 3. Incubar por 5 minutos a 80 °C y luego enfriar
a temperatura ambiente. 4. Afladir 3 pl de solucion RNase, mezclar e
incubar a 37 °C durante 1 hora y luego enfriar a temperatura
ambiente. 5. Agregar 200 pl de solucién de precipitacion proteica y
luego agitar en un vortex a maxima velocidad. 6. Incubar en hielo por
5 minutos. 7. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos. 8. Transferir el
sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio que contenga 600
pl de isopropanol y mezclar. 9. Centrifugar como en el paso 1y
luego descartar el sobrenadante. 10. Afiadir 600 pl de etanol al 70 %
y mezclar. 11. Centrifugar por 2 minutos a 13.000 rpm. 12. Aspirar el
etanol y secar al aire por 15 minutos. 12. Rehidratar el ADN
contenido en el tubo con 100 pl de solucién rehidratante a 4 °C toda
la noche. Finalmente, el ADN se almacena a -20 °C como especifica

el protocolo para mantenerlo en condiciones éptimas de uso.
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