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1. RESUMEN

Escherichia coli productora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
es un agente microbiano involucrado en la mayoria de infecciones del tracto
urinario (85%), debido a las escasas alternativas terapéuticas disponibles y a su
rapida adquisicion de genes de resistencia a diversos antibioticos. El objetivo de
este estudio fue caracterizar la presencia de alelos que confieren resistencia a
antibidticos B-lactamicos en muestras clinicas de Escherichia coli provenientes de
urocultivos y probar la eficacia de los péptidos de la piel de anuros de las
especies Boana rosenbergi y Rana sp. sobre este patdégeno. El estudio se realiz6
en 70 aislados de E. coli obtenidos de muestras de orina de pacientes de un
hospital en Quito, identificados por matrix assisted laser disorption/ionization —
time of flight mass spectrometry. El analisis de sensibilidad fue realizado en los
Laboratorios Zurita & Zurita por VITEK® 2. Se extrajo ADN con el kit Wizard®
Genomic DNA Purification para bacterias Gram-negativas. La amplificacion de los
genes blactx-m-1, blactx-m-15, blasnv y blatem se realizd con primers especificos. La
presencia o0 ausencia de estos genes fue analizada por electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Los productos de PCR con concentracion de 10 ng/pl, se enviaron
a MacroGen para su secuenciacion. El analisis se realiz6 con el software
Geneous version 7.0. Finalmente, con 10 aislados de E. coli BLEE se realizo
microdilucién en caldo con las secreciones de B. rosenbergi y Rana sp. Como
resultados se obtuvo que de los 70 aislados: 54/70 provienen de mujeres (77,1%)
y 16/70 de hombres (22,9%), donde 46/70 (65,7%) se originaron de consulta
externa 'y 39/70 (55,7%) tuvieron fenotipo BLEE positivo; 32/70 (45,7%) poseian el
alelo CTX-M-15; 3/70 el gen blasnv; 19/70 el gen blartewm, estas sin fenotipo BLEE,
resistentes a ampicilina y con los alelos TEM-1 (18/19) y TEM-214; En cuanto a
los péptidos, no hubo inhibiciébn bacteriana por las secreciones de B. rosenbergi.
Para las secreciones de Rana sp. hubo inhibiciébn bacteriana con concentracion
minima inhibitoria (CMI) al 90 y 50% de las cepas de: CMlgo de 500 pg/mly CMlso
de 250 pg/ml. Como conclusion se puede decir con seguridad que las secreciones
de Rana sp. son un recurso disponible que puede ser explotado como alternativa
para el tratamiento de E. coli resistente a B-lactamicos de amplio espectro.

Plabras clave: Urocultivos, E. coli, B-lactamasa, sensibilidad, péptidos



2.  ABSTRACT

Extended-spectrum B-lactamase-producing Escherichia coli (ESBL) is a
microbial agent involved in most urinary tract infections (85%), due to the scarce
available therapeutic alternatives and its rapid acquisition of resistance genes
Antibiotics. The aim of this study was to characterize the presence of alleles
conferring resistance to 3-lactam antibiotics in clinical samples of Escherichia coli
from urine cultures and to test the efficacy of anurans skin peptides of Boana
rosenbergi and Rana sp. The study was performed in 70 E. coli isolates obtained
from urine samples of patients from a hospital in Quito, identified by matrix
assisted laser disorption / ionization - time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF), sensitivity analysis was performed In Zurita & Zurita Laboratories by
VITEK® 2. DNA was extracted with the Wizard® Genomic DNA Purification kit for
Gram-negative bacteria. Amplification of the blactx-wm1, blactx-wm-1s, blasnwvy and
blatem genes was performed with specific primers. The presence or absence of
these genes was analyzed by 1% agarose gel electrophoresis. PCR products with
a concentration of 10 ng/ul were sent to MacroGen for sequencing. The analysis
was performed using Geneous software version 7.0. Finally, with 10 isolates of E.
coli BLEE microdilution was carried out in broth with the secretions of B.
rosenbergi and Rana sp. Of the 70 isolates, 54 came from women (77,1%) and 16
from men (22,9%). Of external consultation were 46/70 (65,7%); 39/70 (55,7%)
had BLEE phenotype; 32/70 (45,7%) had the CTX-M-15 allele; 3 the blaSHV
gene; 19 the blaTEM gene without BLEE phenotype, with TEM-1 (18) and TEM-
214 alleles; There was no bacterial inhibition with B. rosenbergi peptides; with the
peptides of Rana sp. bacterial inhibition was achieved with CMlgo of 500 pg/ml and
CMlIso of 250 pg/ml. Secretions of Rana sp. can be exploited to find new

alternatives for extended spectrum E. coli B-lactamase (ESBL) therapy.

Key words: Uroculture, E. coli, B-lactamase, sensitivity, peptides.



3. INTRODUCCION

La bacteria Escherichia coli es un cocobacilo Gram negativo perteneciente
a la familia Enterobacteriaceae. Es productora de gas a partir de la fermentacion
de glucosa y lactosa, produce indol a partir de triptofano, no utiliza el citrato como
fuente de carbono y no tiene produccién de acetoina (OMS, 2017). Su genoma

consiste en 5,009,900pb cromosdmicas y seis plasmidos (Stoesser et al., 2016).

Es importante saber que es una bacteria meséfila debido a que su
desarrollo se da en la temperatura corporal de animales homeotermos (35-43 °C).
Es habitual en el intestino humano y de otros animales (OMS, 2017). La mayoria
de las cepas son inofensivas, pero algunas pueden causar infecciones intestinales
y extra intestinales como las del tracto urinario (Bajaj et al., 2016; OMS, 2017;
Zhang, Zhou, Guo y Chang, 2015).

En particular para este estudio, se sabe que al menos el 85% de las
infecciones del tracto urinario (ITU) son causadas por E. coli, de origen
comunitario. Ademas esta bacteria es responsable del 50% de las infecciones que
desencadenan en shock uroséptico en pacientes hospitalizados (Geyer et al.,
2016; Tschudin-sutter et al., 2017). La infeccién de origen comunitario es aquella
que se propaga dentro de una poblacién agrupada en un espacio restringido y
confinado. Por otro lado, la infeccidbn de origen hospitalario es aquella que se
adquiere dentro de un hospital u otro servicio de salud y que no estaba presente

en el paciente al momento de ser ingresado (OMS, 2017).

Para el tratamiento de ITU causadas por E. coli se utilizan antibi6ticos -
lactdmicos, estos incluyen a las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,
carbapenemes y monobactamicos (Marinelli y Genilloud, 2014) (Anexo 1). Al inicio
el tratamiento se da de forma empirica, hasta conocer los resultados del urocultivo
y la sensibilidad antimicrobiana (Collantes et al.,, 2012; Daza, 1998). Para un
tratamiento efectivo es importante conocer previamente la resistencia antibiética
de una poblacion, ya que la sensibilidad antimicrobiana varia de una regién a otra
(Daza, 1998).



Los antibidticos B-lactdmicos son amidas ciclicas que constan de tres
atomos de carbono y un atomo de nitrégeno. El &tomo de nitrégeno esta unido al
carbono B con respecto al carbonilo (C = O) lo que le da su nombre (Livermore,
1995).

Estos antibidticos B-lactdmicos actuan sobre la pared celular de las
bacterias, compuesta de una glicoproteina llamada peptidoglicano. El
peptidoglicano estéa formado por unidades alternas de N-acetilglucosamina (NAG)
y acido N-acetilmuramico (NAM) (Vives, Medvedovsky, y Rot, 2004). La NAM
tiene una cadena tetrapeptidica unida. En bacterias Gram negativas esta cadena
consiste en L-lisina, acido D-glutamico, acido diaminopimélico y d-alanina-d-
alanina (Pitton, 1972).

El &cido diaminopimélico en la cadena lateral est4 conectado a la d-alanina
de otra cadena, este entrecruzamiento es provocado por una enzima en el
espacio periplasmico llamada d-d transpeptidasa (Bado et al., 2008). A medida
que las bacterias crecen y se multiplican, remodelan sus paredes celulares. El
anillo B-lactamico del antibidtico es idéntico a la d-alanina-d-alanina por lo que la
enzima transpeptidasa se une incorrectamente al antibiético B-lactamico en lugar
de su sustrato original. A la transpeptidasa también se la conoce como proteina
de unién de la penicilina (PBP) (Livermore, 1995; Vives et al., 2004). La union da
lugar a la acilacién de la enzima que conduce a la produccion de una peniciloil-
enzima inactiva. Como resultado, no se producen mas enlaces cruzados entre las
capas de peptidoglicano y la célula sufre inestabilidad osmatica y lisis como se ve
en el Anexo 2 (Bado et al., 2008; Pitton, 1972).

La bacteria E. coli tiene siete PBP, cada una con una funcion diferente.
La PBP 1 A y B acttan durante la elongacion celular, PBP 2 mantienen la forma
de la pared celular, PBP 3 forma un tabique entre las células en division, PBP 4, 5
y 6 no son esenciales. La sensibilidad de cada PBP varia con cada antibiotico 3-
lactdmico (Bado et al., 2008; Livermore, 1995; Vives et al., 2004).



Existen cuatro mecanismos de resistencia a los antibidticos B-lactamicos
por parte de las bacterias: Inactivacion del antibiético B-lactamico por una enzima
(B-lactamasa); produccién de una nueva PBP con menor afinidad al antibiotico;
decremento de la permeabilidad al antibiotico, por cierre de los canales de porinas

y bombas activas que extraen al antibiético fuera de la célula (Pitton, 1972).

La produccion de B-lactamasas es el mecanismo mas comun de resistencia
en bacterias Gram negativas (Geyer et al., 2016). EI numero de este tipo de
enzimas, que se presentan de manera natural, ahora excede a las 1300. Este
conjunto de enzimas es, tal vez, una de las familias de proteinas mas numerosas
actualmente estudiadas (Bush, 2013; Tschudin-sutter et al., 2017).

En E. coli la resistencia a la nueva generaciéon de (B-lactdmicos es debida
a la expresidén de B-lactamasas hidroliticas, especialmente las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) y los AmpCs mediados por plasmidos (Bajaj et al.,
2016; Zurita, 2012).

Las BLEE se definen como B-lactamasas capaces de conferir resistencia
bacteriana a penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera e inclusive
cuarta generacion y a los monobactdmicos como el aztreonam, pero no a
cefamicinas ni carbapenemes y son susceptibles a inhibicibn por acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam (Paterson y Bonomo, 2005), propiedad
empleada para su identificacién fenotipica (Pérez et al., 2007).

Para clasificar las B-lactamasas se emplea cominmente el esquema
Ambler (clasificacibn molecular) (Ambler et al., 1991) y el sistema Bush-Medeiros-

Jacoby (clasificacién funcional) como se detalla en el Anexo 3 (Bush et al., 1995).

Segun Ambler (1980) a las B-lactamasas se las ha clasificado en cuatro
clases, las cuales son A, B, C y D. Basada en la similitud aminoacidica (Ambler et
al., 1991). De acuerdo a esta clasificacion las p-lactamasas de clase A, C y D son
serin-B-lactamasas, debido a que poseen un residuo de serina en el sitio activo
qgue hidroliza el enlace amino del anillo B-lactamico a través de mecanismos de

acilacion y desacilacion. En cambio, las de clase B son las metalo-betalactamasas



porque poseen un ion zinc en el sitio activo que actla polarizando distintas
estructuras del anillo B-lactdmico provocando su hidrélisis (Paterson y Bonomo,
2005; Anderson et al., 2012; Bush, 2013).

Las BLEE pertenecen a la clase A y 2be de la clasificacion de Ambiler,
debido a que tienen un residuo de serina en su sitio catalitico para hidrolizar -
lactamicos de espectro extendido. Las B-lactamasas 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 B-lactamasas tipo TEM, SHV, GES, CTX-M (Ambler et al., 1991).

La primera B-lactamasa mediada por plasmidos fue reportada de un
aislado de E. coli resistente a ampicilina, obtenida a partir de muestras de orina de
una mujer llamada Temoniera en Grecia en 1965; esta enzima se designé como
TEM-1. En 1969, TEM-2 se encontrd en un aislado de Pseudomonas aeruginosa
en Gran Bretafia. Se diferencido de TEM-1 en so6lo un aminoéacido, pero no en el

sustrato (Datta y Kontomichalou, 1965).

En 1972 una enzima cromosOmica con mejor actividad en contra de
ampicilinas fue descrita por Pitton de un aislado de K. pneumoniae. Descrita como
Pit-2, fue designada mas tarde como SHV-1. El nombre derivé debido a que el p-
cloromercuribenzoato se une a grupos sulfhidrilo de la enzima e inhibe la hidrolisis
de cefaloridina pero no de bencilpenicilina. Ahora se sabe que un hidroxilo de

serina, no un sulfhidrilo, es el residuo del sitio activo de SHV-1 (Pitton, 1972).

La SHV-1 es una B-lactamasa cromosOmica tipica de K. pneumoniae,
pero también puede ser de origen plasmidial. Todas las variantes SHV descritas
derivan del gen blasnv-1 con una a siete sustituciones de aminoacidos. En 1983 en
Alemania, se registré un aislado de K. pneumoniae productor de una variante de
la enzima SHV-1 que podia hidrolizar oxyimino-cefalosporinas y fue designada
SHV-2 (Knothe, Shah, Krcmery, Antal y Mitsuhashi, 1983). Diferia de SHV-1 por
una sustitucion de aminoacidos, Gly — Ser, en la posicion 213. Esto llevo a un
desplazamiento en la cadena B3 que contenia los residuos 238 a 242, lo que cred

un sitio de unién a B-lactamicos expandido, dando mas flexibilidad y espacio al



sitio activo de la enzima (Kleibe, Nies, Meyer, Tolxdorff-Neutzlig y Wiedemann,
1985). Estas enzimas son capaces de hidrolizar las cefalosporinas de amplio
espectro, que poseen grupo lateral de 2-amino-4-tiazolil metoxyimino (Barthélémy,
Péduzzi, Ben Yaghlane y Labia, 1988).

Durante 1985-87 en Francia, se detect6 un mutante de TEM (TEM-
3/CTX-1). La enzima TEM-3 tenia dos sustituciones de aminoacidos (Gly — Lys
en la posicion 103 y Gly — Ser en la posicién 236). Comparando con la enzima
madre, esta enzima conferia resistencia a amino-, carboxi, ureidopenicilinas,
aztreonam y cefalosporinas de amplio espectro (Barthélémy et al., 1988; Kleibe et
al., 1985). Existen actualmente 223 tipos de TEM y 193 tipos SHV de B-
lactamasas, muchas de las cuales no tienen fenotipo BLEE, documentadas en la

pagina web https://www.lahey.org/studies/.

En la década de 1980 las enzimas tipo BLEE estaban asociadas a brotes
hospitalarios de K. pneumoniae especialmente B-lactamasas tipo SHV y TEM. En
el 2000 emergieron clones CTX-M solo en E. coli con rapida diseminacion

comunitaria (Tschudin-sutter et al., 2017).

La enzima CTX-M derivé de la cefalosporinasa cromosémica de las
bacterias ambientales Kluyvera sp. El primer aislado clinico se inform6 en E. coli,
en Alemania en 1989. Se cree que los genes CTX-M han sido capturados por
elementos moviles (como ISEcpl) de los cromosomas de Kluyvera spp. El
nombre CTX-M se debe a que estas enzimas hidrolizan cefotaxima. Fueron
clasificadas en los grupos |, I, Il y IV. Actualmente estdn subclasificadas
filogenéticamente en cinco grupos, los cuales son: CTX-M-1, -2, -8, -9 y -25.
Existen actualmente al menos 128 variantes de esta enzima (Canton, Gonzalez-
Alba y Galan, 2012).

Los genes de CTX-M pueden estar presentes dentro de transposones o
cassettes genéticos moviles en plasmidos, logrando diseminarse rapidamente.
Las B-lactamasas CTX-M son ahora endémicas en varios paises y se encuentran
con frecuencia en cepas comunitarias y hospitalarias (Zhang et al., 2015). Estas

bacterias E. coli productoras de enzimas CTX-M, estan relacionadas con el clon



pandémico ST131 y son las causantes frecuentes de infecciones al tracto urinario
(Geyer et al., 2016).

Por ejemplo, el gen blactx-v-15, relacionado con el clon ST131 que tiene
gran facilidad de dispersion (Tschudin-sutter et al., 2017), y resistente a
cefalosporinas de tercera generacion, es movilizado por los plasmidos Incl e IncF.
Estos son los tipos de plasmidos mas frecuentes y son los responsables de la
diseminacién de la resistencia en Enterobacteriaceae (Dolejska et al., 2013; Dziri
et al., 2016).

En 1990 las enzimas B-lactamasas se encontraban en el 7% de infecciones
hospitalarias, reportadas de brotes comunitarios de E. coli, K. pneumoniae y otras
enterobacterias. En el 2003, mas del 20% de K. pneumoniae patogenicas,
aisladas de unidades de cuidado intensivo en Estados Unidos, eran resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion (Schwaber y Carmeli, 2007). Para el 2016,
en Holanda, un estudio en 14 centros hospitalarios mostr6 mayor tasa de
transmision de BLEE en Enterobacter cloacae y K. pneumoniae (10% y 11%) que
en E. coli (4,4%). Sin embargo, el 61% de todas las transmisiones de BLEE fue
atribuible a E. coli, frente a 27,8% y 11,1% para K. pneumoniae y E. cloacae
(Tschudin-sutter et al., 2017).

En 1989 fue reportada la primera cepa resistente a -lactamicos en Sur
América, en K. pneumoniae de un aislado en Chile. Con el tiempo se presentaron
nuevos reportes en nuevos paises como Brasil, Colombia y Venezuela, con la
aparicion de nuevas enzimas de resistencia como CTX-M, OXA, TEM y sus

variantes (Bonelli, Moreira y Picédo, 2014).

En el Ecuador la resistencia hacia antibidticos [B-lactamicos se ha
registrado por la REDNARBEC del afio 2003 al 2010. Se ha observado un
incremento de la resistencia tipo BLEE desde el afio 2006 (Zurita, 2012). Donde
se ha visto un aumento en los brotes de E. coli BLEE causantes de infecciones
como ITU en ambientes comunitarios y hospitalarios. Con resultados como alta

mortalidad, altas tasas de fracaso clinico y duracion prolongada de



hospitalizacion, asociado con un incremento en el costo de salud del 25 al 48%,
comparado con no productores de BLEE (Tschudin-sutter et al., 2017). Para el
2016 en un estudio se reveld que el 9,8% de enterobacterias en urocultivos de
origen hospitalario presentaban fenotipo BLEE, de las cuales el 83% eran E. coli
(Capilla, 2016).

La resistencia antibiotica es un problema de salud publica importante, un
70% de las bacterias son resistentes al menos a un antibiotico (Takahashi et al.,
2010), y se sabe que la resistencia a antibidticos de nueva generacion ha
aumentado y que la creacion de nuevos antibidticos esta disminuyendo. Sin
embargo, existen péptidos, producidos en las glandulas granulares de anfibios,
con potencial antibiético efectivo y con menos efectos secundarios (Torcato et al.,
2012).

En general, la piel de los vertebrados es la primera barrera de proteccién
entre el mundo exterior y el medio interno del organismo, es quimicamente
impermeable e inerte hacia muchas de las sustancias del entorno. Para los
anfibios es un 6rgano muy dindmico y permeable, con gran diversidad de
funciones como: Respiracion cutanea, termorregulacion, comunicacion y

proteccion quimica contra predadores y microorganismos (Brunetti, 2014).

La piel de anuros posee dos tipos principales de glandulas dérmicas, las
glandulas mucosas y las glandulas serosas. Algunas de las diferencias mas
evidentes estan relacionadas a dos funciones especificas, defensa vy
comunicaciéon (Faivovich, McDiarmid y Myers, 2013). La defensa esta asociada a
las glandulas serosas, también conocidas como glandulas granulares o glandulas
de veneno, las cuales producen sustancias toxicas o repelentes. Las glandulas
mucosas estan relacionadas con la comunicacion y la reproduccién, y son

glandulas sexualmente dimérficas (Brunetti, 2014).

La caracterizacion quimica de las secreciones glandulares, en mas de 500
especies de anuros en los Uultimos cuarenta afios (Conlon, Mechkarskaa,
Radosavljevicb, Attoubc, King, Lukicb y McCleane, 2014), ha hecho posible poder

agrupar a los compuestos bioquimicos presentes en: Aminas biogénicas, péptidos
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bioactivos, alcaloides lipo- e hidrosolubles, tetrodotoxinas y bufadiendlidos
(Erspamer, 1994; Brunetti, 2014).

Las secreciones de los anfibios interacttan con la membrana
citoplasmatica de los microorganismos patdgenos, aunque para algunos su
blanco es intracelular. Muchos péptidos presentes en las secreciones, no causan
la permeabilizacion de la membrana celular en CMI, sin embargo, causan la
muerte celular. Se ha observado que estos péptidos se han trasladado a través de
la membrana, acumuldndose en el citoplasma, donde interfieren en varios
procesos celulares, lo que determina la muerte celular (Cilveti, Rivera, Rodriguez
Riglos y Alcocer, 2013).

En un estudio realizado en Ecuador se encontr6 que la especie de Hylidae,
Agalychnis spurrelli posee un péptido relacionado con las dermaseptinas (Vargas
et al., 2015). Esta familia de péptidos esta relacionada con actividades citotoxicas
y fueron los primeros péptidos de vertebrados en demostrar actividad
membranolitica contra hongos filamentosos, responsables de infecciones letales

oportunistas, en sindromes de inmunodeficiencia (Amiche et al., 1994).

En otro estudio realizado en Ecuador se analizé la actividad antimicrobiana
de las secreciones peptidicas de una especie perteneciente a la familia
Bufonidae, en bacterias productoras de carbapenemasas. Obtuvieron que la
CMlso de las secreciones con las bacterias Klebsiella pneumoniae, Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae y E. aerogenes, fue de 250 pg/ml (Cilveti et al.,
2013).

La piel de los anfibios constituye un gran laboratorio para el estudio de la
bioquimica. Las biomoléculas secretadas en la piel de los anfibios constituyen una
fuente biolégica de compuestos con varias funciones fisiolégicas (Vargas, Pérez,
Paredes y Rivera, 2015). Sus secreciones han sido valoradas por diversos grupos
a lo largo de la historia, quienes las han usado de forma medicinal, para la caza y
en rituales. Desde un aspecto bioquimico, el andlisis de biomoléculas en

secreciones de anfibios posee un potencial enorme para la obtencion de nuevos
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tratamientos para infecciones bacterianas, dada la diversidad de compuestos
(Brunetti, 2014).
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4.  OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la presencia de alelos que confieren resistencia a antibiéticos
B-lactamicos en Escherichia coli proveniente de urocultivos obtenidos de
pacientes hospitalizados colectados de agosto a octubre de 2015, por
secuenciamiento y su inhibicion por secreciones de la piel de Boana rosenbergi y

Rana sp. por microdilucién en caldo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Colectar muestras del hospital para la obtencion de la poblacion de
bacterias para el estudio.

. Identificar la especie de bacteria mediante el uso de matrix assisted
laser disorption/ionization — time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF)

. Analizar la sensibilidad a antibidticos pB-lactamicos de forma
fenotipica por VITEK® 2 por CMI.

o Identificar la presencia o ausencia de los genes blactx-m-1, blactx-m-15;
blasnv; blatem por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con
primers especificos a través de ADN total obtenido de la poblacion
de estudio.

. Determinar la identidad de los alelos de los genes blactx-m-1; blashv;
blatem; encontrados en la poblacion de estudio por secuenciamiento.

o Realizar pruebas de sensibilidad a péptidos de Rana sp. e Boana
rosenbergi en E. coli con perfil de resistencia por microdiluciéon en

caldo.
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5.  MATERIALES Y METODOS

5.1 POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se realizé en aislados obtenidos de antibiogramas de muestras
de orina de pacientes de un hospital de tercer nivel en Quito, Ecuador. Este fue
realizado en la Escuela de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad
Catélica del Ecuador (PUCE), en el Laboratorio de Microbiologia y en el Centro de
Investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL) en Quito, Ecuador.

Se colectaron 307 muestras, de hombres y mujeres, de agosto a octubre
de 2015, caracterizadas por presentar patrones de resistencia provenientes de
urocultivos. Las muestras fueron bacterias de la familia Enterobacteriaceae de las
cuales se eligieron 70 muestras, exclusivas de la especie Escherichia coli.

La coleccién se realiz6 en el hospital, en el &rea de Microbiologia donde se
receptd placas de antibiogramas los dias lunes y miércoles de cada semana. Se
traslado las placas al Laboratorio de Microbiologia de la PUCE donde se aislo las
bacterias en agar eosina azul de metileno (EMB) y agar nutriente (AN) y se
incubaron a 37 °C de 18 a 24 horas (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2017; Instituto de Biotecnologia, 2000). Posteriormente se envio las placas de AN
sembradas para la identificacion de la especie de las 70 muestras, por matrix
assisted laser desoption/ionization — time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) (Pasch y Schrepp, 2003).

Las colonias aisladas en placas de EMB fueron sembradas en 4ml de caldo
cerebro corazon (BHI) y se las incubd a 37 °C de 18 a 24 horas. A la suspension
bacteriana en BHI se coloco 1 ml de glicerol, a continuacion se pasé 1ml de
suspension bacteriana, al 25% de glicerol, a cuatro crioviales por muestra y se
congel6 dos a -20 °C y dos a -80 °C para su posterior uso (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017; Leal y Ramirez, 2005).
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5.2 IDENTIFICACION DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

Se aislaron las 70 muestras de E. coli en agar nutriente y se las envio a los
Laboratorios Zurita & Zurita. Mediante el uso de VITEK® 2, fue analizada la

sensibilidad antibidtica a B-lactdmicos.

El sistema analiza los patrones de concentracion minima inhibitoria (CMI)
para la identificacion fenotipica. Los cultivos de E. coli se suspendieron en
solucién acuosa 0,45% (wt/vol) NaCl para obtener la turbidez equivalente a 2,0 en
la escala de McFarland (rango, 1,80 a 2,20) (Naz, Hussain, Khan, Farooqui y
Malik, 2016).

La sensibilidad antimicrobiana fue probada con el sistema automatizado
VITEK® 2 usando las tarjetas ID-GNB y AST-037, de acuerdo con las
instrucciones del manufactor. VITEK® 2 automaticamente llena, sella e incuba la
suspension del cultivo preparada. Las cartas se mantienen a 35,5 °C por 18 h,
con lecturas Opticas realizadas automaticamente cada 15 minutos. Bajo estas
lecturas fue establecido un perfil de susceptibilidad de la muestra a ampicilina (10
Hg) (AMP), ampicilina/sulbactam (10/10 pg) (SAM), piperacilina/tazobactam (10/10
ug) (PIP-TZ), cefazolina (30 pg) (CZO0O), cefotaxima (30 pg) (CTX), ceftazidima (30
ug) (CAZ), ceftriaxona (30 pg) (CRO), cefepima (30 ug) (FEP), ertapenem (10 pg)
(ETP) e imipenem (10 pg) (MEM), ademas de la identificacion de la especie, de
acuerdo a un algoritmo especifico. Los resultados finales se introdujeron a la base
de datos CBQ-CA y se compararon con los datos proporcionados por el hospital
(Naz et al., 2016).

Del hospital se nos entrego placas de Agar Mueller Hinton (MHA) donde se
encontraban sembradas las 70 muestras de E. coli. Estaban colocados discos de
doxicilina (10 pg) (DOX), ampicilina (10 pg) (AMP), cefuroxima (30 pg) (CXM),
amipicilina/sulbactam (10/10 pg) (SAM), cefoxitina (30 pg) (FOX), cefazolina (30
ng) (CzZO), ceftriaxona (30 pg) (CRO), ertapenem (10 pg) (ETP) vy
amoxicilina/acido clavulanico (10/10 pg) (AMC), a 3 cm de distancia de cada una.
Se realiz6 la lectura de la zona inhibitoria alrededor de los discos de antibioticos
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013 ; Mena y Armindo, 2009).
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El aumento del tamafio del halo alrededor del antibiético de prueba vy el
disco que contiene el acido clavuldnico es llamado efecto clavulanico. Un
aumento del didmetro mayor a 6 mm es considerado positivo y fue tomado como
evidencia de producciéon de BLEE (Begum et al., 2016; Naz et al., 2016).

5.3 EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN de las 70 bacterias de E. coli se realiz6 de las
muestras almacenadas previamente en crioviales a -20 °C y se siguio las
instrucciones dictadas por el protocolo de Wizard® Genomic DNA Purification kit
(Promega, 2010), para bacterias Gram-negativas; el ADN extraido sera

almacenado a -20 °C. (Gil, Nufiez, Benevidez y Lépez, 2014).

5.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La amplificacion de los genes blacrtx-m-1, blactx-m-15, blashv, blaTtem se realizo
con primers especificos (Tabla 4). La reaccion de PCR se realiz6 con un volumen
final de 50l con concentracion de 10 ng/ul, con volumen de: 19 ul de H20; 2 pl de
cada primer (forward y reverse); 25 ul de master mix y 2 ul de ADN por muestra
para los genes blasny, blatem. 13 pl de H20; 1 pl de cada primer (forward y
reverse); 25 pl de master mix y 10 pl de ADN por muestra para el gen blactx-m1y
20 pl de H20; 2 pl de cada primer (forward y reverse); 25 pl de master mix y 1,5 pl
de ADN por muestra para el gen blacrx-v-15 (Blanco et al., 2013; Cartelle, 2005;
Hayakawa et al., 2013; Kiratisin et al., 2008). El primer CTX-M-15/28 amplifica el
final 3" del gen blactx-m-15, por lo cual se lo uso para confirmar los resultados del
secuenciamiento de las muestras analizadas con el primer CTX-M-1 (Leflon-
Guibout et al., 2004).

El protocolo para PCR para blactx-m-1s fue: 95 °C de temperatura de
desnaturalizacion por diez minutos; 25 ciclos, con 95 °C de desnaturalizacion por
un minuto, 54 °C de annealing por un minuto y 72 °C de elongacion por un minuto;
al finalizar los ciclos se prosiguié con diez minutos a 72 °C para la elongacion final
(Blanco etal.,, 2013). Para el gen blactx-m-1: 95 °C por 10 minutos de

desnaturalizacion; 35 ciclos, 95 °C por un minuto de desnaturalizacion, 55° C por
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un minuto de annealing y 72 °C por un minuto de elongacion; al finalizar los ciclos

se finalizd con diez minutos a 72 °C para la elongacion final (Cartelle, 2005).

El protocolo para blasnv fue: 94 °C por dos minutos de desnaturalizacion;
25 ciclos, 94 °C por treinta segundos de desnaturalizacién, 55 °C por treinta
segundos de annealing y 72 °C por un minuto de elongacién; al terminar los ciclos
se continuo con siete minutos a 72 °C de elongacion final (Kiratisin et al., 2008).
Para el gen blatem el protocolo fue: 95 °C por diez minutos de desnaturalizacion;
30 ciclos, 94 °C por treinta segundos de desnaturalizacion, 58,5 °C por un minuto
de annealing y 72 °C por un minuto con cincuenta segundos de elongacion; se

termind con diez minutos de elongaciéon a 72 °C (Hayakawa et al., 2013).

El producto de PCR fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al
1%. El tamafio del amplicon de la PCR se verific6 usando un marcador de peso
molecular de 100 pb. La agarosa fue disuelta y corrida en buffer tris, &cido borico,
EDTA (TBE) o tris, acido acético, EDTA (TAE) al 0,5%. La corrida se realizé a
100V de 45 a 60 minutos. El gel de agarosa fue tefiido con 1,5 yl de SYBR Gold
al cual se lo disolvio en 5 ml de buffer TBE o TAE 0,5%. El gel se coloc6 en un
contenedor junto con la solucion de SYBER Gold en un cajén oscuro por un
periodo de 30 a 45 minutos. La imagen se realizd con foto documentador BioRad

y se edito con el sofware ImageLab™. (Gil et al., 2014).

Los productos de PCR se enviaron a MacroGen en Corea del Sur via

FedEx. El anéalisis de secuencias se realizd con el software Geneous 7.0.

55 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A PEPTIDOS DE ANUROS POR
MICRODILUCION EN CALDO

Se eligio 10 bacterias E. coli de la poblacién de estudio que mostraban la
presencia fenotipica de al menos uno de los genes de resistencia a p-lactamicos
previamente analizados; se usaron los péptidos excretados de la piel de anuros
de las especies Boana rosenbergi y Rana sp. Los liofilizados de los péptidos
fueron proporcionados por el laboratorio de Citogenética de la PUCE dirigido por

la Mtr. Miryan Rivera Ifiiguez.
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Para cada extracto de péptido se realizd lo siguiente: Se prepar6 dos
soluciones de 10 ml cada una, A (0,02% de acido acético que contiene 0,4% de
BSA) y B (0,01% de acido acético que contiene 0,2% de BSA). Se tomo 11 tubos
eppendorf de 1,5 ml, se rotulé el primero como 20x y se enumerd los demas
desde 1 hasta 10, equivalente con las concentraciones respectivas del péptido a
ser utilizadas en las placas de microtitulacion (Wiegand, Hilpert, y Hancock,
2008). Las concentraciones usadas fueron de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 32,25;
15,62; 7,81; 3,90 y 1,95 pg/ml.

El volumen final para cada concentracion fue de 900 pl, para las 10 placas
con las 10 bacterias. La concentracion inicial fue: 1000 pg:1000 pl. Se inicié con
una solucién de concentracidon veinte veces superior (20x) y a partir de esta se

realiz6 disoluciones seriadas (10x) (Wiegand et al., 2008).

Para la solucion 20x se pesé 0,018 ug de cada péptido y se lo disolvié en
900 pl de solucién A. Se coloco 900 pl de solucion B en los tubos del 2 al 10. En
el tubo 1 se coloc6 900 pl de la solucion 20x y 900 pl de la solucion B obteniendo
una solucion con concentracion 10x, con volumen de 1800ul; de esta se tomé 900
ul y se la coloco en el tubo 2 con la solucion B, se resuspendié cuidadosamente
de 6 a 8 veces y se repitid el procedimiento hasta el tubo 10 desechando el

volumen final (Wiegand et al., 2008).

Dentro de una camara de flujo, se emplearon 10 placas estériles de
poliestireno para microtitulacion, con tapa, de 96 pocillos con fondo plano
(Fernandez Andreu, Gonzalez Miranda, llinait Zaragozi, y Martinez Machin, 1998),
se puso 10 pl de cada solucion desde la fila A hasta la G, de la columna 1 hasta la
10, equivalente a cada concentracion, la fila H no se utiliz6. En la columna 12 se
colocé el caldo Mueller Hinton (MHB) sin bacteria, como blanco. Se realizé una
suspension bacteriana ajustada a la escala 0,5 de MacFarland (1x108 unidades
formadoras de colonias (UFC) ml?) y se la diluyo en proporcién 1:200 en MHB,
resultando en un inéculo final de 5x10° UFC ml! (Wiegand et al., 2008).

Se utilizé una caja Petri estéril como reservorio de la solucién con bacteria.

Se pipeted 90 pl de la solucién microbiana en cada pocillo de la columna 1-10 de
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la placa de microtitulacion donde se habian colocado previamente las soluciones
con el péptido; se obtuvo una concentracion 1x para cada solucion. Se afiadié 100
pl de solucién microbiana en la columna 11 como control de crecimiento. Se
incubo la placa de microtitulacion a 37 °C por un periodo entre 16 y 20 horas
(Wiegand et al., 2008). Se leyé las placas de microtitulacién en un lector de Elisas
donde se obtuvo la turbidez con un filtro de 630 nandmetros y volumen final de
100 pl. Se procedio a realizar una curva con los datos turbidez para observar la

inhibicion del crecimiento (Fernandez Andreu et al., 1998).

Con estos datos se calculé la CMI, que se definib6 como la menor
concentracion de péptido, contenido en pocillo de la serie, que inhibio el
crecimiento visible de las bacterias ensayadas (Horna, Silva, Vicente, y Tamariz,
2012). El criterio de crecimiento se realizo considerando el desarrollo o su falta en
cada pocillo, comparando con las caracteristicas de crecimiento en el pocillo
control de la columna 11 y el pocillo blanco de la columna 12 (Fernandez Andreu
et al., 1998).

Como andlisis estadistico se determind los rangos y las medias
geométricas de los valores de CMI obtenidos (Fernandez Andreu et al., 1998). Se
determinaron los porcentajes acumulativos de CMI para los péptidos de B.
rosenbergi y Rana sp. y se obtuvieron las CMlso y CMlgo (concentracion minima
inhibitoria del 50,0 y 90,0% de las cepas) (Horna et al., 2012)
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE GENES DE RESISTENCIA A B-LACTAMICOS
DE ESPECTRO EXTENDIDO

Se obtuvo un total de 307 muestras pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae desde agosto a octubre de 2015. Las muestras provenian de
urocultivos de pacientes, donde 283 muestras fueron de la especie E. coli
(92,2%); las 24 muestras restantes pertenecieron a colonias de Citrobacter
freundii (0,7%), Klebsiella pneumoniae (3,9%), Proteus mirabilis (1,6%) Yy
Pseudomona aeruginosa (0,3%); 238 muestras se originaron de mujeres (77,5%)
y 69 de hombres (22,5%).

De las 307 muestras obtenidas se seleccionaron70 muestras al azar como
poblacién de estudio. Las 70 muestras se originaron de urocultivos y se confirmé
su especie por MALDI-TOF, para todas las muestras seleccionadas la especie fue
E. coli (Tabla 1). De la poblacion de estudio 54/70 muestras se originaron de
mujeres (77,1%) y 16/70 de hombres (22,9%); ademds, 46/70 (65,7%) de
muestras provienen de consulta externa; 10/70 14,3% de emergencia; 1/70 (1,5%)

de cuidado intensivo y 13/70 (18,5%) de hospitalizacion.

Por VITEK® 2 se obtuvo que 39/70 (55,7%) muestras de E. coli dieron
positivo para el fenotipo BLEE. Se obtuvo a su vez el perfil de susceptibilidad a
ampicilina (10 pg) (AMP), ampicilina/sulbactam (10/10 pg) (SAM),
piperacilina/tazobactam (10/10 pg) (PIP-TZ), cefazolina (30 pg) (CZO), cefotaxima
(30 pg) (CTX), ceftazidima (30 pg) (CAZ), ceftriaxona (30 pg) (CRO), cefepima (30
ug) (FEP), ertapenem (10 pg) (ETP) e imipenem (10 pg) (MEM) (Tabla 2).

De los antibiogramas otorgados por el hospital se obtuvo el perfil de
susceptibilidad a doxicilina (10 pg) (DOX), ampicilina (10 pg) (AMP), cefuroxima
(30 pg) (CXM), amipicilina/sulbactam (10/10 pg) (SAM), cefoxitina (30 pg) (FOX),
cefazolina (30 pg) (CZ0O), ceftriaxona (30 pg) (CRO), ertapenem (10 pg) (ETP) y
amoxicilina/acido clavulanico (10/10 pg) (AMC) (Tabla 3). Al ver el efecto



20

inhibitorio del acido clavulanico se obtuvo el mismo resultado fenotipico que por
VITEK® 2, donde 39/70 (55,7%) muestras de E. coli tuvieron fenotipo BLEE.

En la corrida en gel de agarosa al 1% del producto de PCR se obtuvo la
presencia o0 ausencia de los genes blacrx-m-1, blactx-m-15, blasnv, blatem, con
primers especificos para cada gen (Tabla 4), con bandas de 1200 pares de bases
(pb) para blactx-m-1, 483 pb para blactx-m-15, 862 pb para blasnv y 1210 pb para
blatem (Figuras 1, 2, 3y 4).

Con el patron de bandas se observd la presencia del genotipo de las
muestras para los genes de B-lactamasas, se obtuvo que: 29/70 muestras
tuvieron la presencia del gen blactx-m-1; 27/70 muestras tuvieron la presencia del
gen blacrtx-m-15; 19/70 muestras tuvieron la presencia del gen blatem y 3/70

muestras para el gen blasnv (Tabla 5).

Durante el andlisis de las secuencias se obtuvo para el gen blactx-m-1 que
todas las muestras analizadas presentaron al alelo CTX-M-15. Las muestras
positivas para el gen blactx-m1 fueron las mismas que para el primer CTX-M-
15/28, con excepcion de CB-QCA 4015, CB-QCA 4047 y CB-QCA 4151, lo que se
puede ver en la tabla 6. Se obtuvo un total de 32/70 (45,7%) muestras positivas
para el alelo CTX-M-15 en la poblacion estudiada. No se obtuvo resultados de
secuenciamiento con el gen blasnv. Para el gen blarem, 14/19 muestras dieron
negativo para el fenotipo BLEE y presentaron los alelos TEM-1 (18) y TEM-214
para el aislado CB-QCA 4156 (Tabla 7).

6.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A PEPTIDOS DE ANUROS POR
MICRODILUCION EN CALDO

Las 10 bacterias E. coli seleccionadas tuvieron al menos un gen de
resistencia a antibidticos B-lactamicos y fenotipo BLEE positivo (Tabla 8). Al
finalizar las microdiluciones, comparando con el control de crecimiento, se obtuvo
que no hubo inhibicibn mayor al 30% para los péptidos de B. rosenbergi, para
ninguna cepa de E. coli ensayada (Tabla 9). Se observdé que existi6 mayor

crecimiento con las concentraciones mas altas de 1000 pg/ml, 500 pg/ml e incluso
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250 pg/ml, con un promedio de crecimiento 10% mayor que el control de

crecimiento (Figura 5).

En la Figura 6 se puede encontrar el promedio de inhibicion para las
diferentes concentraciones de B. rosenbergi para todas las cepas utilizadas, se
puede observar en la linea de tendencia exponencial con R?>= 0,13, es decir los

puntos no se ajustan a la curva de crecimiento.

Para Rana sp. se puede observar los datos en porcentaje de CMI
comparando con el control de crecimiento (Tabla 10), se puede notar que hubo
inhibicién de crecimiento para las concentraciones 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pug/ml y 125 pg/ml con un promedio de porcentaje de inhibicion de 86; 89; 90 y
85%, respectivamente. A la concentracion de 62,5 pg/ml tuvo inhibicion promedio
de 75%. A las concentraciones de 31,25 pg/ml; 15,63 pg/mly 7,81 pug/ml hubo
menor inhibicion, esta fue en promedio del 34, 33 y 31% para cada una; a las
concentraciones de 3,91 pg/ml y 1,95 pg/ml hubo inhibicion de 28 y 18 %, se
puede observar en la linea de tendencia exponencial con R?= 0,875, los puntos
de ajustan en 87,5% a la curva (Figuras 7 y 8).

El rango para las medias geométricas estuvo entre las concentraciones de
1000 y 1,95 ug/ml, con medias geométricas que nos indican tasas de crecimiento
muy altas para las bacterias en presencia del péptido de B. rosenbergi, es decir
gue no existid inhibicién (Tabla 11). No se obtuvo resultados de nimero de cepas
inhibidas, ni de porcentajes acumulados. Para Rana sp. los rangos para las
medias geométricas estuvieron entre las concentraciones de 1000 pg/mly 1,95
pug/ml, las medias geométricas muestras tasas de crecimiento bacteriana bajas
para la mayoria de cepas utilizadas en presencia del péptido, excepto la CB-
QCA4136 (Tabla 12). El nimero de cepas inhibidas para cada concentracion fue
de 10 para 1000; 500 y 250 pg/ml, 9 para 125 pug/ml y 8 para 62,5 pg/ml. Por los
porcentajes acumulativos podemos saber que la CMlgo es de 500 pg/mly la CMiIso
es de 250 pg/ml (Tabla 13). Las series de campo (SC) de los individuos de donde

se obtuvo los péptidos se pueden encontrar en la tabla 14.
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7. DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION DE GENES DE RESISTENCIA A B-LACTAMICOS
DE ESPECTRO EXTENDIDO

Los porcentajes de origen de hombres y mujeres para las 307 muestras
obtenidas se alinea con los datos hospitalarios internacionales (OMS, 2017). De
los datos obtenidos, el 77,5% de muestras se originaron de urocultivos de mujeres
con ITU. De estas el 92,2% fue ocasionado por la especie E. coli, donde
normalmente el 85% de las ITU son causadas por esta bacteria (Geyer et al.,
2016) .

Para las 70 muestras de la poblacién se puede observar que al menos 80%
son cepas de origen comunitario provenientes de consulta externa y emergencias,
lo que concuerda con las tendencias mundiales (Tschudin-sutter et al., 2017).
Ademas tiene porcentajes de origen similares a la poblacién total, donde 77,1%
de muestras se originaron de mujeres con ITU, lo que estd dentro de las
estadisticas obtenidas por la organizacién mundial de la salud, para este tipo de
infeccion (OMS, 2017).

Las 70 muestras fueron de la especie E. coli, confirmado por MALDI-TOF,
por VITEK® 2 y los cultivos en medio EMB donde se aprecio el tipico color verde
metalico (Alcocer, 2016). En los resultados de VITEK® 2 se obtuvo que el 55,7%
de muestras de E. coli tenian fenotipo BLEE debido al patron de sensibilidad a los
antibiéticos B-lactamicos (Tabla 2). Se puede notar una clara correlacion entre las
muestras que fueron BLEE positivas y los indices de susceptibilidad hacia los
antibiéticos probados por VITEK® 2 y las mediciones de los halos ocasionados
por los antibidticos en los antibiogramas, tal como se puede constatar en tabla 3

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2017).

Para los productos de PCR se obtuvo bandas que coinciden con el tamafio
de las referencias utilizadas (Blanco et al., 2013; Cartelle, 2005; Hayakawa et al.,
2013; Kiratisin et al., 2008) (Tabla 4 y Figura 2). Son bandas claras y brillantes;
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demostrando asi la calidad de los productos de PCR. Se obtuvo mayor presencia
del gen blactx-m-15s en las cepas analizadas, este es uno de los genes mas
prevalentes en las ITU y se ha visto relacionado al clon pandémico ST131 (Geyer
et al., 2016; Tschudin-sutter et al., 2017).

Las muestras de PCR para el primer SHV no poseian la calidad necesaria
para ser analizadas, por lo que se las descartd, lo mismo sucedié con algunas
muestras de CTX-M-1 (Tabla 6) y con todos los reverse de TEM. Por falta de
tiempo y presupuesto no se repitid el analisis. Las muestras restantes si fueron

analizadas.

El gen blasnv estuvo presente en tres cepas, este es un gen cromosomico
de K. pneumoniae, mas comun en esta especie. La ausencia de este gen en la
poblacién de E. coli utilizada, se puede deber a la presencia de genes mas
virulentos, relacionados a ITU como blactx-m-15 (Collantes et al., 2012; Dziri et al.,
2016).

Se notd que algunas cepas sin la presencia de los genes de resistencia a
B-lactdmicos estudiados presentaron fenotipo BLEE positivo. Se puede deber a
gue estas cepas BLEE positivas podrian tener otros genes de resistencia no
ensayados como blaoxa, por ejemplo. Se necesitan mas analisis en estas tres
cepas: CB-QCA 4062; CB-QCA 4076 y CB-QCA 4134 (Carrér et al., 2010).

Existieron muestras con fenotipo BLEE negativo, especificamente para el
gen blatem, excepto por las muestras CB-QCA 4041, CB-QCA 4043, CB-QCA
4136, CB-QCA 4151 y CB-QCA 4156. Estas dultimas tuvieron la presencia
conjunta del gen blacrx-m-15 (Tabla 5). Se sabe que muchas de las enzimas (-
lactamasas no tienen fenotipo BLEE (Rao, 2015). De las 70 muestras analizadas
19 muestras fueron positivas (27,1%) para la B-lactamasa TEM. En la tabla 2 y 3
se puede ver que todas las muestras que dieron positivo para blatem con los

alelos blaTtem-1 y blaTtem-214, son sensibles hacia ampicilina.

La muestra CB-QCA 4064 también tuvo fenotipo BLEE negativo pero solo

con la presencia del alelo blactx-m-15 y de igual forma mostro sensibilidad hacia
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ampicilina. La ampicilina es una aminopenicilina de amplio espectro, de gran vida
media (1 a 2,5h), es excretada por via renal y blatem es el gen normalmente
presente en cepas resistentes a antibioticos B-lactamicos derivados de la
penicilina al igual que blacrx-m-15, (Anexo 3) (Mosquito, Ruiz, Bauer y Ochoa,
2011; Vives et al., 2004).

Es notable la presencia del alelo blactx-w-15 en el 45% de las muestras
analizadas. La enzima CTX-M-15 ha sido reportada en todos los continentes y es
mas afin a producir multirresistencia comparando con otros aislados productores
de CTX-M-1. En E. coli esta relacionado con el clon pandémico ST131 pero
también ocurre transferencia por plasmidos. Este clon pandémico se encuentra
frecuentemente en ITU de origen hospitalario y comunitario (Geyer et al., 2016;
Rao, 2015).

7.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A PEPTIDOS DE ANUROS POR
MICRODILUCION EN CALDO

Para Boana rosenbergi existi6 mayor crecimiento con las concentraciones
mas altas de 1000 pg/ml, 500 pg/ml e incluso 250 pg/ml, las bacterias pudieron
haber usado el péptido como alimento, ya que a estas concentraciones era muy
abundante y por esto aumenté la biomasa de la bacteria en comparacion con el
control de crecimiento, al cual las células solo se encontraban suspendidas en el
caldo de cultivo MHB.

A menores concentraciones existié6 un 30% de inhibicibn comparando con
el control de crecimiento. Es dificil saber la razén, considerando que no se
conocen los compuestos bioquimicos especificos, pero este porcentaje no es
suficiente para decir que las cepas utilizadas son sensibles a los compuestos en
el péptido, ademas de que existid una tasa de crecimiento muy alta para todas las

cepas utilizadas (Tabla 12).

Para el péptido de Rana sp. existio inhibicion de crecimiento en los pocillos
con concentraciones altas de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml y 125 pg/ml hasta

del 90%, lo que se puede ver en la CMlgo que fue de 500 pg/ml, es decir que a
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esta concentracion el 90% de las cepas fue susceptible al péptido. Y la
concentracion a la que la mitad de las cepas fue susceptible al péptido fue de 250
pug/ml, es decir la CMlso. No se conoce el compuesto bioquimico especifico en la
mezcla de péptido que causo esta inhibicidn, pero su presencia es notable, por lo
que se hacen necesario mas estudios que permitan conocer con certeza la
naturaleza de las molécula responsables de su bioactidad y la forma de accion de
cada compuesto bioquimico excretado por las glandulas granulares de la piel de

la especie estudiada.
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8. CONLUSIONES

Las bacterias obtenidas del hospital proporcionaron una base sélida para el
estudio.

Las proporciones de la poblacion de estudio se ajustan correctamente a las
estadisticas mundiales dadas por la OMS.

E. coli es un reservorio para el material genético responsable del origen y
transmision de la resistencia a antibiéticos B-lactamicos y actualmente es
responsable de una gran variedad de infecciones que alguna vez fueron
tratadas facilmente.

El gen blacrx-m-1,15 predominante en este estudio, junto con, blatem-1 fueron
los responsables de la morbilidad ocasionada a los pacientes de donde se
obtuvo las muestras. Ademas, el gen blacTx-m-15 parece estar directamente
relacionado con ITU en este y otros estudios.

El gen blatem con el alelo TEM-1, presente en la mayoria de muestras,
aunque no presento fenotipo BLEE, fue responsable de la resistencia a
ampicilina en E. coli de los pacientes con ITU.

El gen blasnv no estuvo presente en un gran porcentaje de la poblacion de
estudio, pero sin duda es un gen peligroso que puede ocasionar morbilidad
y aumentar los costos de control de enfermedades.

La sensibilidad de E. coli hacia los péptidos de Rana sp. fue un éxito que
puede ser explotado por futuros estudios para encontrar nuevas
alternativas para la terapia antibiotica en infecciones. Lastimosamente los
péptidos de B. rosenbergi no dieron los resultados esperados, el uso de
solo dos individuos puede ser la razén, asi que sin duda mas estudios son

necesarios.
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9. RECOMENDACIONES

Para adquirir mayor informacion sobre las bacterias de la poblacion de
estudio y su posible impacto en la sociedad ecuatoriana, es recomendable afiadir
analisis de clonalidad de las muestras analizadas. Ademas, seria interesante
analizar y secuenciar el ADN de las bacterias con la enzima B-lactamasa CTX-M-

15 para determinar si éstas se originaron del clon pandémico ST131.
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11. FIGURAS

Figura 1. Registro de presencia de B-lactamasas tipo CTX-M-1. Resultados
para la PCR con los primers de CTX-M-1 para las muestras de E. coli CB-
QCA4019, CB-QCA4021, CB-QCA 4022, CB-QCA4024 y CB-QCA4025, con
bandas de 1200 pb; L: ladder o marcador; +, control positivo; -, control negativo.

Figura 2. Muestras positivas para B-lactamasas tipo CTX-M-1. Bandas
obtenidas de todas las cepas de E. coli que dieron positivo para la presencia del

gen blactx-v-1. Bandas de 1200 pb; +, control positivo; -, control negativo.
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Figura3. Muestras positivas para B-lactamasas tipo SHV. Bandas de las
cepas de E. coli que dieron positivo para el gen blasuv los cuales fueron CB-
QCA4136, CB-QCA4168 y CB-QCA4174 con un tamafio de 1200 pb; +, control

positivo; -; control negativo; L, ladder o marcador.

Figura 4. Muestras positivas para B-lactamasas tipo TEM. En esta figura
se puede observar las bandas con ladder de concentracion para las cepas

positivas al gen blarew.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion bacteriana por péptidos de B.
rosenbergi. Curva de crecimiento de las cepas de E. coli utilizadas en presencia

del péptido de B. rosenbergi. en microdilucion en caldo. En el eje “y” se puede
observar porcentajes equivalentes a la turbidez comparada con el control de

“ ”

crecimiento. En el eje “x” se puede ver las concentraciones utilizadas en pg/ml; en
la leyenda se encuentra el CB-QCA de las muestras de E. coli utilizadas para el

ensayo y que estan representadas en el grafico.
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Figura 6. Promedio de porcentajes de inhibicién bacteriana por péptidos

de B. rosenbergi. Curva de crecimiento promedio de las cepas de E. coli

utilizadas con el péptido de B. rosenbergi. En el eje “y” se puede observar

porcentajes equivalentes a la turbidez comparada con el control de crecimiento.

En el eje “xX” se puede ver las concentraciones utilizadas en pg/ml; en la leyenda
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se encuentra el nombre de la linea representada en el gréfico, que es el promedio
de crecimiento de todas las cepas ensayadas. Se puede ver una curva
exponencial, la curva nos indica un R? del 13,5% de ajuste de los puntos a la
variable de crecimiento debido a la presencia del péptido, el valor bajo se debe a

que no hubo inhibicién por parte del péptido.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion bacteria por péptidos de Rana sp.

Curva de crecimiento de las cepas de E. coli utilizadas en presencia del péptido
de Rana sp. en microdilucion en caldo. En el eje “y” se puede observar
porcentajes equivalentes a la turbidez comparada con el control de crecimiento.
En el eje “xX” se puede ver las concentraciones utilizadas en pg/ml; en la leyenda
se encuentra el CB-QCA de las muestras de E. coli utilizadas para el ensayo y

que estan representadas en el grafico.



39

140
120 /
@ 100
I} e
£ 80
()
© 60
o / == Promedio
20 ——0—Y R*=0,8759
E L O D DO O O DD DH &
Concentracion (pg/ml)
Figura 8. Promedio de porcentaje de inhibicion bacteriana por péptidos

de Rana sp. Curva de crecimiento promedio de las cepas de E. coli utilizadas
con el péptido de Rana sp. En el eje “y’ se puede observar porcentajes
equivalentes a la turbidez comparada con el control de crecimiento. En el eje “X”
se puede ver las concentraciones utilizadas en pg/ml; en la leyenda se encuentra
el nombre de la linea representada en el grafico, que es el promedio de
crecimiento de todas las cepas ensayadas. Se puede ver una curva exponencial,
la curva nos indica un R? del 87,6% de ajuste de los puntos a la variable de

crecimiento debido a la presencia del péptido.
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12. TABLAS
Tabla 1. Poblacién de estudio identificada por MALDI-TOF
CODIGO 5;(;22%?] Sexo Edad Origen Muestra Ideﬁéi;isi?glién 'CK/TXEB‘I:?I%?:”
C%?SA 29/7/2015  F 66 H orina  E. coli E. coli
C%?CSA 29/7/2015 F 49 H(EME) orina E.coli E. coli
C%%?A 29/7/2015 F 54 H(EME) orina E.coli E. coli
CBQCA 2972015 F 69 CE orina  E.col E. coli
CBQACA 20712015 M 62 HEME) orina  E.col E. coli
CBOA 20p015  F 5 CE ofina  E. coli BLEE E. coli
C%ng 29/7/2015  F 26 H(EME) orina E.coli BLEE E. coli
C'ZESSA 29/7/2015 M 13 CE orina  E. coli BLEE E. coli
C'ZESSA 29/7/2015  F 60 CE orina  E. coli BLEE E. coli
C%ggA 29/7/2015 F 73 CE orina  E. coli BLEE E. coli
CioggA 29/7/2015 F 75 CE orina E. coli E. coli
CioggA 29/7/2015 F 47 H(EME) orina E. coli E. coli
C%ﬁfA 3/8/2015 F 64 CE orina  E. coli E. coli
C%ESA 3/8/2015 F 74 CE orina  E. coli BLEE E. coli
C%ﬁgA 3/8/2015 F 42 CE orina  E. coli BLEE E. coli
C%%A 3/8/2015 F 81 CE orina  E. coli E. coli
C%ESCA 3/8/2015 F 43 CE orina  E. coli E. coli
CibagA 3/8/2015 F 77 CE orina  E. coli E. coli
C%%A 3/8/2015 M 62 CE orina  E. coli BLEE E. coli
C%ﬁgA 3/8/2015 F 84 EME orina  E. coli BLEE E. coli
C%ﬁgA 3/8/2015 F 81 H orina  E. coli E. coli
C%%SA 3/8/2015 M 69 CE orina  E. coli E. coli
C%%fA 3/8/2015 F 78 CE orina  E. coli E. coli
C%%SA 3/8/2015 F 70 CE orina  E. coli E. coli
CBCA agpo1s  F 81 CE orina  E. coli E. coli
C%%EA 5/8/2015 F 72 CE orina  E. coli E. coli
CBQCA 5812015 F 58 H orina  E. coli E. coli
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Tabla 1. Poblacién de estudio identificada por MALDI-TOF

(Continuacién)
OSH 2amros M 39 H ofina  E. coli BLEE E. coli
LA 2am2o15 F 59 CE orna  E. coli BLEE E. coli
" 2am2015 F 59 CE orna  E. coli BLEE E. coli
Ci'lggA 24/8/2015 F 76  CE ofina  E. col E. coll
Ci'l%gA 24/8/2015 F 72 CE orina  E. coli E. coli
Ci'l%gA 24/8/2015 M 69  CE ofina  E. col E. coll
COA oaspo1s  F 87 CcE orina  E. coli E. coli
COREA aaspo1s  F o s5 CE orina  E. coli E. coli
COSA 2amro1s M 76 CE ofina  E. col E. coll
CBRCA apois M 81 H ofina  E. coli BLEE E. coli
CBQCA 26/82005 F 84 UCl  orina  E.col E. coli
COOCA 2em2015 M 78 CE ofina  E. coli BLEE E. coli
COOA 2682015 F 55 CE orna  E.coli BLEE E. coli
OSSR 2emo1s  F 4 CE  orina E. coli BLEE E. coli
CO9CA 22015 M 85 CE orina  E. coli Amp-C E. coli

En la tabla 1 se puede observar el cddigo de la muestra en la base de
datos (CB-QCA); la fecha de coleccion de cada una,; el sexo, la edad y el lugar de
hospitalizacion de los pacientes (CE, consulta externa; UCI, unidad de cuidado
intensivo; H, hospital;, EME, emergencias); el origen del cultivo, en este caso
todos son de urocultivos; la identificacién dada por el hospital y la identificacién
dada por MALDI-TOF.
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Tabla 2. Sensibilidad antibiética por VITEK® 2

CODIGO nglgitdae Muestra 'd,v‘laxlt_igﬁ%‘;” BLEE VITEK 2

CONSA 20772015 orina E. coli - R R S S S S S S S s
CB XA 20712015 orina E. coll - R I S S S S s s s s
CB A 20712015 orina E. coll . S s s S S S s s s s
CB A 201712015 orina E. coli + R R 1 R I I R I S s
CONEA 20712015 orina E. coli - R R S S S S S S S s
CONA 20772015 orina E. coli + R R S RS I R I S5
CO9A 20772015 orina E. coli + R R S RS I R I S5
CBISA 20712015 orina E. coli + R R S R SRR I S s
CBCA 201712015 orina E. coli + R R S RS RRRS S
CB9A 20712015 orina E. coli + R R S RS I R 1 s s
CO9M 20712015 orina E. coli - R S S S S s S S S s
CO-SCA 20712015 orina E. coli - R 1 S S S S S S S s
COah 382015 orina E. coli + R R S RS I R I S s
CB A 31812015 orina E. coli . S S S S S s S S S s
OB A 31812015 orina E. coli + R R S RS I R I S5
CB9CA 31812015 orina E. coli - R S S S S s S S s s
COOA 3812015 orina E. coll . S s s S S S s s s s
CO9A 31812015 orina E. coli - R 1 S S S s s S s s
CONCA 382015 orina E. coli + R R S R SRR s s
CB A 3182015 orina E. coli + R R R R S RRRS S
CB9A 3182015 orina E. coli - R S * S S s S S s s
COIA 382015 orina E. coli - R R S s S S s S s s
CB9°A 31812015 orina E. coli . S S S s S S S s Ss
CBIA 31812015 orina E. coli - R I S S s s s s s s
CBAA 31812015 orina E. coli - R I S S S s S s S s
CB2A si8/2015  orina E. coli - R 1 S S S s S S s s
CB-QCA 5812015 orina E. coli - R S S S S s S S S s

4055
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Tabla 2. Sensibilidad antibiética por VITEK® 2 (Continuacion...)

CO9A 121812015 orina E. coli - R S S S S S s s
C%%SA 12/8/2015  orina E. coli + R R S R S | S s
CB-QCA . .

Soos™ 121812015 orina E. coli + R I S R S | S s
CB-QCA . .

4064 12/8/2015 orina E. coli - R | S S S S S S
Cio%gA 12/8/2015 orina E. coli - R R R S S S S S
c%%gA 12/8/2015  orina E. coli . s s s s s s S s
C%‘ng 12/8/2015  orina E. coli + R S S R S R S s
C%‘ggA 12/8/2015  orina E. coli + R R S R S R S s
C%%A 12/8/2015  orina E. coli . s s s s s s S s
C%%A 12/8/2015  orina E. coli + R R S R R R R S
CB-QCA 151812015  orina E. coli . R I S S s s S s

4077
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli . R I S S s s S s
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli + R R S R S R S s
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli . R I S S s s S s
Ci'lng 17/8/2015  orina E. coli + R S S R S R S s
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli + R R S R S | S s
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli + R R S R S R S s
Ci'lggA 17/8/2015  orina E. coli + R S S R S R S s
CB-QCA . - . .

4139 17/8/2015 orina E. coli - S S S S S S
CiﬁgA 19/8/2015  orina E. coli + R R | R S R S s
CB-QCA . . . .

4144 19/8/2015 orina E. coli + | S S R S S
CB-QCA . . . .

4145 19/8/2015 orina E. coli + R S S R S S
CB-QCA . . . .

4146 19/8/2015 orina E. coli + R S S R S S
CiﬁgA 19/8/2015  orina E. coli + R R S R S R S s
CB-QCA . .

4148 19/8/2015 orina E. coli - R R S S | S S S
CiﬁgA 19/8/2015 orina E. coli + R R S R S R S S
CB-QCA 19/8/2015  orina E. coli . R I S S s s S s

4150
Cil%fA 19/8/2015 orina E. coli + R | S R S R S S
CB-QCA 541812015  orina E. coli + R S S R S R s s

4152
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Tabla 2. Sensibilidad antibiética por VITEK® 2 (Continuacién)

CO A 241812015 orina E. coli + R R I RRRRE RS S
CO 2" 241812015 orina E. col + R 1 S RS I R I sS
CO 3SR 241812015 orina E. coli . R R S S S S S S S s
BN 24812015 orina E. coli + R R S R S RRRS S
B A 24812015 orina E. coli + R R S RS RRRS S
CO 3SR 241812015 orina E. coli + R 1 S8 R I RR I S5
COREA 241812015 orina E. coli - R 1 S s S 8Ss S s s
CO 3R 241812015 orina E. coli - R 1 S s S S s S s s
B 2CA 24812015 orina E. coli + R R S RS RRRS S
B A 260812015 orina E. coli + R R S RS RRRS S
B 2A 260812015 orina E. coli + R R S RS RRRS S
C59R 26/8/2015  orina E. coli + R R S RS RRR S S
C595A 261812015 orina E. coli + R R S RS RRR S S
CO9CA 26/8/2015  orina E. coli + R R R RRRRS S S s

En la tabla 2 se puede observar el cédigo de la base de datos (CB-QCA); la
fecha de coleccidn; el origen del cultivo de la muestra, en este caso urocultivos; la
identificacion de especie por MALTDI-TOF; el perfil BLEE dado por el VITEK 2 (+:
positivo; -: negativo) y la sensibilidad antibiotica a ampicilina (10 pg) (AMP),
ampicilina/sulbactam (10/10 ug) (SAM), piperacilina/tazobactam (100/10 pg) (PIP-
TZ), cefazolina (30 pg) (CzO), cefotaxima (30 pg) (CTX) , ceftazidima (30 pg)
(CAZ), ceftriaxona (30 pg) (CRO), cefepima (30 pg) (FEP), ertapenem (10 pg)
(ETP) e imipenem (10 pg) (MEM) (R: resistente; S: susceptible; I: intermedio; *:

sin fenotipo).
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Datos de antibiograma medidos desde las placas

proporcionadas por el hospital
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Fecha de

Identificaciéon

CcODIGO colecta Muestra MALDI TOE Resultados Antibiograma BLEE
Cigng 29/7/2015  orina E. coli 6 6 17 6 19 21 15 34 36 -
CZ’SSA 29/7/2015  orina E. coli 23 6 27 17 25 21 21 37 37 -
Cigffp‘ 29/7/2015  orina E. coli 22 18 25 22 21 25 22 34 35 @ -
CBACA 201712015 orina E. coli 6 6 6 6 19 6 6 14 31 +
C%?gA 29/7/2015  orina E. coli 20 6 18 6 17 21 6 33 33 -
C%?SA 29/7/2015  orina E. coli 6 6 6 6 24 6 13 10 31 +
Cigng 29/7/2015  orina E. coli 6 6 6 6 23 6 14 14 32  +
CBOCA 20712005 orina E. coli 6 6 6 6 17 6 11 6 30 +
c%cgz:A 29/7/2015  orina E. coli 10 6 6 6 6 6 13 6 11 +
C'igggA 29/7/2015  orina E. coli 6 6 6 10 24 6 14 11 30 +
CigggA 29/7/2015  orina E. coli 6 6 28 19 26 24 22 36 34 -
CigggA‘ 29/7/2015  orina E. coli 11 23 22 14 19 20 19 35 35 -
CBOCA 3182015 orina E. coli 11 6 6 15 23 6 19 15 33 +
CE;E;{SA 3/8/2015  orina E. coli 6 14 27 20 27 25 23 35 34 -
CigﬁgA 3/8/2015 orina E. coli 6 6 6 12 22 26 19 14 33 +
C'i;)?lfA 3/8/2015  orina E. coli 23 6 25 18 24 24 23 35 36 -
C'ib?lgA 3/8/2015  orina E. coli 25 23 26 23 28 28 25 35 35 -
C%%A 3/8/2015  orina E. coli 10 6 26 16 20 20 20 36 36 -
CBACA 3182015 orina E. coli 106 6 6 25 6 6 6 31 +
C%%A 3/8/2015  orina E. coli 20 6 6 6 20 6 6 6 29 +
CBACA 3182015 orina E. coli 6 6 19 6 19 6 12 35 30 -
CigggA 3/8/2015  orina E. coli 6 6 18 6 22 20 14 32 34 -
Cigng 3/8/2015  orina E. coli 10 17 22 22 19 20 22 33 34 -
C%%EA 3/8/2015  orina E. coli 6 6 28 10 25 21 22 38 35 -
CEE)%?(;:A 3/8/2015  orina E. coli 6 6 24 11 24 20 18 32 35 -
CB-QCA 5812015 orina E. coli 23 6 24 10 27 16 14 33 34 -
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Tabla 3. Datos de antibiograma medidos desde las placas
proporcionadas por el hospital (Continuacion)

CE;ESA 24/8/2015  orina E. coli 12 6 6 15 19 6 12 6 28 +
O A 2482015 orina E. coll 6 6 6 6 6 6 12 6 18 +
BN 2ai82015  orina E. coli 6 6 6 11 25 6 17 6 31  +
B A 2482005 orina E. coll 6 6 21 6 23 11 11 32 34 -
CBRA 24812015 orina E. coli 6 6 6 6 13 6 13 10 31  +
C'i'l%gA 24/8/2015  orina E. coli 11 6 6 6 24 6 13 6 30 +
CO35A 2a/82015  orina Ecoi 11 6 6 6 6 6 12 6 20 +
CO SR 2482015 orina E. coll 6 6 22 12 24 14 13 31 33 -
CO SR 24812015 orina E. coll 6 6 18 12 22 21 19 30 33 -
C'i'l%?A 24/8/2015  orina E. coll 6 6 6 11 19 6 12 6 31 +
C'i'l%gA 26/8/2015  orina E. coll 6 6 6 6 17 6 18 6 26 +
CB QA 26/812015  orina E. coll 12 6 6 6 24 6 15 6 35 +
COOCA 26/812015  orina E. coll 10 6 6 6 21 6 12 10 30 +
CE'SSA 26/8/2015  orina E. coli 10 6 6 6 24 6 11 6 31 +
COOCA 260812015 orina E. coli 18 6 15 6 6 6 14 29 26  +

En la tabla 3 se puede observar el cédigo de la muestra en la base de
datos; la fecha de coleccion; el origen del cultivo, en este caso urocultivos; la
identificacion de especie por MALDI-TOF; los resultados de las mediciones de las
placas de antibiograma, donde: doxicilina (10 pg) (DOX), ampicilina (10 pg)
(AMP), cefuroxima (30 pg) (CXM), amipicilina/sulbactam (10/10 ug) (SAM),
cefoxitina (30 pg) (FOX), cefazolina (30 pg) (CZO), ceftriaxona (30 pg) (CRO),
ertapenem (10 pg) (ETP) y amoxicilina/acido clavulanico (10/10 pg) (AMC) vy el

fenotipo BLEE observado en las placas (+: positivo; -:negativo).
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Tabla 4. Primers utilizados para PCR
Secuencia Temperatura Referencias
Gen Pb
°C
blactxm1  F: CTATGGATCCATTTTGTAAATAATGT 55° 1200
(Cartelle, 2005)
R: CTATGGATCCGAACAGGAACCACGGA
blactx-m-1s  F: ATAAAACCGGCAGCGGTG 54° 483 (Blanco et al.,
R: GAATTTTGACGATCGGGG 2013)
blasmv F: TGGTTATCGGTTATATTCGCC 55° 862 (Kiratisin et al.,
R: GGTTAGCGTTGCCAGTGCT 2008)
blarem F: TTCTTGAAGACGAAAGGGC 58,5° 1210  (Hayakawa et

R: ACGCTCAGTGGAACGAAAAC

al., 2013)

En la tabla 4 se puede observar en la primera columna el gen blanco al que

se van a unir los primers; en la segunda columna, la secuencia del primer forward

y reverse; en tercera columna la temperatura de annealing de cada primer; en la

cuerta columna el tamafo del fragmento final en pares de bases (pb) y en la

quinta columna la referencia de donde se obtuvo cada primer.
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Tabla 5. Perfil fenotipico de poblacion de E. coli después de PCR
oy Poeme Plaenepiag, blarew BLEE | SEa PR P pag, blary, BLEE
4012 - 4075 -
4013 * - 4076 +
4014 - 4077 -
4015 * + | 4130 -
4016 - 4132 * * +
4019 * * + | 4133 -
4021 * * + | 4134 +
4022 * * + | 4136 * * * +
4024 * * + | 4137 * * +
4025 * * + | 4138 * * +
4026 * - 4139 -
4027 * 4140 * * +
4041 * * + | 4144 * * +
4042 - 4145 * * +
4043 * * * + | 4146 * * +
4044 * - 4147 * +
4045 - 4148 * -
4046 * - 4149 * * +
4047 * + | 4150 -
4048 * * + | 4151 * * +
4049 * - 4152 * +
4050 4153 * * +
4051 - 4156 * +
4052 * - 4157 * -
4053 * - 4159 * * +
4054 o - 4160 * +
4055 * - 4162 * * +
4061 * - 4163 * -
4062 + | 4166 -
4063 * * + | 4167 o o +
4064 * * - 4168 * +
4065 - 4169 o * +
4066 - 4171 * +
4067 + | 4172 o +
4068 * * + | 4174 * +

En la tabla 5 se puede observar el cédigo de la muestra en la base de

datos (CB-QCA); los genes BLEE analizados, blactx-m-1, blactx-m-15, blasnyv, blaTewm;

*, presencia del gen de resistencia en la muestra y el fenotipo BLEE obtenido

previamente por VITEK 2 (+: positivo; -: negativo).
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Tabla 6. Resultados se secuenciamiento primer CTX-M-1
CB-QCA CTX-M-1 CTX-M-15/28

4015 - *
4019 @ *
4021 @ *
4022 CTX-M-15 *
4024 @ *
4025 CTX-M-15 *
4041 CTX-M-15 -
4043 CTX-M-15 *
4047 - *
4048 CTX-M-15 *
4063 CTX-M-15 *
4064 CTX-M-15 *
4068 CTX-M-15 *
4132 @ *
4136 CTX-M-15 *
4137 CTX-M-15 *
4138 CTX-M-15 *
4140 @ *
4144 CTX-M-15 *
4145 CTX-M-15 *
4146 CTX-M-15 *
4147 CTX-M-15 -
4149 CTX-M-15

4151 -

4152 CTX-M-15 -
4156 @ *
4157 @ *
4162 CTX-M-15 *
4163 @ -
4167 CTX-M-15 *
4169 ] *
4171 CTX-M-15 -
4172 CTX-M-15 -

En esta tabla se puede observar los resultados para el primer de grupo

CTX-M-1y el primer CTX-M-15/28. (&) no se pudo analizar la secuencia por falta
de calidad; (-) la muestra dio negativa a ese primer; (*) la muestra dio positiva al

primer CTX-M-15/28 es decir dio positiva para el alelo de la B-lactamasa CTX-M-
15.
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Tabla 7. Resultados de secuenciamiento primer TEM
CB-QCA TEM
4013 TEM-1
4026 TEM-1
4027 TEM-1
4041 TEM-1
4043 TEM-1
4044 TEM-1
4046 TEM-1
4049 TEM-1
4052 TEM-1
4053 TEM-1
4054 TEM-1
4055 TEM-1
4061 TEM-1
4148 TEM-1
4151 TEM-1
4156 TEM-214
4157 TEM-1
4162 TEM-1
4163 TEM-1

En esta tabla se puede observar los alelos obtenidos con el uso del primer
TEM para cada muestra con CB-QCA, después del secuenciamiento y el analisis

de los amplicones de PCR obtenidos se obtuvo los alelos TEM-1y TEM-214.



Tabla 8.

Perfil

microdiluciones

genotipico y fenotipico de
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la poblacion usada en

CB-QCA

CTX-M-1

CTX-M-15

SHV

BLEE

4019
4021
4022
4024
4025
4048
4068
4136
4160
4174

*

*

*

*

*

*

*

+ 4+ 4+ 4+ + + + + o+

+

En esta tabla se puede observar el perfil genotipico y fenotipico de las

bacterias E. coli utilizadas para el ensayo de microdiluciones con péptidos de

Rana sp. y B. rosenbergi; *, presencia de la enzima B-lactamasa, CTX-M-1, CTX-
M-15, SHV; +, presencia de fenotipo BLEE.

Tabla 9. Concentracion Minima Inhibitoria de B. rosenbergi
CB-0CA 1000 500 250 125 62,5 31,25 1563 7,81 391 195
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
4019 97,79 75,92 73,97 66,97 6694 62,68 6089 61,36 60,78 66,51
4021 99,82 86,92 81,03 80,11 78,84 7817 73,03 7539 7440 80,18
4022 91,68 7405 68,34 62,29 59,37 61,22 61,98 61,87 61,36 64,48
4024 140,24 97,46 96,23 87,97 8399 8255 70,01 67,77 7857 7937
4025 91,55 90,95 81,38 76,78 7253 7059 63,22 72,73 7480 74,11
4048 103,22 82,81 79,02 73,83 7439 71,42 6947 67,16 68,13 74,42
4068 149,98 122,10 103,92 8541 88,11 8844 82,38 79,02 80,89 8844
4136 115,81 107,40 9542 88,83 89,36 88,46 87,67 87,47 87,40 84,64
4160 97,32 9322 8491 7261 70,74 67,55 61,28 63,18 62,49 68,64
4174 122,45 110,36 95,33 89,34 82,60 82,16 7893 76,38 79,74 87,53
Promedio 110,98 94,12 8596 7841 76,69 7532 70,89 71,23 7285 76,83

En esta tabla se puede observar los porcentajes de inhibicion de

crecimiento de cada muestra (CB-QCA) a cada concentracion utilizada en pg/ml,

comparando con el control de crecimiento de B. rosenbergi. y el promedio de cada

columna a cada concentracion.
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Tabla 10. Concentracion Minima Inhibitoria de Rana sp.
CB-OCA 1000 500 250 125 62,5 31,25 15,63 781 391 195
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pug/mil pg/ml pg/ml pg/ml
4019 947 782 7,17 7,00 11,11 5841 60,25 60,47 64,84 71,82
4021 11,90 9,77 905 861 878 67,31 6568 70,18 67,28 79,04
4022 12,48 9,74 888 845 2554 80,96 76,57 7921 86,27 89,41
4024 13,49 10,99 926 930 1331 71,75 6847 7565 73,30 83,06
4025 14,24 10,39 9,01 9,04 2397 64,02 6504 70,13 67,44 76,98
4048 13,00 937 781 7,66 752 47,89 60,86 59,48 67,82 73,30
4068 21,57 14,93 12,86 12,81 19,98 70,10 75,04 73,25 78,75 90,32
4136 16,91 13,10 24,77 73,57 7791 77,80 76,61 8225 82,05 101,36
4160 12,97 10,38 840 7,95 7,76 58,74 58,14 57,75 57,60 69,13
4174 21,18 1445 11,92 10,88 61,79 64,13 63,13 66,13 76,45 84,43
Promedio 14,72 11,09 1091 1553 2577 66,11 66,98 69,45 72,18 81,88
En esta tabla se puede observar los porcentajes de inhibicion de

crecimiento de cada muestra (CB-QCA) a cada concentracion utilizada en pg/ml,

comparando con el control de crecimiento de Rana sp. y el promedio de cada

columna a cada concentracion.

Tabla 11.

Rangos y Medias Geométricas de B. rosenbergi

CB-QCA Rango MG
4019 1000-1,95 0,69
4021 1000-1,95 0,80
4022 1000-1,95 0,66
4024 1000-1,95 0,87
4025 1000-1,95 0,76
4048 1000-1,95 0,76
4068 1000-1,95 0,95
4136 1000-1,95 0,93
4160 1000-1,95 0,73
4174 1000-1,95 0,89

En esta tabla se puede observar el rango entre 1000 y 1,95 pg/ml y las

medias geométricas (MG) para cada muestra, lo que equivale a las tasas de

crecimiento de cada cepa E. coli (CB-QCA) para el péptido de B. rosenbergi.



Tabla 12.

Rangos y Medias Geométricas de Rana sp.

CB-QCA Rango MG
4019 1000-1,95 0,23
4021 1000-1,95 0,26
4022 1000-1,95 0,31
4024 1000-1,95 0,29
4025 1000-1,95 0,29
4048 1000-1,95 0,23
4068 1000-1,95 0,35
4136 1000-1,95 0,51
4160 1000-1,95 0,24
4174 1000-1,95 0,37
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En esta tabla se puede observar el rango entre 1000 y 1,95 pg/ml y las

medias geométricas (MG) para cada muestra, lo que equivale a las tasas de

crecimiento de cada cepa E. coli (CB-QCA) para el péptido de Rana sp.

Tabla 13.

Numero de cepas inhibidas y porcentajes acumulados

Concentracion

Rana sp.

No. de cepas

Porcentajes

B. rosenbergi

No. de cepas

Porcentajes

inhibidas acumulativos inhibidas acumulativos
1000 pg/ml 10 (22,7) 100 - -
500 pg/ml 10 (22,7) 77,3 - -
250 pg/ml 10 (22,7) 54,5 - -
125 pg/ml 9 (20,5) 31,8 - -
62,5 pg/ml 5(11,4) 11,4 - -
31,25 pg/ml - - - -
15,63 pg/ml - - - -
7,81 pg/ml - - - -
3,91 pg/ml - - - -
1,95 pg/ml - - - -

En esta tabla se puede observar el nUmero de cepas inhibidas para cada

concentracion y los porcentajes acumulados, el guion significa que no hubo

inhibicion (-). La CMlgo es 500 pg/mly la CMlso es 250 pg/ml.
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Tabla 14. Serie de Campo de los individuos de cada especie

] Serie de
Especie
Campo
. 57694
B. rosenbergi
26706
Rana sp. 27141

En esta tabla se puede observar la serie de campo de los individuos de los
cuales se originaron los péptidos utilizados durante las microdiluciones en caldo.
Las series de campo son de la base de datos del Laboratorio de Citogenética

dirigido por Mtr. Myrian Rivera.



Anexo 1.

13. ANEXOS

Estructura quimica de antibiéticos -lactamicos
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En este anexo se puede ver la estructura quimica de los antibiéticos 3-

lactamicos (Rao, 2015).

Anexo 2. Accién de antibiéticos B-lactamicos
Periplasma ) B-lactamico PRE-INDUCCION POST-INDUCCION
S PARED
PBP ﬁ'ﬂ: BACTERIANA
K () 1
( I<] ( | | ]
- [ T vV O Av...v...A
2
Cito Q Q o O
plasma — 3
i-lactamasa Penicilina PBP (-lactamasa
« I ] )
) o I-  Membrana externa
Exterior de 2-  Espacio periplasmico
) membrana 3-  Membrana interna

En este anexo se puede ver la forma de accién de los antibiéticos B-

lactamicos en la pared de las bacterias (Rao, 2015).
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Anexo 3. Resistencia a antibiéticos B-lactamicos
Gram positivos Gram Micobacterias Nocardia
(exoenzimas) negativos
S.aurcus |
S.epidermidis | |
gf;ﬂ?:ium Mediada cromoséomicamente Mediada por plasmidos
' (enzimas periplasmicas) (enzimas periplasmicas)
Cefalosporinasas Penicilinasas Amplio espectro  Cefuroximasas
P.mirabilis Klebsiella P.vulgaris
M.morganii Bacteroides Ps.cepacia
Legionella )

. ) | . Branhamella Amplio espectro
Inducible Constitutiva TEM-1,TEM-2 {comin)
Enterobacter Bacteroides OXA 1,23
Citrobacter Acinetobacter PSE 1,234
Serratia marcescens SHV, SHV-1
Pseudomonas HME-1

Providencia

En este anexo se puede observar el tipo de resistencia a los antibioticos -

lactdmicos (Rao, 2015).



