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1. RESUMEN

Las infecciones por enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) son uno de los factores que mas altas tasas de mortalidad y
morbilidad producen en ambientes hospitalarios. Por su capacidad de hidrolizar los
antibioticos B-lactdmicos, usados en su tratamiento. El objetivo de este estudio fue
caracterizar los genes que confieren resistencia a antibiéticos B-lactdmicos en
Enterobacterias provenientes de aislados clinicos colectados en un hospital de tercer
nivel de la ciudad de Quito, entre octubre del 2016 a mayo del 2017. Se colectaron
153 aislados, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y se identificé su
especie por medio pruebas bioquimicas. Para este estudio se seleccionaron los
aislados que presentaban produccion de enzimas BLEE, este criterio se analizé
mediante el método de sinergia de doble disco y sus resultados fueron cotejados con
los proporcionados por el centro hospitalario. Se seleccionaron 22 aislados de los
cuales 19 fueron identificados como Escherichia coli y 3 como Klebsiella oxytoca.
Los perfiles de resistencia se realizaron por el método de difusién en disco de Kirby-
Bauer, en el cual se detectaron altos niveles de resistencia a ampicilina y cefazolina.
Ademas, se probé la capacidad de los aislados de producir enzimas
carbapanemasas por el Test de Hodge Modificado (THM), sin embargo, ningun
aislado presentd esta capacidad. El andlisis de la presencia de los genes de
resistencia se realizd con reaccion en cadena de la polimerasa empleando
cebadores especificos para cada gen codificante de BLEE (blactx-v-15, blaTtewm, blashv)
y de enzimas carbapenemasas (blakrc, blaime, blaviv, blanom). Para la identificacion
de la variante alélica, los productos de amplificacion fueron secuenciados y
analizados. 11 aislados presentaron el gen blactx-vw-15 y 4 el gen blarem-1. Ninguno de
los 22 aislados presento genes de resistencia a carbapenémicos. La presencia de
los genes blactx-m-15 (50%) y blartem-1 (18,18%), tiene similitudes con lo reportado en
otros estudios en Latinoamérica. La predominancia del gen blactx-v-15 en la poblacién
estudiada, denota la capacidad de propagarse de este tipo de genes de resistencia,
caracteristica que es observada a nivel mundial.

Palabras clave: B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enterobacterias,

genes de resistencia, resistencia bacteriana, variante alélica.



2.  ABSTRACT

Infections with extended spectrum beta-lactamases (ESBLS) producing
bacteria can cause high mortality and morbidity rates in hospital environments, since
they are capable of hydrolyzing B-lactam antibiotics, used in their treatment. The main
objective of this study was to characterize genes that confer resistance to B-lactam
antibiotics from clinical isolates collected in a third level hospital in Quito, between
October 2016 to May 2017. 153 samples were collected, all of them corresponded to
the Enterobacteriaceae family and species identification was carried out through
biochemical tests. For this study, isolates that showed production of ESBL enzymes
were selected, this criterion was analyzed using the double disc synergy method and
its results were collated with those provided by the hospital. 22 isolates were selected,
of which 19 were identified as Escherichia coli and 3 as Klebsiella oxytoca.
Resistance profiles were performed by the Kirby-Bauer disk diffusion method, in
which high levels of resistance to ampicillin and cefazolin were detected. Additionally,
the ability of isolates to produce carbapanemasse enzymes was tested by the
Modified Hodge Test (MHT), however, no isolate presented this capacity. The genetic
presence of the resistance conferring genes was carried out through polymerase
chain reaction using primers specific for each ESBL encoding gene (blactx-m-1s,
blaTtewm, blashv) and carbapenemases enzimes (blakpc, blave, blavim, blanowm). For the
identification of the allelic variant, the amplification products were sequenced and
analyzed. 11 isolates presented the blactx-v-15 gene and 4 the blarem-1 gene. None of
the 22 isolates presented carbapenemic resistance genes. The presence of the
blactx-m-15 (50%) and blaTEM-1 (18.18%) genes are similar to the reports of other
studies in Latin America. The presence of the blacTx-m-15 (50%) and blatem-1 (18.18%)
genes has similarities with those reported in other studies in Latin America. The
predominance of the blactx-vw-15 gene in the studied population, denotes the ability to

spread of this type of resistance gene, a characteristic that is observed worldwide.

Keywords: allelic variant, bacterial resistance, Enterobacteriaceae, extended

spectrum betalactamases (ESBL), resistance genes.



3. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae comprende méas de 30 géneros y alrededor de
100 especies bacterianas. Los miembros de esta familia son bacterias Gram
negativas, de forma bacilar y estan presentes en el intestino de humanos y otros
animales homeotermos, donde forman parte de la microbiota natural (CDC, 2013).
Esta familia alberga géneros de importancia clinica, como: Escherichia, Shigella,
Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonellay Citrobacter. Las especies patdgenas
producen infecciones oportunistas, en especial a pacientes hospitalizados, con
sistemas inmunitarios comprometidos: pacientes con VIH, pacientes oncoldgicos,

nifios o ancianos (Adeolu, Alnajar, Naushad y Gupta, 2016).

Las infecciones producidas por este grupo de organismos son tratadas,
principalmente, con antibiéticos del grupo de los p-lactamicos, los cuales
comprenden: penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, monobactamicos Yy
carbapenémicos (Blanco et al., 2016). Estos antibiéticos son amidas ciclicas que
constan de tres atomos de carbono y un atomo de nitrégeno unidos por un enlace
beta (Anexo 1). Estos antibioticos actian debilitando la pared celular bacteriana al
inhibir la dltima etapa de la sintesis del peptidoglicano, un polimero de azlcares y
aminoacidos que da forma y resistencia osmatica a la pared. El proceso de formacion
de la pared celular bacteriana es un proceso dindmico, donde sintesis y autolisis se
dan simultaneamente. Al interrumpir el proceso de formacion de la pared, el proceso
de autolisis continta, matando finalmente a la célula bacteriana (Zeng y Lin, 2013;
Cho, Uehara y Bernhardt, 2014). Un esquema de este proceso se puede observar

en el anexo 2.

Un grupo importante de antibiéticos [-lactamicos lo constituyen los
carbapenémicos. Este tipo de antibidtico cuenta con un mayor espectro de actividad
y con una mayor resistencia a las enzimas B-lactamasas. Por esta razon, son
empleados como tratamiento alternativo eficaz en casos de infecciones producidas
por bacterias multirresistentes. Sumecanismo de accion es similar al de 3-lactdmicos
tradicionales, pero su efectividad y estabilidad son mucho mayores (Doi, lovleva y

Bonomo, 2017). Esto se debe a la presencia de un carbono en la posicion C-1y a la



configuracion trans del anillo B-lactamico en los carbonos C-5 y C-6, aumentando su
estabilidad frente a enzimas B-lactamasas (Zeng y Lin, 2013).

En la actualidad, la eficacia de estos agentes se ha reducido por el desarrollo
de diversos mecanismos de resistencia como: 1) produccién de enzimas tipo B-
lactamasas que inactivan al antibiético por hidrélisis; 2) modificacidn del sitio blanco
de accion, disminuyendo la afinidad de unidn del antibidtico a la bacteria; 3) cierre de
canales porinas, disminuyendo la permeabilidad de la célula bacteriana al antibiotico,
y 4) bombas activas, que extraen el antibiético desde el interior de la célula al exterior
(Zeng y Lin, 2013; Cho, Uehara y Bernhardt, 2014; Shaikh, Fatima, Shakil, Rizvi y
Kamal, 2015).

Las B-lactamasas son enzimas producidas por bacterias Gram positivas y
negativas. Estas enzimas poseen en su sitio activo una molécula de serina o un ion
de zinc, los cuales interactian con los antibiéticos B-lactamicos hidrolizando el anillo
B-lactdmico e inactivando su funcién antibiotica (Shaikh et al., 2015). Segun Ambler
James y Penley (1980), las B-lactamasas se pueden clasificar de acuerdo a su
similitud aminoacidica en 4 clases: clase A, clase B, clase C y clase D. Las clases
A, B y C son considerados serin-B-lactamasas por el residuo de serina presente en
el sitio activo de la enzima. La clase B son enzimas tipo metalo-B-lactamasas por la
presencia del ibn metélico zinc presente en el sitio activo de la enzima. Las -
lactamasas clase A son las enzimas mas descritas, tanto en bacterias Gram
Negativas como en Gram positivas. En este grupo se encuentran las B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE), que son enzimas codificadas por genes
cromosomicos y plasmidiales. Estas enzimas comprenden las p-lactamasas SHV,
TEM, CTX-M, Amp-C y PER (D’Andrea, Arena, Pallecchi y Rossolini, 2013; Lépez,
Torres y Prada , 2016).

Entre las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), el tipo CTX-M es el
grupo de mayor importancia clinica en la actualidad. La mayoria de estudios que
involucran bacterias productoras de BLEE, reportan este grupo (Brolund vy
Sandegren, 2016). El grupo CTX-M fue descrito por primera vez, a partir de un
aislado de E. coli en el afio 1989 en Munich, Alemania. Debe su nombre a la

capacidad de producir la enzima cefotaximasa, que confiere resistencia a la



cefotaxima (Canton, Gonzalez y Galan, 2012). Se origind a partir de genes
cromosomales presentes en miembros del género Kluyvera. Este género de
bacterias comprende varias especies ambientales y no suelen estar relacionadas
con reportes clinicos (Rossolini, Andrea y Mugnaioli, 2008; Bevan, Jones y Hawkey,
2017).

La familia CTX-M se divide en 6 grupos.: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9, CTX-
M-8, CTX-M-25 y KLUC, a los cuales pertenecen 210 variantes reportados
actualmente (Ding et al., 2018). El grupo CTX-M-1 y el CTX-M-9 son los que tienen
una mayor distribucién a nivel mundial, siendo la variante CTX-M-15, que pertenece
al grupo CTX-M-1, la que mayor prevalencia tiene (Bevan et al., 2017; Ding et al.,
2018; Rivoarilala, Garin, Andriamahery y Collard, 2018).

Las enzimas BLEE del tipo TEM fueron identificadas por primera vez en una
E. coli, en Atenas (Grecia) en 1965. La paciente de la cual se aisl6 la primera E. coli
portadora de esta enzima se llamaba Temoneira, lo que sirvié de inspiracion para
nombrar “TEM” a esta enzima. Este tipo de enzimas fueron ampliamente reportadas
en casos de resistencia a B-lactamicos entre bacterias Gram negativas a finales de
los afios 90s. En la actualidad, se han reportado 180 variantes de esta enzima,
siendo las variantes TEM-1 y TEM-2 las que tienen mayor distribucion a nivel
mundial. Estas enzimas, son responsables de resistencia a penicilina, ampicilina y
cefalosporinas de primera generacion (Lépez Velandia, Torres Caycedo y Prada
Quiroga, 2016).

Las enzimas tipo SHV fueron descritas por primera vez en 1983, a partir de
un aislado de E. coli. Su nombre se debe a que presentan una variacién en su grupo
sulfhidrilo (sulthydryl variable). Esta variacion les otorga gran actividad de resistencia
frente a penicilinas y cefalosporinas (Lopez Velandia et al.,, 2016). Actualmente

existen 237 variantes de esta enzima.

Al igual que las enzimas BLEE, las enzimas carbapenemasas pertenecen a
las distintas clases dentro de la clasificacion de Ambler (Ambler, James y Penley,
1980). En las betalactamasas clase A se encuentra la carbapenemasa tipo KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemasa) reportada en 2001 en Carolina del Norte, a



partir de una K. pneumoniae (Yigit et al., 2001). Este tipo de carbapenemasa es
considerada como una de las mas comunes a nivel mundial, en especial entre
aislados de K. pneumoniae. Ademas, e han reportado casos de carbapenemasas
KPC en otras especies de la familia Enterobacteriaceae (O’Hara et al., 2014). Este
tipo de carbapenemasa se ha convertido en endémica del continente americano, asi
como parte del sur de Europa. En la base de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) existen 40 variantes del gen blakec. El primer reporte de una K.
pneumoniae productora de carbapenemasa en Ecuador lo realizé Ifiiguez et al., en
el afio 2012, en la ciudad de Azogues, provincia de Cafar. Este tipo de resistencia
también se registro en las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca en el afio 2013

por Zurita et al.

Otra de las principales enzimas carbapenemasas son las tipo NDM (New Delhi
metallo-B-lactamasa), que pertenecen a la clase B, de la clasificacion de Ambler
(Ambler ,James y Penley, 1980). En los ultimos afios, se ha convertido en una de las
principales carbapenemasas en Asia. De donde se ha distribuido a partes de América
y Europa, debido a la gran cantidad de turistas provenientes de dichas zonas
(Woerther, Andremont y Kantele, 2017). Existen al menos 8 variantes de la enzima,
la mayoria de los cuales se han reportado en aislados de K. pneumoniae y E. coli
(Codjoe y Donkor, 2017; Kelly, Mathema y Larson, 2017). Dentro de esta clase de
carbapenemasas, también se encuentran los tipos Imipenem-resistant
Pseudomonas (IMP) y el tipo Verona integron-encoded metallo-B-lactamasa (VIM).
Las carbapenemasas del tipo IMP presentan 18 variantes, las cuales se presentan
en aislados del género Pseudomonas y Acinetobacter, aunque también se han
observado en miembros de la familia Enterobacteriaceae. Enzimas tipo VIM, que
cuentan con 14 variantes, también se han reportado en Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas putida y escasamente reportadas entre enterobacterias (Codjoe y
Donkor, 2017; Kelly et al., 2017).

La resistencia mediada por enzimas se ha incrementado en los ultimos afos,
convirtiéndose en uno de los problemas mas graves que la salud publica mundial
debe afrontar. En el informe de la Organizacién Mundial de la Salud del 28 de enero
de 2018 se reconoce que esta problematica es una realidad en cualquier parte del

mundo. EI problema se agrava al considerar que muchos de los miembros de la



familia Enterobacteriaceae son resistentes a mdultiples drogas (OMS, 2018). El
Ecuador no es ajeno a esta realidad y desde el afio 2010 se ha reportado un
incremento de la resistencia bacteriana (Zurita, 2012). Datos del Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos (INEC) muestran que, en el afio 2014, 30269 personas
fueron diagnosticadas con enfermedades relacionadas con infecciones bacterianas
(INEC, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) busca potenciar la investigacion
para el descubrimiento y desarrollo de nuevas técnicas de diagnéstico rapidas y
efectivas. Ademas de nuevos antimicrobianos capaces de inhibir mecanismo de
accion de resistencia existentes en bacterias patdgenas. El descubrimiento de este
tipo de antimicrobianos es una necesidad urgente, cuyos esfuerzos deben enfocarse
en las familias de bacterias que representen la mayor amenaza a la salud publica
(OMS, 2018).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los genes que confieren resistencia a antibiéticos B-lactamicos
en Enterobacterias provenientes de aislados clinicos colectados en un hospital de

tercer nivel en la ciudad de Quito, Ecuador.

OBJETIVO ESPECIFICOS

e Colectar aislados bacterianos de origen hospitalario resistentes a los
principales antibioticos p-lactamicos.

¢ Identificar la especie de los aislados bacterianos obtenidos mediante el uso
de pruebas bioquimicas.

e Analizar la sensibilidad a los principales grupos de antibiéticos por el método

de difusion en disco de Kirby-Bauer.



Identificar la presencia o ausencia de los genes que confieren resistencia a
antibioticos B-lactamicos mediante la técnica molecular de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR).

Definir la variante alélica de las enzimas de espectro extendido (BLEE) por

analisis de secuencias.



4. MATERIALES Y METODOS

41. POBLACION DE ESTUDIO

Los aislados bacterianos fueron colectado de un centro hospitalario de tercer
nivel de la ciudad de Quito, Ecuador, entre los meses de octubre del 2016 a mayo
del 2017. Los aislados se obtuvieron de diferentes casos clinicos tratados en dicho
centro hospitalario. Se solicité al hospital que proporcione Unicamente aislados
clinicos que hayan sido identificados como parte de la familia Enterobacteriaceae. El
total de aislados colectados fue de 153. En esta disertacion se trabajé con 22
aislados seleccionados por la produccién enzimética de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE).

4.2.  IDENTIFICACION FENOTIPICA

Para confirmar la identificacién de cada aislado proporcionado por el centro
hospitalario se procedié a realizar una bateria de pruebas bioquimicas. Estas
comprenden el uso de varios medios diferenciales, para los cuales existen guias que
nos permiten identificar el género y especie de las bacterias analizadas. Los medios
de cultivo utilizados en este estudio fueron manufacturados por la empresa Difco™,

y su forma de accidn se detallar4 a continuacion:

Agar Citrato de Simmons: proporciona a la bacteria inoculada citrato como
Unica fuente de carbono y sales de amonio como fuente de nitrégeno. Si los
microorganismos son capaces de utilizar estos compuestos creceran en el medio
aumentando su alcalinidad. EI medio cuenta con un indicador llamado azul de
bromotimol, el cual es de color verde cuando el pH es menor a 6,9. Al aumentar la
alcalinidad cambia su color de verde a azul, siendo éste tomado como un resultado

positivo (Alcocer, 2010).

Agar triple azucar y hierro (TSI): este medio contiene tres azucares (glucosa
sucrosa y lactosa), ademas contiene sulfato ferroso, peptonas y el indicador rojo

fenol, el cual es sensible a los cambios de pH. La utilizacion de los azlcares puede
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ocurrir de forma aerobia en el apice del medio (oxidacién) y de forma anaerobia
(fermentacion) en la base del medio. En los dos procesos, durante las primeras 6
horas de incubacién, el microorganismo fermentara la glucosa, después usara la
sucrosa hasta las 12 horas de incubacion y finalmente utilizara la lactosa hasta las
24 horas de incubacién. El uso de los azucares acidificard el medio, tornandolo de
color amarillo. Dependiendo de la capacidad de cada microorganismo para procesar

los azucares, se tendran diversos resultados (Alcocer, 2010).

Si el microorganismo es capaz de utilizar solamente la glucosa, se observara
una coloracion rojiza en el apice y una coloracion amarilla en la base del medio. Esto
se debe, a que la baja concentracion de glucosa en el medio (0,1%), sera utilizada
en su totalidad hasta las 18 horas. Posterior a esto, el microorganismo utilizara las
peptonas presentes en el medio para su crecimiento y liberara amonio (NH3),
alcalinizando el 4pice del medio. Debido a que la fermentacion en la base del medio
de cultivo produce acidos mas estables que la oxidacion, la base mantendra su color

amarillo (Alcocer, 2010).

Si el microorganismo es capaz de utilizar los 3 azucares presentes en el
medio, acidificara el apice y la base del mismo. La sucrosa y lactosa se encuentran
en una concentracion 10 veces mayor a la glucosa, por lo cual al acabar las reservas
de glucosa la bacteria tendra muchos azucares para seguir utilizandolos, dando una
coloracion amarilla a todo el medio (Alcocer, 2010).

Si el microorganismo no es capaz de utilizar los azucares presentes en el
medio. Utilizara las peptonas presentes en el mismo para su crecimiento, lo que
alcalinizara el medio dando un color rojo tanto en el apice como en la base. Los
microorganismos que suelen presentar este tipo de reaccion, son los bacilos Gram-

negativos no entéricos (Alcocer, 2010).

Ademas de la capacidad de utilizar azucares, también se puede evidenciar la
capacidad de generar gas CO2, como resultado de la fermentacion de azucares por
parte del microorganismo. Y la capacidad de producir gas sulfhidrico H2S, ya que el
microorganismo degrada el tiosulfato de sodio, presente en el medio, produciendo

H2S. Este H2S reacciona con el sulfato ferroso del medio, dando una coloracion
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negra al mismo. Para que este proceso se realice, es necesaria la fermentacion de

azucares (Alcocer, 2010).

Motilidad, Indol, Lisina (MIL): este medio evalta la motilidad, la presencia de
enzimas triptofanasas y la presencia de la enzima lisina deaminasa y lisina
descarboxilasa. Al ser un medio semisolido, las bacterias motiles, podran irradiar a
partir de la inoculacion central, mientras que las no motiles solo creceran en dicha
inoculacion. Si la bacteria es capaz de oxidar el triptéfano producird acido piravico,
amoniaco e indol. Este ultimo producto reaccionara al afiadir el reactivo de Kovacs y
da lugar a un color rojizo en el reactivo como resultado de la union del indol con el 4-
dimetilaminobenzaldehido contenido en el reactivo. Esto se indica como una
reaccion positiva, mientras que una coloracion amarillenta indica un resultado
negativo (Alcocer, 2010; BD Diagnostics, 2009).

Para la prueba de lisina deaminasa vy lisina descarboxilasa el medio cuenta
con el purpura de bromocresol como indicador de pH. Para que las enzimas
funcionen el medio debe encontrarse con un pH &acido, lo cual se da por la previa
utilizacion de la glucosa, presente en el medio, por parte del microorganismo. La
acidificacion del medio, se evidenciara por la coloracion amarilla del mismo,
alrededor las 6 horas a partir de la incubacion. Si el microorganismo presenta la
enzima lisina descarboxilasa, descarboxilara el aminoacido produciendo como
resultado final la cadaverina. En grandes cantidades, la cadaverina alcaliniza el
medio y lo tornard nuevamente a su color parpura original, lo cual se tomara como
un resultado positivo. En cambio, si la parte inferior del medio presenta una
coloracibn amarillenta, se considerara como un resultado negativo. Si el
microorganismo también presenta lisina deaminasa se observara una coloracion roja

en la parte superior del medio ( Alcocer, 2010; Manual Dalynn Biologicals, 2014).

Motilidad, Indol, Ornitina (MIO): este medio comparte ciertas similitudes con el
medio MIL. Permite probar la motilidad, la presencia de triptofanasas por medio de
la produccion del indol y ademas cuenta con el indicador de pH purpura de
bromocresol. Pero a diferencia del medio MIL, este medio permite probar la
presencia de la enzima ornitina descarboxilasa. Al fermentar la dextrosa presente en

el medio lo acidifica tornando amarillo al color del medio. Esta fermentacion
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proporciona las condiciones necesarias para la decarboxilacion de la ornitina,
aumenta el pH del medio y lo tornan nuevamente de color parpura. Si el medio
mantiene la coloracion amarilla se considera como un resultado negativo, mientras

gue una coloracion purpura es considerado un resultado positivo ( Alcocer, 2010).

Rojo de Metilo Vogues Proskauer (RM/VP): esta prueba se basa en los
diferentes tipos y proporciones de los productos resultantes de la fermentacion de la

glucosa. Existen dos tipos de fermentaciones:

La fermentacion &cido-mixta presenta como productos finales los &cidos:
lactico, acético y formico los cuales acidifican el medio. Al momento de adicionar el
indicador de pH, rojo de metilo, si estos productos se encuentran presentes, la acidez
del medio torna de color rojo al indicador, lo que se considera como RM positivo. El
pH al cual el indicador presenta la coloracion roja es por debajo de 4,4 (Alcocer,
2010).

El segundo tipo de fermentacién es la fermentacién del 2,3 butanodiol. El
producto de esta reaccion es la acetoina (acetil-metil-carbonilo), la cual mantendra
el medio con un pH neutro. Al adicionar el indicador de pH alfa naftol, este se tornara

de un color rojo, indicando una reaccién VP positiva (Alcocer, 2010).

4.3. PERFILES FENOTIPICOS DE RESISTENCIA

El centro hospitalario proporciond, junto a los aislados bacterianos, los perfiles
de resistencia obtenidos a través del sistema automatizado VITEK 2™, El sistema
funciona determinando la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los antibioticos
analizados mediante el uso de tarjetas que contienen distintos antibioticos. Los

antibioticos usados para cada aislado se encuentran listados en la Tabla 1.

En el laboratorio de microbiologia de la Pontificia Universidad Catolica del
Ecuador (PUCE) se realizaron analisis de sensibilidad a antimicrobianos empleando
el método de difusion en disco Kirby-Bauer (Bauer, Kirby, Sherris y Turck, 1966;
CLSI, 2017).
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Por este método se inocul6 en caldo de infusion cerebro-corazén (BHI por sus
siglas en inglés) los aislados provenientes de la prueba bioquimica TSI que fue
utilizada en la identificacion fenotipica. Los aislados bacterianos se incubaron a 37
°C por 24 horas a partir de este cultivo en placas de agar nutriente, del cual se
obtuvieron colonias aisladas. Al culminar este tiempo, se transfirieron entre 3 a 5
colonias aisladas y bien definidas a caldo Mueller-Hinton (MHB). Se midié su
turbidez, con la ayuda del espectrofotometro BioPhotometer plus de la marca
Eppendorf, hasta obtener una medida de 0,5 en la escala de McFarland, la cual
corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (CLSI, 2017).

Esta suspension se sembro6 en placas de agar Mueller-Hinton (MHA), con la
ayuda de cotonetes estériles, en 3 planos rotando la placa 90° por cada plano. Toda
la superficie del agar quedd cubierta por una capa uniforme de bacteria que permita
una correcta medicion de los halos de inhibicién. Posterior a la siembra de la bacteria
a evaluar, los discos de antibiéticos fueron colocados de manera equidistante, con
la ayuda de una pinza estéril. Se esper6 de 10 a 15 minutos para que los discos se
adhieran a la superficie del agar, antes de la incubacién de las placas. Las placas
fueron incubadas a 37 °C por 18 horas. Todo este proceso se realizé dentro de los
primeros 15 minutos, a partir de la obtencién del 0,5 de McFarland y su posterior
inoculacién (CLSI, 2017).

Los discos de antibitticos utilizados en la determinacion de la sensibilidad
antibiotica fueron: Ampicilina (10 pg), Ampicilina/Sulbactam (10 pg/10 pg),
Piperacilina/tazobactam (100 pg/10 ug), Cefazolina (30 pg), Cefoxitina (30 ug),
Ceftriaxona (30 pg), Cefepima (30 pg), Gentamicina (10 pg), Tobramicina (10 pg),
Amikacina (30 ug), Acido nalidixico (30 ug), Norfloxacina (10 pg), Ciprofloxacina (5
Mg), Levofloxacina (5 pg), Trimetoprima/sulfametoxazol (25 ug) y Aztreonam (30 pg).
Se midieron los diametros de los halos de inhibicién obtenidos para cada antibiotico.
La interpretacion de los resultados siguid los lineamientos establecidos por el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio, CLSI (2017) y se encuentran

detallados en la tabla 2.

Para la identificacién fenotipica de los aislados productores de BLEE se

empled el método de sinergia de doble disco. En una placa de MHA se inoculd, parte
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de la suspension bacteriana que di6é una lectura de 0,5 de McFarland. Se colocaron
discos de Cefotaxima (5 pg), Cefotaxima/Acido Clavulanico (30 pg/10 pg),
Ceftazidima (30 pg) y Ceftazidima/Acido Clavulanico (30 pg/10 pg). Después de
incubar por 18 horas a 37 °C, se midio el diametro del halo de inhibicién. Si el halo
de inhibicién del antibidtico méas el inhibidor es 5 mm mayor al del antibiéticos sin
inhibidor se reporta como una prueba positiva a la produccién de BLEE (CLSI, 2017).

La identificacion fenotipica de produccion de carbapenemasas se realizo por
el Test de Hodge Modificado (THM). Se prepard una suspension de la cepa ATCC
25922de E. coli al 0,5 en la escala de McFarland. A continuacion, se sembr¢ la
suspension en una placa de MHA, siguiendo la metodologia utilizada para los analisis
anteriores. Una vez inoculada la placa, se coloc6 un disco de meropenem (10ug) en
el centro de la placa. Con la ayuda de un cotonete estéril, se inocul6 en linea recta
al microorganismo a analizar, el cual partié del extremo del disco al borde de la placa.
Este proceso se repiti6 en 2 ocasiones, una con la cepa control positivo (K.
pneumoniae ATCC BAA 1705) y otra con la cepa control negativo (K. pneumoniae
ATCC BAA 1706). Finalmente, se incubaron las placas a 37 °C por 24 horas. Para
la interpretacion de los resultados, se observé la interaccion entre el organismo
analizado y la cepa ATCC 25922 de E. coli. Si el microorganismo es capaz de
degradar el antibiético (meropenem) permitird que la cepa ATCC 25922 de E. coli
(sensible al antibiético) pueda crecer formando una hendidura, similar a la forma de
un trébol (CLSI, 2017).

4.4. EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion del ADN bacteriano se inocularon los aislados en caldo
tripticasa de soya (TSB) e incubaron a 37 °C por 18 horas. A partir de esta
suspension se extrajo el ADN bacteriano de los aislados positivos a las pruebas
fenotipicas de BLEE. Se emple6 el kit comercial de extraccion de ADN total “Wizard®
Genomic DNA Purification Kit’, de la marca Promega®. Se utilizd la guia para
extraccion de ADN de bacterias Gram negativas proporcionada por el fabricante
Promega (2010).
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Se coloc6 1 ml de la suspension bacteriana en un microtubo de 1,5 mL se
centrifug6 a 13000 rpm X g por 2 minutos para precipitar a las células bacterianas y
se descarto el sobrenadante. A continuacion, se agregé 600 pL de solucion de lisis
nuclear, se mezcldé gentilmente e incubd por 5 minutos a 80 °C. Los tubos se
enfriaron a temperatura ambiente. A continuacion, se colocé 3 pL de solucion de
ARNasa y se incub6 a 37 °C por 1 hora. Para precipitar las proteinas, se agreg6 200
puLde solucion de precipitacion de proteinas y se agitdé con suavidad. Se incubo en
hielo por 5 minutos y se centrifugd la solucion a 13000 rpm x g por 3 minutos. Con
ayuda de una micropipeta se extrajo el sobrenadante procurando evitar la sustancia
blanquecina que se formd. El sobrenadante se coloc6 en un microtubo estéril nuevo
conteniendo 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente, mezclandolo
delicadamente. Se procedi6 a centrifugar a 13000 rpm X g por 2 minutos y luego se
descart6é el sobrenadante. Al precipitado se colocé 600 pL de etanol al 70 %, a
temperatura ambiente y se centrifug6 por 2 minutos a 13000 rpm x g. Finalmente, se
aspiré el etanol y se dejo secar los tubos invertidos y con las tapas abiertas por 15
minutos. Para rehidratar el ADN, se agregé 100 pL de solucién rehidratante
dejandolo actuar a 4 °C toda la noche. EI ADN obtenido fue congelado a -20 °C. Se
obtuvieron alicuotas de 20 pL con las cuales se trabaj6o (Promega, 2010).

45. IDENTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA

La deteccion de la presencia de genes que confieren resistencia se realizé
con la prueba molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los genes
amplificados y relacionados con la produccion de BLEE fueron: blatem, blactxwm y
blashv (Tabla 4). Los cebadores utilizados fueron especificos para cada gen. Para la
produccion de carbapenemasas, los genes analizados fueron: blave, blaviv, blakec y
blanom (Tabla 5).

El volumen final de cada reaccion PCR fue de 25 uL y contenia:12,5 ul de
GOTaqg® Green Master Mix (Thermo Scientific™), 9,5 ul de Agua libre de nucleasas,
1uL de cada cebador (10 uM) y 1 pl de ADN (10 ng/uL).

El protocolo de amplificacion utilizado para el gen blatem consistio de una

denaturacion inicial de 94 °C por 5 min, seguida por 25 ciclos de denaturacion a 94
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°C por 1 min, hibridacion de cebadores a 50 °C por 1 min y extension a 72 °C por 1
min. La fase de extension final fue a 72 °C por 8 min (Ranjbar, Ardashiri, Samadi y
Afshar, 2018). Para blactx-m, el protocolo utilizado fue: denaturacion inicial de 94 °C
por 3 min, seguida por 25 ciclos de denaturacion a 94 °C por 30 s, hibridacién de
cebadores a 59 °C por 30 s y extension a 72 °C por 1 min, finalizando con una fase
de extensién a 72 °C por 10 min (Fatemeh et al., 2016; Fadil Saedii, Abdelraheim,
Abdel Aziz y Swelam, 2017). El gen blasnv us6 una denaturacion inicial de 94 °C por
2 min, seguida por 25 ciclos de denaturacion a 94 °C por 30 s, hibridacion de
cebadores a 55 °C por 30 s y extension a 72 °C por 1 min. La extension final fue a
72 °C por 7 min (Kang et al., 2019). Las secuencias de cada uno de estos cebadores

se encuentran en la tabla 4.

Para blanpwm, se utilizd una denaturacion inicial de 94 °C por 10 min, seguida
por 25 ciclos de denaturacion a 94 °C por 30 s, hibridacion de cebadores de 52 °C
por 40 s y extension a 72 °C por 50 s. La fase de extension final fue a 75 °C por 5
min (Cilveti, 2013). El protocolo para blavimy blaive fue: una denaturacion inicial a 95
°C por 5 min, seguida por 30 ciclos de denaturacién a 95 °C por 1 min, hibridacién
de cebadores a 52 °C por 1 min y una extensién a 72 °C por 2 min. La fase de
extension final fue a 72 °C por 10 min (Cilveti, 2013). Para blakrc el protocolo fue una
denaturacion de 94 °C por 5 min, a continuacién 30 ciclos de denaturacion a 94 °C
por 30 s, hibridacion de cebadores a 55 °C por 30 s y extension 72 °C por 30 s La
fase de extension final fue a 72 °C por 10 min (Cilveti, 2013). Las secuencias de

cebadores pueden encontrarse en la tabla 5.

El termociclador utilizado fue el MultiGene™ Termociclador de Gradiente
(modelo TC9600-G-) de la empresa LabNet Internacional. Para cada PCR se utilizd
un control positivo que evidencidé el buen funcionamiento de los cebadores y
protocolos utilizados. El control negativo descart6 factores externos (contaminacion

cruzada) capaces de alterar los resultados obtenidos.

Los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis
convencional a 100 V por 1 hora, en geles de agarosa al 1%. El buffer utilizado para
los geles y la corrida electroforética fue TBE 0,5X (44,5mM Tris Base, 44,5 mM &cido

borico, 12,5mM EDTA). El marcador de peso molecular utilizado fue Trackit™ 100
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pb ADN Ladder (Invitrogen). La tincion se realiz6 con SYBR® Gold 10.000x
(Invitrogen). Para la visualizacion del gel se empleé el sistema de captura de imagen
Molecular Imager ® Gel Doc TM XR+ (BIO-RAD).

4.6. SECUENCIAMIENTO DE PRODUCTOS DE PCR

Los productos de amplificacion que presentaron el peso molecular
correspondiente al gen determinado fueron enviados a la empresa MACROGEN Inc.,
Corea del Sur, para su purificacién y secuenciamiento. Las secuencias obtenidas
fueron comparadas con la base de datos correspondiente a cada gen analizado,
obtenidas de la base de datos del “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI). El analisis se realiz6 con el programa GENEIOUS® Prime 2019, version
2019.2.1.

4.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Para los analisis porcentuales y de frecuencias se utilizé el programa Excel
2016 de Microsoft.
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5.  RESULTADOS

5.1. POBLACION DE ESTUDIO

De los 153 aislados provenientes del centro hospitalarios, se seleccionaron
los que presentaron el fenotipo BLEE. El cual fue analizado por el método de sinergia
de doble disco (14 aislados) o por el método automatizado VITEK 2™ (21 aislados).
Se comparo los aislados positivos por cada método, y se seleccioné los que fueron
positivos para al menos uno de ellos. Se obtuvo que 22/153 aislados presentaban

este fenotipo.

De los 22 aislados fenotipicamente analizados, 19/22 (86,4%) aislados fueron
identificados como Escherichia coli, mientras que los 3/22 (13,4%) aislados eran
individuos de la especie Klebsiella oxytoca lo cual representa el (Figura 1). Los
resultados de las pruebas bioquimicas obtenidas para cada una de las especies

identificadas se encuentran en la Tabla 6.

El origen de los aislados mostr6 que 12/22 (54,55%) aislados fueron obtenidos
a partir de muestras de orina, 4/22 (18,18%) de heridas quirdrgicas, 2/22 (9,09%)
punta de catéteres, 1/22 (4,55%) liquido peritoneal, 1/22 (4,55%) secrecién de herida
quirargica, 1/22 (4,55%) sangre y 1/22 (4,55%) de secrecidon de mufiébn de

histerectomia (Figura 2).

5.2. DETECCION FENOTIPICA DE RESISTENCIA

Los valores resultantes de las pruebas de difusién en disco fueron tomados
en cuenta, y se las complemento con los resultados entregados por el centro
hospitalario. De estas pruebas se determind que 22/22 (100%) fueron resistentes a
ampicilina, 14/22 (63,64%) a ampicilina/sulbactam, 3/22 (13,64%) a
piperacilina/tazobactam, 20/22 (90,91%) a cefazolina, 2/22 (9,09%) a cefoxitina,
18/22 (81,82%) a ceftriaxona, 8/22 (36,36%) a cefepima, 3/22 (13,64%) a
gentamicina, 2/22 (9,09%) a tobramicina, 1/22 (4,55%) a amikacina, 16/22 (72,73%)
a acido nalidixico, 15/22 (68,18%) a norfloxacina, 15/22 (68,18%) a ciprofloxacina,
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14/22 (63,64%) a levofloxacina, 12/22 (54,55%) a trimetoprima/sulfametoxazol y
13/22 (59,09%) a aztreonam (Tabla 7).

Los resultados de los antibi6ticos analizados por el método automatizado VITEK 2™
fueron: 2/2 (100%) resistentes a ampicilina, 16/22 (72,73%) a ampicilina/sulbactam,
4/20 (20%) a piperacilina/tazobactam, 1/2 (50%) a cefalotina, 1/2 (50%) a
cefuroxima, , 1/11 (9,09%) a cefoxitina, 18/20 (90%) a ceftazidima, 19/21 (90,48%) a
ceftriaxona, 19/21 (90,48%) a cefepima, 1/22 (4,55%) a amikacina, 3/22 (13,64%) a
gentamicina, 16/22 (72,73%) a ciprofloxacina, 1/2 (50%) a norfloxacina, 1/2 (50%) a
trimetoprima/sulfametoxazol y para fosfomicina, nitrofurantoina, tigeciclina y

cefotaxima no se encontrd ningun aislados resistente a estos antibiéticos (Tabla 8).

En la prueba de sinergia de doble disco se encontr6 que para cefotaxima/acido
clavulanico vs cefotaxima 14/153 aislados dieron positivo para produccion de BLEE,
mientras que en ceftazidima/acido clavulanico vs. Ceftazidima, 11/153 aislados
dieron un resultado positivo (CLSI, 2018). Los 11 aislados positivos para ceftazidima
también lo fueron para cefotaxima, por que determiné que 14/153 aislados fueron
positivos para BLEE por este método (Tabla 7). En el analisis por VITEK 2™, se
determind que 21 aislados presentaban el fenotipo BLEE, siendo el aislado CB-QCA
4562, el unico identificado como negativo para la produccién de BLEE por parte del
centro hospitalario, pero dando un resultado positivo por el método de sinergia de
doble disco (Tabla 8).

En relacién a la deteccidén fenotipica de la produccion de carbapenemasas por
el método THM, ningun aislado fue positivo a la produccién de carbapenemasas. En
los andlisis realizados por VITEK 2™/ no se detectd ningun aislado resistente a los

4 carbapenémicos probados (doripenem, ertapenem, imipenem y meropenem).

5.3. DETECCION MOLECULAR DE LA PRESENCIA DE GENES DE
RESISTENCIA

La visualizacion de los productos de PCR permitié identificar la presencia de
genes productores de BLEE y carbapenemasas. Se comparé las bandas obtenidas
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en los geles de electroforesis convencional con el marcador de peso molecular,

buscando aquellas que coincidian con el control positivo (Tabla 3).

De los 22 aislados analizados, 11 (50%) presentaron el gen blactxm y 4

(18,18%) presentaron el gen blatem. Ningun aislado presento6 el gen blashv.

Ningun de los 22 aislados estudiados dio positivo a la presencia de los 4 genes

analizados para la produccion de carbapenemasas: blavpe, blaviv, blakpc y blanom.

5.4. IDENTIFICACION DE VARIANTES ALELICAS

La identificacion de las variantes alélicas se realiz6 a partir de las secuencias
obtenidas por secuenciamiento. Se obtuvo todas las variantes alélicas de los 2 genes

reportados (blactx-my blatem) en los analisis moleculares preliminares.

Para el gen blatem el NCBI reporta 180 alelos, de los cuales se encontrd que
los 4 aislados portadores de este gen, pertenecian a la variante blatem-1 (nUmero de
accesion NG_050145.1) (tabla 9).

El NCBI reporta 210 variantes alélicas para el gen blactx-m. Los 11 aislados
portadores del gen fueron identificados con la variante alélica blacTx-m-15 (nmero de
accesion NG_048935.1) (tabla 9).
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6. DISCUSION

Las bacterias productoras de -lactamasas de espectro extendido (BLEE) son
una verdadera amenaza para la sociedad, siendo cada vez un mayor problema para
los sistemas de salud a nivel mundial. El presente estudio demostr6 que Escherichia
coli fue la especie predominante en la poblacion estudiada, con el 19/22 (86,36%) de
aislados identificados. Este resultado se encuentra en sintonia con lo reportado para
el pais por Delgado et al., (2016), Supliguicha et al., (2017) y Pachay, (2018). La
predominancia de E. coli productora de BLEE entre los aislados de origen clinico, no
solo se observa en el pais, sino en varias partes del continente americano, como es
el caso del estudio de Blanco et al., (2016)(Villegas et al., 2016) el cual reporta un
porcentaje similar de aislados de E. coli de origen clinico en Colombia, y de Morones
et al., (2016) en México.

Junto a E. coli, el género bacteriano mayormente descrito en otros estudios
de bacterias productoras de BLEE, es el género Klebsiella, llegado a ser endémica
en varios de paises de América (Guzman, Labarca, Villegas y Gotuzzo, 2014). El
estudio reportd la presencia de 3/22 (13,64%) aislados de la especie Klebsiella
oxytoca. Si bien, Klebsiella pneumoniae suele ser el mayor representante de este
género, estudios realizados en el pais y el continente han encontrado que K. oxytoca
estd presente en un porcentaje similar a K. pneumoniae, alineandose con los
resultados obtenidos en esta investigacion (Delgado et al., 2016; Guillén, R. et, 2016;
Morones et al., 2016; Supliguicha et al., 2017).

La mayoria de los aislados fueron obtenidos a partir de muestras de orina
12/22 (54,55%) y de heridas quirargicas 4/22 (18,18%). Todos los aislados fueron
identificadas como Escherichia coli. La predominancia de E. coli en los aislados
procedentes de muestras de orina se debe a que E. coli es una bacteria comensal
del sistema digestivo de todos los animales homeotermos. La cercania anatomica
entre el ano e inicio de la uretra, sobretodo en la anatomia femenina, aumenta la
posibilidad de infecciones del tracto urinario (ITU) (Foxman, 2014; Villar et al., 2014;
Flores et al., 2015; Mathers et al., 2015) ( Villar et al., 2014; Flores, Walker, Caparon,

y Hultgren, 2015; Mathers, Peirano y Pitout, 2015;). El segundo origen mas comun
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reportado fue de aislados obtenidos de punta de catéter 2/22 (9,09%). Todos los
aislados obtenidos de punta de catéteres fueron identificados como K. oxytoca. Los
distintos origenes de cada aislado se relacionan a infecciones bacterianas asociadas
a la atencion en salud., Estudios como el de Rivera, Rodriguez, Flores, Serquén y
Arce, (2015) demuestra la capacidad de estas dos especies, en especial de K.
oxytoca, de sobrevivir en superficies inanimadas dentro de los hospitales. Esto

explicaria el porqué de su origen (Lopez, 2014; Rivera et al., 2015).

Al analizar los perfiles de resistencia obtenidos con el método de difusion en
disco, las resistencias predominantes fueron a ampicilina, cefazolina y ceftriaxona.
Para el método automatizado VITEK 2™ |os perfiles de resistencia predominantes
fueron a ampicilina/sulbactam, ceftazidima, ceftriaxona y cefepima. Si bien, los
antibiéticos para los que existen un mayor porcentaje de resistencia, difiere entre un
método y otro, a excepcidon de ceftriaxona, se observa que la resistencia a
cefalosporinas estéa bien marcada. Se presenta resistencia tanto para cefalosporinas
de tercera generacion (ceftazidima y ceftriaxona), y cuarta generacion (cefepima).
Esto supone un grave problema en el tratamiento de infecciones relacionadas a
bacterias que presentan esta resistencia. Porque las cefalosporinas son usadas
como un tratamiento efectivo y de amplio espectro para tratar infecciones
relacionadas con bacterias Gram positivas y Gram negativas. Ademas, se usan como
terapia alternativa para pacientes alérgicos a las penicilinas (Macy y Contreras, 2015;
Oliveira et al., 2015). Su inactivacion se traduce en el incremento en el uso de
antibioticos reservados para casos de resistencia, como los carbapenémicos. Este
problema aumenta el riesgo de generar resistencias a estas alternativas terapéuticas
(Oliveira et al., 2015). Al comparar los perfiles de resistencia obtenidos con estudios
similares a nivel nacional, vemos que la resistencia a ampicilina,
ampicilina/sulbactam y trimetoprima/sulfametoxazol se ha incrementado en gran
medida en los ultimos afios. Estos resultados concuerdan con lo reportado con el
presente estudio y por estudios realizados en Latinoamérica por Villar et al., 2014;
INSPI, 2015; Delgado et al., 2016.

En la deteccién fenotipica de enzimas BLEE por la prueba de sinergia de doble
disco, solo 14/153 aislado colectados presentaron el fenotipo BLEE. Mientras que,

por el método automatizado VITEK 2™, 21/153 aislados lo presentaron. Un menor
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namero de aislados identificados con el fenotipo BLEE por el método de sinergia de
doble disco, se explicaria porque este método puede estar sujeto a errores como:
fallo humano al momento de medir el halo de inhibicién, exceso en el tiempo de
incubacion del aislado a analizar, mala toma del indculo inicial, entre otros
(Numanovic, Hukic, Delibegovic, Tihic y Pasic, 2013; Shah, Shrimali y Mulla, 2016).

Sin embargo, el método de sinergia de doble disco presenta ciertas ventajas
como: la reproducibilidad, el bajo costo y la capacidad de realizarlo sin necesidad de
equipos especializados. Este método sigue siendo uno de los més utilizados y sus
resultados siguen teniendo validez (Kaluzna, Zalas-Wiecek y Gospodarek, 2014).

El método automatizado VITEK 2™tiene ventajas sobre el método manual,
incrementando la efectividad y rapidez en la obtencién de resultados. Esto lo hace
ideal para ambientes hospitalarios donde, la cantidad de muestras procesadas y la
rapidez en la deteccidén de sensibilidad a antibidticos es crucial para un correcto y
temprano tratamiento de los pacientes. Sin embargo, estudios demuestran que el
método automatizado VITEK 2™ esté sujeto a errores, en especial en la deteccion
de mecanismos de resistencias como es el caso de E. coli productoras de BLEE
(Kaluzna et al., 2014; Rhodes et al., 2014). En el estudio de Kaluzna et al. (2014) se
compara la efectividad de los dos métodos en la deteccion de E. coli productoras de
BLEE, siendo el método de sinergia de doble disco el que mayor porcentaje de
resultados consistentes obtuvo (95,2%). Mientras que el método automatizado
VITEK 2™ present6 una sensibilidad del 81,4%. Este seria el caso de la cepa CB-
QCA 4562, la cual fue detectada como negativa para la produccién de BLEE por el
meétodo automatizado VITEK 2™ y como positiva por el método de sinergia de doble
disco. Si bien el método automatizado VITEK 2™ presenta una ligera desventaja
frente al método manual, sus beneficios sobrepasan esta leve falencia. Por lo que un
uso en conjunto de los dos métodos es recomendado, y no se puede descartar

ninguno de los dos resultados (Kaluzna et al., 2014).

La produccién de carbapenemasas evaluada por el Test de Hodge Modificado
(THM) indic6 que el 100% de los aislados analizados no presentaron produccion de
estas enzimas. Los resultados obtenidos por el método automatizado VITEK 2™,

mostro el mismo resultado. Debido a que el THM puede estar sujeto a errores de
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interpretacion de la forma de trébol caracteristica de un resultado positivo. La
confirmacion por VITEK 2™ donde ningun aislado presentd resistencia a
carbapenems, indicé que las lecturas del THM fueron acertadas. En el estudio
planteado por Codjoe y Donkor (2017) la ausencia de la evidencia fenotipica no
significa que los aislados no sean portadores de genes relacionados a dichas

resistencias.

Desde el surgimiento de las primeras bacterias productoras de BLEE, las
enzimas mayormente reportadas eran las de los tipos TEM y SHV. En la actualidad
las enzimas predominantes corresponden al tipo CTX-M (Blanco et al., 2016). Cada
una de las variantes de CTX-M esta relacionado con un mayor o menor indice de
resistencia a ciertos tipos de antibidticos B-lactamicos. Por este motivo, el analisis
molecular de genes de resistencia es siempre necesario y complementario a los
analisis fenotipicos. En el caso de esta investigacion se encontr6 que 11/22 (50%),
presentaban el gen blactx-m, en especifico la variante blactx-v-15. Esta variante, se
caracteriza por ser prevalente a escala mundial, siendo reportada en América del
Norte y Sur, Africa, Asia y Europa. Solo en China la variante predominante es la
blactx-m-14 ( Nicolas-Chanoine et al., 2008; Chen et al., 2014; Seiffert et al., 2014;
Sidjabat y Paterson, 2015; Fatemeh et al., 2016). La presencia de blacTx-m-15 esta en
relacion con los resultados documentados por Delgado et al. (2016) para Ecuador y
por Colquechagua, Sevilla 'y Gonzales, (2015) y Blanco et al., (2016) para Colombia
y Peru respectivamente. Cantdn et al., (2012) explican que la rapida propagacion de
este tipo de enzima BLEE se debe a la facilidad con la que puede ser transmitida
dentro plataformas genéticas moéviles como plasmidos y transposones, lo que
explicaria la predominancia de esta enzima en particular. Canton et al. (2012)
también reporta la relacion de la variante blactx-w-15 con el pladsmido FlI, el cual es
llamado “plasmido de resistencia epidémica” por su capacidad de adquirir genes de

resistencia. (Cantén et al., 2012).

Los aislados que presentaron el gen blactx-m-1s mostraron altos porcentajes
de resistencia a penicilinas, cefalosporinas (primera, segunda y tercera generacion)
y quinolonas. La resistencia a otro tipo de antibitico, como las quinolonas, se
relaciona con lo descrito por Flores-Mireles et al., (2015). Este estudio mostré que

los genes de resistencia a quinolonas, como el gen gnrB son heredados junto a
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genes de resistencia a B-lactamicos como el gen blactx-m-15 (Flores-Mireles et al.,
2015). Esta relacion, también se observa en el estudio realizado por Azargun et al.
(2018). En donde se observa una gran prevalencia de resistencia a quinolonas en
aislados portadores del gen blacrtx-w-15, 10 cual se esperaba por la relacion entre

dichas resistencias.

Los 4 aislados de E. coli. productores de la enzima TEM presentaron la
variante alélica blarem-1. La produccion de la enzima TEM esté relacionada con
resistencia a ampicilina, penicilina y cefalosporinas. Otros estudios realizados en
Ecuador demuestran que la variante blaTtem-1 es la predominante en el pais (Delgado
et al., 2016). Al igual, el estudio de Diaz (2017), reporté que las variantes alélicas
presentes fueron blarem-1 y blatem-214, siendo blatem-1 la predominante, alineandose

con los resultados obtenidos en el presente estudio.

En la identificacion fenotipica de BLEE, 9 aislados presentaron un perfil de
resistencia concordante con el fenotipo, pero no presentaron ninguno de los genes
codificantes de BLEE analizados. Como Rivera et al., (2015) plantea, es posible que
los aislados sean portadores de otro tipo de genes relacionados con produccion de
BLEE como blarer, blaves, blaces, blases, blaTia, y blaoxa (Aggeliki et al., 2014; Bajpai,
Pandey, Varma y Bhatambare, 2017). Otra opcidn sugiere, que los aislados que
presentan el fenotipo BLEE son portadores del gen cromosémico inducible AmpC
(Rivera et al., 2015). La presencia de este gen esté relacionada con la resistencia a
penicilinas, cefalosporinas, cafamicinas y aztreonam. Este gen esta presente en el
cromosoma de algunas bacterias, y también puede ser adquirido a través de
elementos genéticos méviles como plasmidos (Sidjabat y Paterson, 2015; Alonso et
al., 2016).

Los andlisis moleculares demostraron que ninguno de los 22 aislados
analizados presentaron los genes relacionados con la produccion de
carbapenemasas tipo blave, blaviv, blakpc y blanom. Estudios desarrollados, en toda
Latinoamérica, han reportado que la resistencia a carbapenems es un problema que
va en incremento (Villegas et al., 2016; Escandon, Reyes, Gutiérrez y Villegas, 2017).
Este aumento de las tasas de resistencia a carbapenémicos, radica en que estos son

usados como la siguiente linea de defensa en infecciones producidas por bacterias
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productoras de BLEE. Los carbapenémicos, al pertenecer a la familia de los B-
lactamicos, no presentan toxicidad al momento de ser usados como tratamiento.
Otros antibidticos de dultima linea, como la colistina, presentan cierto grado de
toxicidad al ser utilizados en los pacientes (Villegas et al., 2016). Si el uso de
carbapenémicos se ve comprometido aumentaria el uso de colistina y tigeciclina.
Estos antibidticos presentan cierto grado de toxicidad para el paciente, dificultando
el tratamiento. Estudios como el de Villegas et al., (2016) y Escandon et al., (2017)
ratifican que la resistencia a carbapenémicos se ha vuelto endémica en muchos
paises latinoamericanos y que su prevalencia aumenta cada vez. Este aumento se
debe a que existen aislados que no presentan un fenotipo resistentes a
carbapenemasas, sin embargo son portadores de genes de resistencia,

diseminandolos de manera silenciosa (Codjoe y Donkor, 2017).
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7.  CONCLUSIONES

La identificacion de los aislados bacterianos obtenida en el laboratorio por
pruebas bioquimicas coincidié con lo reportado por la casa de salud.

La especie predominante en este estudio fue E. coli seguida de K. oxytoca.
Los urocultivos fueron el origen de las muestras mas comun entre los aislados

estudiados.

Los métodos de identificacion de resistencias difusion en disco y VITEK 2™,
son precisos y efectivos. Sin embargo, andlisis moleculares enfocados a
descifrar este tipo de resistencias son necesarios para complementar los

resultados.

Las altas tasas de resistencia a B-lactamicos de espectro extendido presentan
un grave problema para los sistemas de salud. Los genes que confieren este
tipo de resistencias suelen estar asociados a genes codificantes de resistencia
a otros tipos de antibidticos. Esto da como resultado co-resistencias

dificultando aun mas un adecuado tratamiento.

La presencia de los genes blactx-w-15 11/22 (50%) y blatem-1 4/22(18,18%),
concuerdan con otros resultados reportados por otros estudios en
Latinoamérica. La presencia del gen blacrx-w-15, cuyo tipo es predominante a
nivel mundial, denota la eficaz capacidad de flujo de esta resistencia a nivel

mundial.
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Figura 2. Porcentaje de origen de los aislados. HQ, herida quirargica; PC, punta
de catéter; LP, Liquido peritoneal; SHQ, secrecion de herida quirdrgica; SMH,

secrecion de mufén de histerectomia.
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Figura 3. Gel representativo de los productos de amplificacion obtenidos para
el gen blaCTX-M-15. M, marcador de peso molecular (100 pb); -, control negativo; 1,
CB-QCA 4562; 2, CB-QCA 4609; 3, CB-QCA 4668.

Figura 4. Gel representativo de los productos de amplificacién obtenidos para
el gen blaTEM. M, marcador de peso molecular (100 pb); -, control negativo; 1, CB-
QCA 456; 2, CB-QCA 4697; 3, CB-QCA 4699; 4, CB-QCA 4991.
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Tabla 1. Datos de origen de los aislados analizados
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Codigo PUCE Fecha colecta PUCE Muestra Identificacion
CB-QCA 4562 23/1/2017 LP E. coli
CB-QCA 4563 23/1/2017 HQ E. coli
CB-QCA 4567 24/1/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4609 3/2/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4610 3/2/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4668 15/2/2017 HQ E. coli
CB-QCA 4683 20/2/2017 HQ E. coli
CB-QCA 4687 20/2/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4688 20/2/2017 HQ E. coli
CB-QCA 4694 16/3/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4697 23/2/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4699 23/2/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4702 23/2/2017 SHQ E. coli
CB-QCA 4711 1/3/2017 Sangre K. oxytoca
CB-QCA 4719 3/3/2017 PC K. oxytoca
CB-QCA 4731 6/3/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4757 14/3/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4786 17/3/2017 PC K. oxytoca
CB-QCA 4852 3/4/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4990 12/5/2017 Orina E. coli
CB-QCA 4991 12/5/2017 Orina E. coli
CB-QCA 5004 23/5/2017 SMH E. coli

CB-QCA, Coleccion Bacteriana Quito Catolica; HQ, herida quirdrgica; PC, punta de
catéter; LP, Liquido peritoneal; SHQ, secrecién de herida quirargica; SMH, secrecion de
mufidn de histerectomia.



41

Tabla 2. Concentraciones de cada antimicrobiano probado por el sistema

VITEK 2™
S I R
Antibidtico Siglas Concentracion
Intervalos en mm
Ampicilina AM 10ug 217 14-16 <13
Acido nalidixico NA 30ug 219 14-18 <13
Amikacina AMK 30pg 217 15-16 <14
Ampicilina/Sulbactam SAM 10ug/10ug 215 12-14 <13
Aztreonam ATM 30ug 221 18-20 <17
Cefazolina Ccz 30ug 215 - <14
Cefepima FEP 30ug 215 - <15
Cefoxitina FOX 30ug 218 15-17 <14
Ceftriaxona CRO 30ug 221 14-20 <13
Ciprofloxacina CIP 5ug 221 16-20 <15
Gentamicina GN 10ug 215 13-14 <12
Levofloxacina LVX 5ug 217 14-16 <13
Norfloxacina NOR 10ug 217 13-16 <12
Piperacilina/tazobactam TZP 100ug/10pg 221 18-20 <17
Tobramicina TOB 10ug 215 13-14 <12
Trimetropima/sulfametoxazol SXT 1,25u9/23,75ug 216 11-15 <10

S, sensible: I, indeterminado; R, resistente



Tabla 3. Nombre, siglas, concentraciones y rangos de cada antimicrobiano
probado por el sistema Difusion en disco
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Antibidtico Siglas  Concentracion > ! R
Intervalos en mm
Ampicilina AM 10ug 217 14-16 <13
Acido nalidixico NA 30ug >19 14-18 <13
Amikacina AMK 30ug 217 15-16 <14
Ampicilina/Sulbactam SAM 10ug/10ug 215 12-14 <13
Aztreonam ATM 30ug 221 18-20 <17
Cefazolina Cz 30ug 215 - <14
Cefepima FEP 30ug 215 - <15
Cefoxitina FOX 30ug 218 15-17 <14
Ceftriaxona CRO 30ug >21 14-20 <13
Ciprofloxacina CIP 5ug 221 16-20 <15
Gentamicina GN 10ug =215 13-14 <12
Levofloxacina LVX 5ug 217 14-16 <13
Norfloxacina NOR 10ug 217 13-16 <12
Piperacilina/tazobactam TZP 100ug/10ug >21 18-20 <17
Tobramicina TOB 10ug 215 13-14 <12
Trimetropima/sulfametoxazol SXT 1,25ug/23,75ug =16 11-15 <10

S, sensible; I, indeterminado; R, resistente
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Tabla 4. Cebadores utilizados para la deteccion de genes de resistencia
productores de BLEE

Cebador Secuencia Blanco Amplicon Referencia
CTX-M forward ATAAAACCGGCAGCGGTG blacTx-m-15 483 pb Fatemeh et al., 2016
CTX-M reverse GAATTTTGACGATCGGGG blacTx-m-15 484 pb Fatemeh et al., 2017
TEM forward ATGAGTATTCAACATTTCCG blatewm 858 pb Ranjbar et al., 2018
TEM reverse CCAATGCTTAATCAGTGAGG blarem 859 pb Ranjbar et al., 2019
SHV forward TTTATCGGCCYTCACTCAAGG blashy 862 pb Kang et al., 2019
SHV reverse GCTGCGGGCCGGATAACG blasny 863 pb Kang et al., 2020

Tabla 5. Cebadores utilizados para la deteccidon de genes de resistencia
productores de carbapenemasas

Cebador Secuencia Blanco  Amplicén Referencia
KPC forward CGGAACCATTCGCTAAACTC blakpc 738 pb Cilveti, 2013.
KPC reverse GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT blaxpc 739 pb Cilveti, 2013.
VIM forward ATGGTGTTTGGTCGCATATC blavim 500 pb Cilveti, 2013.
VIM reverse TGGGCCATTCAGCCAGATC blavim 501 pb Cilveti, 2013.
IMP forward GAAGGGCGTTTATGTTCATACTT blavp 587 pb Cilveti, 2013.
IMP reverse GTTTTGCCTTACCATATTTGGA blaimp 588 pb Cilveti, 2013.
NDM forward CACCTCATGTTTGAATTCGCC blanom 984 pb Cilveti, 2013.
NDM reverse CTCTGTCACATCGAAATCGC blanpm 985 pb Cilveti, 2013.
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Tabla 6. Pruebas bioquimicas

CIT K/A H2S GAS RM VP MOT IND LYS ORN Identificacion

- AlA - + + - + + + + Escherichia coli

+ A/A - + - + - + + - Klebsiella oxytoca

CIT, citrato; K, alcalino; A, acido; H2S, gas sulfidrico; RM, VP, tipo de fermentacién; MOT, motilidad; IND, indol; LYS,
lisina; ORN; +, prueba positiva; -, prueba negativa.



Tabla 7. Perfil de resistencia a antimicrobianos B-lactdmicos, BLEE, por el método de difusion en disco. Y resistencia a

carbapenems por THM
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(]

Cédigo PUCE Fgﬁnﬁ,ge Origen Identificacién = :é( é % % ) @ E>E> 5 § S 823 % % 5 & E g

CB-QCA 4562 23/1/2017 LP E. coli R6 S23 S37 R6 S37 121 S36 S29 R6 R10 R6 R6 RI10 S30 S15 S26 POS NEG
CB-QCA 4563 23/1/2017 HQ E. coli R6 S19 R14 R6 R10 R6 R16 S25 R6 R10 R6 R6 R10 R6 R10 S22 POS NEG
CB-QCA 4567 24/1/2017 Orina E. coli R6 S20 S3 R6 S32 S23 S30 S25 S23 R10 R6 R6 RI10 S22 113 S22 POS NEG
CB-QCA 4609 3/2/2017 Orina E. coli R6 POS NEG
CB-QCA 4610 3/2/2017 Orina E. coli R6 R6 119 R6 R12 R6 1121 S20 S21 R6 R6 R6 S16 S24 S21 S25 POS NEG
CB-QCA 4668 15/2/2017 HQ E. coli R6 S18 R14 R6 R10 R6 R18 S22 S22 S17 R6 R6 R11 R6 S15 120 POS NEG
CB-QCA 4683 20/2/2017 HQ E. coli R6 S20 R16 R6 R11 R6 119 S23 S22 R7 R6 R6 Rl11 R6 S15 S21 POS NEG
CB-QCA 4687 20/2/2017 Orina E. coli R6 S25 118 S37 R10 R6 121 S25 S23 S39 S21 S31 S16 115 S26 S27 POS NEG
CB-QCA 4688 20/2/2017 HQ E. coli R6 S21 R14 R6 R11 R6 119 S23 S21 R7 R6 R6 R10 R6 S15 S21 POS NEG
CB-QCA 4694 16/3/2017 Orina E. coli R6 S21 S30 R6 120 R7 S28 R12 S23 R6 R6 R6 R10 R7 114 120 POS NEG
CB-QCA 4697 23/2/2017 Orina E. coli R6 S26 S24 116 R15 R8 S29 S29 S28 116 R6 113 113 R6 S27 S29 POS NEG
CB-QCA 4699 23/2/2017 Orina E. coli R6 S20 R6 R6 R6 R6 R10 R6 R7 R6 R6 R6 R6 R6 R11 119 POS NEG
CB-QCA 4702 23/2/2017 SHQ E. coli R6 S20 R15 R6 R10 R6 R17 S22 S22 R7 R6 R6 112 R6 S16 S21 POS NEG
CB-QCA 4711 1/3/2017 Sangre K. oxytoca R6 S25 R15 S35 R19 R6 S28 S28 S23 S32 S25 S33 R6 S29 S26 R14 POS NEG
CB-QCA 4719 3/3/2017 PC K. oxytoca R6 S23 R15 S32 R16 R6 S25 S25 S23 S33 S31 S32 R6 S27 S26 R13 POS NEG
CB-QCA 4731 6/3/2017 Orina E. coli R6 S20 R17 R6 R6 R6 R14 S20 S23 R6 R6 R6 114 R6 S22 S25 POS NEG
CB-QCA 4757 14/3/2017 Orina E. coli R6 S24 R10 R6 R6 R6 R14 S24 S25 R10 R6 R6 114 S29 S20 S28 POS NEG
CB-QCA 4786 17/3/2017 PC K. oxytoca R6 S24 R11 S28 R18 R6 S25 S27 S26 S28 S23 S26 R6 S30 S21 R15 POS NEG
CB-QCA 4852 3/4/2017 Orina E. coli R6 S29 R13 R6 R10 R6 119 S26 S24 R6 R6 R6 S17 S26 S26 S29 POS NEG
CB-QCA 4990 12/5/2017 Orina E. coli R6 S20 S22 R6 R13 R6 122 S26 S20 R6 R6 R6 S19 R6 S21 S27 POS NEG
CB-QCA 4991 12/5/2017 Orina E. coli R6 S21 S31 S33 S41 120 S30 S23 S22 S32 S23 S25 R6 S22 S24 POS NEG
CB-QCA 5004 23/5/2017 SMH E. coli R6 S17 R13 R6 R6 R6 R14 S24 S20 R6 R6 R6 R10 R6 114 120 POS NEG

CB-QCA, Coleccion Bacteriana Quito Catolica HQ, herida quirargica; PC, punta de catéter; LP, Liquido peritoneal; SHQ, secrecién de herida quirargica; SMH,
secrecion de mufion de histerectomia. AM, ampicilina; AMK, amikacina; ATM, aztreonam; CIP, ciprofloxacina; CRO, ceftriaxona, CZ, cefazolina; FEP, cefepima;
FOX, cefoxitina, GN, gentamicina; LVX, levofloxacina; NA, acido nalidixico; NOR, norfloxacina, SAM, Ampicilina/sulbactam; SXT, trimetoprima/sulfametoxazol;
TOB, tobramicina; TZP, piperacilina/tazobactam; BLEE, - lactamasas de espectro extendido; Hodge, test modificado de Hodge (resistencia a carbapenémicos).
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Tabla 8. Perfil de resistencia a antimicrobianos B-lactamicos, BLEE y carbapenems por el método de automatizado VITEK 2™

e e 2O 5 5 B 8 5 3 0§ b8 5 oz ot ¢z 5 e f & B OE U
CB-QCA 4562 NEG S(4) R@) S(1) S(05) S(1) S(1) S(4) R(16) R(32) S(0,5) S(4) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4563 POS R(16) R(4) R(64) S(0,5) R(16) R(64) S(4) R(16) R(32) S(0,5) S(8) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4567 POS S(16) R(@4) R(64) S(0,5) R(16) R(64) S@4)  s@) R(32) S(0,5) S(8) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4609 POS S(2) S(0,25) R(16) S(0,5) R(2)* R(2)* S@4)  s@) R(32) S(0,5) S(8) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4610 POS S(2) R(@4) R(16) S(0,5) R(16) R(2)* S(8) S(1) S(4) S(0,5) S(4) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4668 POS S(8) R(4) R(64) S(0,5) R(16) R(2)* S@4)  S(1) R(32) S(0,5) S(8) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4683 POS S(8) R(@4) R(64) S(0,5) R(16) R(2)* S(1) R(32) S(0,5) S(8) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4687 POS S(2) S(0,25) R(64) S(0,5) R(16) R(64) S(1) I(16) S(0,5) S(4) S(0,25)
CB-QCA 4688 POS S(8) R(@4) R(64) S(0,5) R(16) R(2)* S(1) R(32) S(0,5) S(8) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4694 POS S(16) R@4) R(@8) S(05) R(4)* R(1)* S(2) R(32) S(0,5) 1(64) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4697 POS S(2) R(@4) R(34) S(0,5) R(1)* R(1)* S@4)  s@) R(32) S(0,5) S(4) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4699 POS S(16) R(4) R(64) S(0,5) R(64) R(64) R(64) R(16) R(32) S(0,5) R(128) S(0,12) S(1) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4702 POS S(8) R(@4) R(64) S(0,5) R(16) R(2)* S(8) S(1) R(32) S(0,5) S(8) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4711 POS S(2) S(0,25) R(8) S(0,5) R(L)* R(1)* S(1) R(32) S(0,5) R(128) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4719 POS S(2) S(0,25) R(8) S(0,5) R(1)* R(1)* S(1) R(32) S(0,5) R(128) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4731 POS S(2) R@4) R(32) S(0,5) R(L)* R(2)* S(1) 1(16) S(0,5) S(4) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4757 POS S(2) R(4) R(64) S(0,5) R(16) R(64) S(1) 1(16) S(0,5) S(4) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4786 POS S(2) S(0,25) R(8) S(0,5) S(1) S(1) S@4)  S(1) R(32) S(0,5) R(128) S(0,12) S(0,5) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4852 POS S(2) R(4) R(64) R(16) R(4)* S(1) 1(16) S(0,5) S(4) S(0,25) S(0,25)
CB-QCA 4990 POS R(32) S(2) R(64) R(4) R(64) R(1)* S(16) S(1) S(16) R(16) S(4) S(20) S(0,5) S(0,25)
CB-QCA4991 POS R(23) S(4) I(16) S(0,25) S(1) S(1) S(4) S(16) S(1) S(16) S(0,5) R(32) R(32) S(0,5) S(0,25)
CB-QCA 5004 POS S(16) R(4) R(64) R(16) R(64) S@4)  S(1) R(32) S(0,5)  1(64) S(0,5) S(0,25) S(0,25)

CB-QCA, Coleccion Bacteriana Quito Catélica; BLEE, B- lactamasa de espectro extendido; AM, ampicilina; AMK, amikacina; CF, cefalotina; CIP, ciprofloxacina; CRO
ceftriaxona; CS, colistina; CTX, cefotaxima; CAZ, ceftazidima; CXM, cefuroxima; FEP, cefepima; FOS, fosfomicina; FOX, cefoxitina; GM, gentamicina; NIF
nitrofurantoina; NOR, norfloxacina; SAM, Ampicilina/sulbactam; SXT, trimetoprima/sulfametoxazol; TGC, tigeciclina; TZP, piperacilina/tazobactam; DORI, doripenem

ETP, ertapenem; IMP, imipenem; MEM, meropenem; R, resistente; |, intermedio; S, sensible; los valores junto a “I”, “R” 0 “S” indican la concentracion inhibitoria minimz

(MIC) para el antimicrobiano respectivo. *Representa resistencia a pesar de estar bajo la MIC.



Tabla 9. Presencia y ausencia de los genes blactx-m-15, blaTtem-1, blasnv, blakec, blaviv, blave y blanowm.

Codigo PUCE Identificacion blactx-m-15  blatem blashv blakpc blavim blamp blanom
CB-QCA 4562 E. coli 1 1 0 0 0 0 0
CB-QCA 4563 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4567 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4609 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4610 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4668 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4683 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4687 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4688 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4694 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4697 E. coli 0 1 0 0 0 0 0
CB-QCA 4699 E. coli 1 1 0 0 0 0 0
CB-QCA 4702 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4711 K. oxytoca 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4719 K. oxytoca 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4731 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4757 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4786 K. oxytoca 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4852 E. coli 1 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4990 E. coli 0 0 0 0 0 0 0
CB-QCA 4991 E. coli 0 1 0 0 0 0 0
CB-QCA 5004 E. coli 1 0 0 0 0 0 0

CB-QCA, Coleccion Bacteriana Quito Catélica; el numero “1” representa presencia y el numero “0” representa ausencia.
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Anexo 1. Estructura quimica de los B-lactamicos
Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nucleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO
F NH
R S
. Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
o N
S
R-N
. Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
O// N N R
R /R
. - Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
& N
R R
R—N R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
s
o N
R (o]
- Anillo oxazolidinico Clavamol/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
o N

“Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam)
tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son derivados suffénicos del acido penicilanico.

Tomado de Marin y Gudiol (2003).

Anexo 2. Mecanismos de accién de los B-lactamicos

A1. Competicién entre el betalactamico

y el pentapéptido por la unién con las A2. Uni6n covalente
PBP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad 0 estable entre PBP y el
& anillo betalactamico,
BETALACTAMICO [
(s N
6;0
A
w7

A

v

._F'_“_

)
-+~ Q-@

B1. Destruccion enzimatica
del peptidoglicano

NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein
Tomado de Marin y Gudiol (2003).
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