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RESUMEN

Las bacterias gram negativas utilizan el mecanismo de maodificacion enzimatica para
sobrevivir a la actividad de los antibiéticos betalactdmicos, mediante la produccién de
betalactamasas codificadas por plasmidos que transforman al antibitico en un derivado sin
actividad bactericida, esto causado por el uso inapropiado de dichos farmacos. El presente
proyecto de investigacién se enfocd en determinar de forma cualitativa y cuantitativa las
variantes génicas que codifican distintos tipos de betalactamasas BLEEs y AmpC presentes
en cepas bacterianas resistentes procedentes de los hospitales Manuel Ygnacio Monteros y
Hospital del Dia del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social IESS de la ciudad de Loja,
mediante la aplicacién de técnicas como PCR multiplex, secuenciacién y comparacion de
secuencias en el programa en linea BLAST. Partiendo de los resultados obtenidos, se
determiné una alta prevalencia de genes tipo BLEE cuyo grupo génico predominante fue TEM,
mientras que dentro de la baja frecuencia de genes tipo AmpC llegd a prevalecer el grupo
génico DHA, ademas se identifico frecuencias de diferentes variantes de cada grupo génico,

ratificando asi la propagaciéon de éstos genes en bacterias gram negativas patégenas.

PALABRAS CLAVES: Modificacion enzimatica, antibidticos betalactamicos, plasmidos,
betalactamasas BLEE y AmpC, TEM y DHA



ABSTRACT

Gram negative bacteria use the enzyme modification mechanism to survive the activity of beta-
lactam antibiotics, through production of beta-lactamase plasmid-encoded that transform into
a derivative antibiotic without bactericidal activity, due to the inappropriate use of these drugs.
This research project focused on determining qualitative and quantitative gene variants that
encode different types of beta-lactamases BLEEs and AmpC present in resistant bacterial
strains from hospitals Manuel Ygnacio Monteros and Hospital Day Ecuadorian Social Security
Institute IESS of the city of Loja, by applying techniques such as multiplex PCR, sequencing
and sequence comparison in the online program BLAST. Based on the results obtained, we
determine a high prevalence of genes type BLEE whose gene group TEM was predominant,
while within the low frequency of genes type AmpC became to prevail the group gene DHA,
besides we identified the frequencies of different variants for each gene group, reaching to
ratify the spread of these resistance genes in pathogenic bacteria gram negative.

KEYWORDS: Modification enzyme, beta-lactam antibiotics, plasmids, ESBL and AmpC beta-
lactamase, TEM and DHA



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es la capacidad que poseen las bacterias de sobrevivir a los efectos
bactericidas de los antibibticos en dosis terapéuticas (Fica, 2015). Los antibidticos
betalactamicos son los mas utilizados clinicamente para la profilaxis de infecciones
bacterianas, esto gracias a su capacidad de inhibir la Gltima etapa de la sintesis de la pared
celular bacteriana (Costa y Botta, 1984), pero debido a su uso indiscriminado y erréneo ha
dado cabida al surgimiento de cepas bacterianas con capacidad de sobrevivir a la accion de
estos, utilizando mecanismos de modificacion enzimatica, caracteristica importante dentro de
los bacilos gram negativos, los cuales secretan enzimas betalactamasas que hidrolizan el
anillo B-lactamico del antibiético transformandolo en derivados sin actividad bactericida. Estas
enzimas son codificadas a nivel cromosémico y extracromosomico (plasmidos Yy

transposones) (Jacoby y Munoz-Price, 2005).

A nivel clinico las betalactamasas codificadas por plasmidos se pueden clasificar en:
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE), betalactamasas de amplio espectro (BLEA) y
otras betalactamasas como las de tipo AmpC. Dentro de las BLEE se encuentran los grupos
génicos: TEM, SHV, CTX-M y OXA (Jacoby y Matthew, 1979); y entre las betalactamasas
AmpC estan los grupos: CIT, DHA, ACC, FOX, MOX y EBC (Philippon et al., 2002); cada uno
de estos grupos poseen diferentes variantes causadas por sustituciones entre los

aminoacidos de sus estructuras proteicas.

La prevalencia de éstas variantes en las bacterias gram negativas resistentes de importancia
clinica ha ido aumentando y expandiéndose a nivel local y mundial con el pasar del tiempo:
en el afio 2000 estudios mostraron que en Rusia existié una prevalencia del 50% y en Polonia
del 40% de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en E. coli (Cantén et al., 2008);
en New York se identificaron variantes de tipos: MIR-1, ACT-1 y FOX-1 en cepas de K.
pneumoniae en 1994 y 2001 con una prevalencia del 1.1-2.6% (Seral, Gude y Castillo, 2012),
mientras que América Latina se reportd la tasa mas elevada de cepas multirresistentes
productoras de CTX-M, PER, TEM y SHV en K. pneumoniae con una prevalencia del 45.4-
51.9% vy en E. coli con el 8.5-18.1% (Paterson y Bonomo, 2005). En Ecuador, la Red Nacional
de Resistencia Bacteriana del Ecuador (REDNARBEC) en el afio 2008 indicé que a nivel
comunitario hubo una frecuencia del 71% de Escherichia coli resistente a ampicilinas, a nivel
hospitalario una prevalencia del 65% de Klebsiella pneumoniae inmune a cefotaxima y el 67%

de Enterobacter resistente a ampicilina + sulbactam. Otro estudio realizado por Alcocer,
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(2012) en las ciudades de Quito, Cuenca y Guayaquil revelaron una alta frecuencia de
Klebsiella spp. productora de CTX-M y TEM a nivel hospitalario, por otro lado Cadena, (2014)
en hospitales de la ciudad de Quito identific variantes génicas de CTX-M, las variantes mas
frecuente fueron CTX-M28 con el 66.4% frente a CTX-M14 con el 6.4%, siendo E. coli la

bacteria mas representativa de su investigacion

Ante la importancia del estudio de resistencia bacteriana, el presente trabajo busca la
identificacion de las diferentes variantes de betalactamasas mediante el uso de métodos de
identificacidn genotipicos o moleculares, cuyos resultados proporcionen datos especificos que
permitan dar una idea de la prevalencia actual de cepas productoras de betalactamasas a
nivel local, y ademas que la informacién obtenida sea de utilidad para la eleccién adecuada
del tratamiento en infecciones bacterianas, evitando asi la formacion de nuevas variantes

geénicas resistentes y la proliferacion de estas en bacterias patégenas.

En este estudio se trabajé con 80 stocks de cepas bacterianas ya confirmadas como BLEE y
AmpC positivas provenientes del hospital Manuel Ygnacio Monteros y Hospital del Dia del
Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social IESS de la ciudad de Loja, se analizaron las
muestras mediante PCR multiplex y secuenciacion. Las secuencias resultantes se analizaron
en el programa en linea BLAST para la identificacion de las variantes génicas y finalmente se

realizé célculos estadisticos simples para determinar las frecuencias.
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1.1. Antecedentes.

El ser humano desde la antigledad ha sido capaz de dar uso a diferentes componentes
organicos como plantas y hongos para el uso terapéutico de diferentes enfermedades
infecciosas, conllevando de esta forma al interés investigativo para la elaboracién de antidotos
eficaces ante las patologias presentadas, por ejemplo en el siglo XIX el francés Louis Pasteur
identificd ciertas bacterias saprofiticas que podrian destruir el antrax; luego en los primeros
afios del siglo XX el aleman Paul Ehrlich realiz6 el hallazgo de los primeros agentes
guimioterapéuticos para la sifilis. El inicio de los antibidticos se dio en 1928 con el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, quien observaba el decrecimiento de
Staphylococus aureus en sus cultivos mediante la aplicacién de este componente (Lilliam,
Machado, y Hamilton, 1998).

En 1939 Howard Florey y Ernst Chain implementaron métodos de analisis y ensayos de la
penicilina para su sintesis a grandes escalas, méas tarde Abraham y Chain en el afio de 1940
identificaron una sustancia proveniente de E. coli que tenia la propiedad de destruir la
penicilina la cual la denominaron penicilinasa; confirmando asi el hallazgo de Fleming quien
en 1929 observoé bacterias que no decrecian en presencia de la penicilina; sin embargo debido
a las consecuencias infecciosas que acarreaba la segunda guerra mundial, se lleg6 a disponer
de penicilina en gran cantidad para el uso civil y militar en 1941. En tanto en 1960 comenz6
el nacimiento de penicilinas semisintéticas, meticilinas, ampicilinas, la gama de cefalosporina,
cefaloridina y cefalotina, y junto con ello las primeras cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilinas en Estados Unidos y Europa (Alvarez, 1991). Posteriormente estos
farmacos se constituyeron como tratamientos de primera linea para infecciones bacterianas,
hasta que se manifestaron los primeros bacilos gram negativos productores de
betalactamasas los cuales les conferian resistencia, la primera de estas en descubrirse fue
TEM-1 en 1963, poco después se manifestd6 un aumento dominante de infecciones
nosocomiales, cuya problematica llevo a la introduccién de nuevas clases de antibioticos
betalactdmicos como penicilinas para Pseudomona en 1978, cefalosporinas de 1°? y 3¢@
generacion en 1981, inhibidores de betalactamasas en 1984, monobactdmicos y
carbapenems en 1985 (Torres, 2012). Desde entonces ha ido aumentando el consumo
terapéutico de antimicrobianos con la creencia de que se extinguirian las enfermedades
causadas por éstos agentes patoldgicos; luego en los afios 70 identificaron cepas bacterianas
gue mostraron las primeras resistencias a meticilina (MRSA) y a la vancomicina (VISA); en

1996 de la misma forma para Pseudomonas y Acinetobacter (Avellaneda y Pacheco, 2001).

1.2. Generalidades de las bacterias gram negativas.
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Las bacterias gram negativas son microorganismos unicelulares que carecen de un nucleo y
su multiplicacion lo realiza por fision binaria. Se caracterizan por la coloracion rosada adquirida
mediante tincién gram, esto debido a que no poseen en su pared celular el acido teicoico, el
mismo que se encuentra en las gram positivas otorgandoles la coloracion azul (Forbes et al.,
2007).

La estructura antigénica de las gram negativas esta constituida por:

» Antigenos O, se los denomina como antigenos somaticos, son propios de ciertas
especies bacterianas y confieren especificidad seroldgica.

» Antigenos H o flagelares, son proteinas termolabiles (flagelina) que se encuentran
constituyendo a los flagelos, estas estructuras permiten el movimiento de la bacteria
formando una pelicula para la adhesion a sustratos vivos o inertes.

» Antigenos K o capsulares, se encuentran en bacterias con capsula, actia como
barrera defensiva evitando la adhesion con los anticuerpos e impidiendo la

fagocitosis, constituyéndose asi como un factor de virulencia (Mandell et al., 2005).
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Figura 1: Estructura de la pared celular de las bacterias gram negativas

Fuente: Merino, 2013.
Los lipopolisacéridos o LPS estan constituidos por tres componentes: Lipido A, polisacarido
central o de corte y la cadena lateral O; tienen propiedad endotdxica asociada al componente
lipidico A, el cual es liberado por la lisis bacteriana inducida por fagocitosis o por la accién de
antibidticos, determinando de esta forma la gravedad del cuadro clinico infeccioso segun la

cantidad de endotoxina liberada.



Las bacterias gram negativas comprenden una amplia clasificacion de familias, dentro de las
cuales encontramos los fermentadores de glucosa como la familia Enterobacteriaceae y los
no fermentadoras de glucosa como la familia Pseudomonadaceae (Hart y Espinoza., 2008).

1.2.1. Enterobacteriaceae.

Se encuentran en agua, suelo, alimentos, flora intestinal tanto de animales y seres humanos;
su forma de transmision hacia el huésped humano es a través de infecciones nosocomiales e
ingesta de agua y alimentos contaminados. Bioquimicamente son aerobios y anaerobios
facultativos, tienen la propiedad de reducir nitratos a nitritos, son negativos en reacciones de
catalasa y oxidasa, fermentan glucosa y crecen en agar MacConkey (Forbes et al., 2007),
dentro de ésta familia se encuentran: Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella y
Proteus.

1.2.1.1. Escherichia coli.

Son capaces de fermentar lactosa (Lactosa +) por lo que sus colonias toman una coloracion
rosada o roja en agar MacConkey (Suarez et al., 2006). Esta bacteria es de gran importancia
patolégica ya que en la mayoria de los casos afectan al aparato genitourinario (especialmente
femenino) y tracto digestivo causando patologias clinicas como bacteriemia, meningitis,
enfermedades diarreicas e infecciones genitourinarios en mujeres. También forma parte de la
flora intestinal, pudiendo aislarse en la cavidad oral de pacientes alcohdlicos, diabéticos y

hospitalizados (Shinagawa et al., 2000).

1.2.1.2. Enterobacter.

Estas bacterias pueden ser moviles dependiendo de la presencia o ausencia de flagelos
peritricos, son anaerobias facultativas, fermentadoras de glucosa, lactosa y transforman los
nitratos a nitritos. Promotores oportunistas de infecciones del tracto urinario y respiratorio, se
encuentran en la flora intestinal normal del ser humano. Las especies de importancia clinica
son: Enterobacter cloacae que alcaliniza la orina mediante la hidrdlisis de la urea a través de
la ureasa y Enterobacter aerogenes que actia como patdégeno oportuno nosocomial. Estos
agentes se encuentran en: suelo, agua, piel humana, plantas, cloacas, en ciertos lacteos y en

tractos intestinales (Ryan y Ray, 2010).

1.2.1.3. Citrobacter.



Son bacterias aerobias con capacidad de fermentacion variable de lactosa, algunos pueden
0 no usar citrato, estan presentes en: suelo, agua, alimentos, tracto intestinal de animales y
del ser humano. Presente en procesos infecciosos como quirirgicos, vias urinarias, piel, tejido
subcutaneo, bacteriemia, abscesos cerebrales y meningitis; siendo Citrobacter freundii el
agente causal mas comun en infecciones consecuencia de una asepsia inadecuada después
de la remocion intestinal o acto sexual y Citrobacter koseri que se ha hecho presente como
un agente causal de meningitis en pacientes neonatales e imunodeprimidos (Azrak et al.,
2009).

1.2.1.4. Klebsiella.

Klebsiella se diferencia de los demas géneros de la familia Enterobacteriaceae por poseer una
capsula de polisacaridos grande, no presenta movilidad y es anaerobia facultativa. Se
encuentran en ambientes acuaticos, proliferandose sin problemas en presencia de nutrientes.
Frecuentemente se presenta como un patégeno hospitalario, la forma de contagio se da por
la constante manipulacion de pacientes infectados; las personas con mayor riesgo de adquirir
el agente patdégeno y posteriormente desarrollar la enfermedad infecciosa son los de edades
avanzadas o muy jévenes con sistema inmunitario poco activo, aquellos que presentan
gquemaduras o heridas graves y los inmunodeprimidos. La mayoria de los casos clinicos son

causadas por Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca (Martinez et al., 2005).

1.2.1.5. Proteus.

Son bacterias anaerobias facultativas, viven en el tracto intestinal de animales y del hombre.
Son responsables de muchas infecciones del tracto urinario, por lo general Proteus mirabilis
el cual es causante del 90% de los casos clinicos, esta enterobacteria muestra aglutinacion y
genera ureasa, la cual hidroliza la urea de la orina a amoniaco, haciéndola mas alcalina y
formando cristales de estruvita, apatita y carbonato de calcio. Proteus vulgaris es considerada
como patdégena oportunista que causa infecciones en vias urinarias, abscesos hepaticos y
heridas; fermenta glucosa, amigdalina y sacarosa, no fermenta manitol y lactosa (Ryan y Ray,
2010).

1.2.2. Bacilos Gram negativos no fermentadores.

Estos microorganismos son similares morfolégicamente a las enterobacterias, pero su

diferencia radica en la incapacidad de fermentar glucosa y son aerobias. La mayoria de estos



agentes se comportan como oportunistas y causan infecciones graves, a nivel hospitalario se
ha presenciado la frecuencia de Pseudomona aeruginosa y Acinetobacter spp. con resistencia
ante la accion terapéutica de diferentes antibioticos especialmente en pacientes ingresados a
cuidados intensivos (Larrondo, 2010). Dentro de este grupo se encuentran las bacterias

Pseudomona y Acinetobacter.

1.2.2.1. Pseudomona.

Estas bacterias poseen flagelos polares que permiten su motilidad, son oxidasa y catalasa
positivas. Se encuentran distribuidas en agua, ambientes himedos; son causantes de
infecciones quirdrgicas, otitis, neumonias, bacteriemia, endocarditis y en pacientes
inmunodeprimidos provocan infecciones complicadas en el aparato urinario. Pseudomona
aeruginosa es el agente con mayor frecuencia en pacientes hospitalarios recluidos en
cuidados intensivos por lo cual se lo considera como un patégeno nosocomial y es comdn en

infecciones tanto respiratorias como en heridas de quemaduras (Larrondo, 2010).

1.2.2.2. Acinetobacter.

Son bacterias aerdbicas, no méviles y oxidasa negativas, se encuentran en superficies
animadas e inanimadas. Actian como patégenos oportunistas que se asocian a infecciones
nosocomiales causando neumonias, bacteriemias, meningitis, infecciones urinarias, heridas
y de caracter intravascular. Acinetobacter baumannii es muy comun a nivel clinico, es catalasa
positivo, se localiza en la piel de los seres humanos y pueden colonizar cavidad oral, faringe

e intestino provocando las infecciones nosocomiales. (Larrondo, 2010).

1.3. Mecanismo de ingreso de los microorganismos.

Los diferentes microorganismos patégenos poseen multiples formas de ingresar al organismo,
éstos patdgenos utilizan como puertas de entrada la mucosa y piel lesionada, colonizandolas
y causando dafio mediante toxinas que secretan. Algunos microorganismos aprovechan la
lesién causada para poder invadir tejidos adyacentes como por ejemplo: al causar dafio en la
epidermis estos agentes se extienden por consanguinidad a la dermis, luego a las fascias
hasta llegar al hueso; mientras que otros agentes patdgenos utilizan como vehiculo los vasos
sanguineos o linfaticos para poder diseminarse en érganos internos (Ingraham y Ingraham,
1998).
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Un ejemplo comun es la infeccion de vias urinarias (Figura 2), el cual inicia mediante la
contaminacion de la zona perineal y genital por microorganismos provenientes del tracto
gastrointestinal, luego estos agentes ingresan por la uretra y ascienden a la vejiga colonizando
su urotelio (epitelio transicional seudoestratificado) e incorporandose a las células huéspedes,
provocando el proceso infeccioso caracteristico de Escherichia coli (Rosen et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismo de infeccion de E. coli.
Fuente: Rosen et al. (2007)

1.4. Mecanismo de Resistencia.

La capacidad de resistencia que presentan las bacterias ante los efectos causados por los
antibiéticos en dosis terapéuticas, conservando su propiedad de replicacion y originando una
nueva poblacion con dicha capacidad, es lo que se denomina resistencia bacteriana (Fica,
2015). Sin embargo las bacterias gram negativas poseen mecanismos adversos que les
permite adquirir inmunidad ante la actividad bactericida de los antibiéticos, llevando asi a la
falla de la accién terapéutica (figura 3); de alli la importancia del reconocimiento de estos

mecanismos de resistencia, los cuales se pueden resumir en:

» Modificacidon enzimatica del antibiético: Este mecanismo es el mas utilizado por las
bacterias gram negativas, debido a que tienen la capacidad de secretar ciertas
enzimas denominadas betalactamasas que inactivan a los antibi6ticos betalactamicos.
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Estas enzimas son codificadas por genes alterados de cromosomas, plasmidos y
transposones que pueden ser transferidos a otras bacterias (Livermore, 1991). Las
enzimas codificadas por los plasmidos resistentes se encuentran a nivel periplasmico,
permitiendo que el antibiético betalactdmico se inactive antes de llegar a la membrana
citoplasmatica y a las proteinas blanco (lafiez, 1998).

Alteraciones del sitio de accion: Ciertas estructuras vitales de la bacteria son el blanco
de accion del antibidtico, como en el caso de los antibidticos betalactdmicos que
actian sobre las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP) provocando muerte de la
bacteria mediante lisis, debido a que éstas proteinas son encargadas de la
transpeptidacién necesaria para la estabilidad de la pared celular. Sin embargo si se
permite que la bacteria sobreviva con su pared celular parcialmente destruida, las
proteinas fijadoras de penicilinas pierden afinidad con los antibiéticos betalactamicos
causando resistencia en la bacteria (Livermore, 1991).

Alteraciones de la permeabilidad de la membrana externa: Los agentes bacterianos
provocan modificaciones en la bicapa lipidica y en las porinas, bloqueando el ingreso
del antibiético.

Bombas de salida: Las bacterias gram negativas usan dichos dispositivos, para alojar
las moléculas de antibiético llevandolas al espacio periplasmico para luego expulsarlo
fuera de la bacteria e impidiendo que éste llegue a su sitio de accién. Las bombas de
salida pueden ser especificas para un farmaco debido a que son codificadas por un
plasmido, mientras que las bombas que son expresadas cromosémicamente son

inespecificas (Vila et al., 2007).

Figura 3: Mecanismo de resistencia bacteriana
Fuente: Pinilla et al. (2012)
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1.4.1. Clasificacion de betalactamasas plasmidicas.

Las enzimas betalactamasas son proteinas capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico de
penicilinas, cefalosporinas, carbapenems y monobactames transformandolas en derivados sin
actividad bactericida. Las betalactamasas plasmidicas son extracromosémicas ya que son
codificadas por genes alterados que se encuentran en los plasmidos y transposones; cuya
capacidad de autotransferencia determina la distribucion de estas enzimas en la poblacion

patdgena y la consecuencia clinica de las mismas (Martinez, 1992).

En 1965 se detect6 bacterias gram negativas del grupo Enterobacteriaceae resistentes a la
terapia antibidtica a causa de la produccion de betalactamasas de tipo TEM-1, esto fomento
el desarrollo de nuevos antibidticos y con ello la evolucién enzimatica (Datta y Kontomichalon,
1965). A nivel clinico las betalactamasas codificadas por plasmidos se pueden clasificar en:
Betalactamasas de espectro extendido (BLEE), betalactamasas de amplio espectro (BLEA) y

otras betalactamasas como las de tipo AmpC.

1.4.1.1. Betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Su actividad hidrolitica inactiva a penicilinas, no hidrolizan cefalosporinas de tercera
generacion, cefamicinas, monobactames o carbapenems; son inhibidas por el &acido
clavulanico y en ocasiones también por la oxacilina. Las BLEE son codificadas por genes
alterados presentes en los transposones, sus mutaciones comprometen a ciertos pares de
bases dando lugar a nuevas variedades de betalactamasas con caracteristicas diferentes
(Jacoby y Munoz-Price 2005). Dentro de las BLEE se incluyen: TEM, OXA, SHV y CTX-M.

- BLEE tipo TEM: Dentro de este grupo se encuentra la variante TEM-1, la cual fue la
primera betalactamasa descrita en 1965 en cepas de E. coli que no respondian a los
antibidticos betalactdmicos. Su fenotipo de resistencia se presenta hacia las penicilinas y a
veces en las cefalosporinas de 1°7? y 29 generacion, pero se inhiben en presencia de &cido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. Se encuentran en los géneros: Enterobacteriaceae,
Salmonella, E. coli, P. aeruginosa, Acinetobacter, Haemophilus, Neisseria y Vibrio (Martinez,
1992). Otra variante de importancia clinica es TEM-2, su capacidad hidrolitica es similar a
TEM-1 diferencidndose entre si de manera estructural con el reemplazo de la lisina por la
glicina, confiriéndole mayor actividad ante ceftazidima y cefaloridina, excepto en meticilina y
cefazolina. Su prevalencia es menor queTEM-1 en bacterias patdgenas; el patron resistencial
es frecuente en TEM-3, TEM-7, TEM-8, TEM-11, TEM-13, TEM-14, TEM-16, TEM-18, TEM-

24, (Martinez, 1992).
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- BLEE tipo SHV : Su nombre se debe al grupo sulfhidrico contenido en su molécula,
reconocida en Klebsiella y en otras enterobacterias, la resistencia fenotipica se da por su alta
capacidad hidrolitica en ampicilinas que en cefalosporinas y carbenicilina, existen méas de 100
variantes de éste tipo las cuales derivan de SHV-1 mediante sustituciones de aminoacidos.
SHV-1: Esta enzima es frecuente en K. pneumoniae que le otorga una resistencia especifica
en ampicilinas y en menor grado a carbenicilina; también se encuentran en cepas de E. coli y
Proteus (Martinez, 1992).

SHV-2, se aisl6 en Alemania en el afio de 1983 en una cepa de Klebsiella, presenta resistencia
ante la actividad de cefalosporinas de amplio espectro (Knothe et al., 1983). SHV-12 y SHV-
11 fueron descritas en 1997 y manifiestan actividad hidrolitica ante penicilinas y ceftazidimas;
con frecuencia se los encuentra en K. pneumoniae, E. coli y en Enterobacter cloacae, su
prevalencia es muy extendida en Korea que en Estados Unidos y Europa. Asi mismo existen
otros tipos de betalactamasas SHV que con frecuencia se hallan en bacterias patdgenas
resistentes, entre ellas mencionamos: SHV-3, SHV-4, SHV-5, SHV-6, SHV-7, SHV-8, SHV-9,
SHV-10, SHV-16, SHV-49 y SHV-57 (Ling et al., 2005)

- BLEEtipo CTX-M o Cefotaximasas: En 1989 en Alemania, se describi6 la resistencia
a cefotaxima en cepas de E. coli no productoras de TEM y SHV denominandola CTX-M-1
mostrando gran inmunidad ante el antibiético ya mencionado. Estas variantes muestran un
alto grado de resistencia a cefepime, cefotaxima y ceftriaxona, sucediendo lo contrario ante
ceftazidima, mientras que el tazobactam presenta una elevada accion en comparacion con el
acido clavulanico. La variante CTX-M-15 se diferencian de las variantes CTX-M-3, CTX-M-9
y CTX-M-14 por la impunidad que le confiere a la bacteria ante la accion de la ceftazidima
(Paterson y Bonomo, 2005) (Livermore et al., 2007). Al igual que las variantes CTX-M-65,
CTX-M-55 y CTX-M-2 son muy frecuentes en Klebsiella y E. coli provocando resistencia a

cefotaxima o ceftriaxona (Yin et al., 2009).

Se identifican mas de 65 variantes de betalactamasas CTX-M las cuales se subdividen en

cinco subclases de acuerdo a la homologia de sus secuencias de aminoacidos, (tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacién de CTX-M segin su homologia

Variante CTX-M Subclase

CTX-M-1 CTX-M-1; CTX-M-3; CTX-M-10; CTX-M-12; CTX-M-15 y FEC-1
CTX-M-2; CTX-M-4; CTX-M-4L; CTX-M-5; CTX-M-6; CTX-M-7; CTX-M-

CTX-M-2
20 y Toho-1

CTX-M-8 Solo incluye este grupo.

CTXM-9 CTX-M-9; CTX-M-13; CTX-M-14; CTX-M-16; CTX-M-17; CTX-M-19;
CTX-M-21; CTX-M-27 y Toho-2

CTX-M-25 CTX-M-25 y CTX-M-26

Fuente: Jacoby y Mufioz-Price, (2005)

-  BLEEtipo OXA u Oxacilinasas: Este tipo de betalactamasa se descubri6 inicialmente
en Pseudomona aeruginosa, degradan antibioticos como: oxacilina, cloxacilina, meticilina y
cefalosporina de espectro reducido pero se inhiben débilmente en presencia de acido
clavulanico (Jacoby y Munoz-Price, 2005), estas enzimas son frecuentes en bacterias de tipo

Enterobacteriaceae y Pseudomona (Natthew, Hedges y Smith, 1979).

OXA-1: Esta betalactamasa es bastante comun en infecciones clinicas se presenta con
mucha frecuencia en bacterias de tipo Enterobacteriaceae como E. coli y P. aeruginosa. Su
capacidad hidrolitica es méas eficaz en meticilina, cefepime y cefotaxima que en oxacilina
(Yamannto et al.,1981).Otras variantes de frecuencia clinica son OXA-2 y OXA-3, OXA-4,
OXA-5, OXA-6, OXA-7, OXA-11, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-19, OXA-15, OXA-18, OXA-
28, OXA-31, OXA-32, OXA-35 y OXA-45 (Levesque y Jacoby, 1988) (Paterson y Bonomo,
2005).

1.4.1.2. Betalactamasas de tipo AmpC.

Estos tipos de enzimas presentan resistencia a cefalosporinas de primera y segunda
generacion y a combinaciones de antibidticos betalactamicos con inhibidores de
betalactamasas, sin embargo la hidrélisis de estas betalactamasas pueden ampliarse hasta
afectar a las cefalosporinas de cuarta generacién, ademas son inhibidas por la cloxacilina y
acido bdrico pero no en acido clavulanico, sulbactam y tazobactam. A menudo se encuentran
presentes en bacterias de E. coli, Proteus mirabilis, Enterobacter spp. y Klebsiella spp.
(Philippon, Arlet y Jacoby, 2002).

15



En el afio de 1989 en Corea se describe la variante blacuv-1 (CMY-1) presente en cepas de E.
coli y Klebsiella pneumoniae, los mismos que mostraron resistencia ante la actividad de
penicilinas, cefamicinas, oximinocefalosporinas y monobactams (Bauernfeins, Chong y
Schweighart, 1989). Debido a ciertas diferencias en las secuencias de aminoacidos en genes
AmpC, estos se clasifican en: CIT (incluyen CMY y LAT), DHA, ACC, FOX, MOX (incluye
CMY-1) y EBC dentro de esta se encuentra ACT y MIR. Los grupos génicos DHA y CIT

proporcionan resistencia a cefamicinas, mientras que MOX induce la hidrélisis a moxalactam.

1.5. Uso de antibioticos.

La OMS (2001), conceptualiza al uso adecuado de antibiéticos como la manipulacion correcta
de estos, obteniendo el efecto clinico-terapéutico esperado y a la vez minimizando la toxicidad
del medicamento y el desarrollo de la resistencia microbiana.

1.6. Antibi6ticos betalactamicos.

Son antibidticos que presentan en su estructura un anillo betalactamico obteniendo su
actividad antibacteriana. Su propiedad bactericida es conferida gracias a su capacidad de
inhibir la Ultima etapa de la sintesis de la pared celular de la bacteria provocando su deceso
(Mar y Francesc, 2003).

1.6.1. Mecanismo de accion.

Los antibidticos betalactdmicos tienen la propiedad de inhibir la sintesis de la pared celular
bacteriana provocando un efecto autolitico, consecuencia de la inhibicion de la Ultima etapa
de la sintesis del peptidoglucano o transpeptidacion (Jones, 1985). La transpeptidacion es
catalizada por las PBP o proteinas fijjadoras a penicilinas en donde se une el anillo
betalactdmico del antibiético interrumpiendo la funcion de formar los tetrapéptidos unidos para
alargar, dar forma y dividir la bacteria. Ademas estos antibiéticos son capaces de activar la
autolisina bacteriana enddgena que destruye al peptidoglicano, provocando la lisis de la
bacteria (Costa y Botta, 1984).

1.6.2. Clasificacion y estructura de los antibioticos betalactdmicos.

La clasificacion de los betalactamicos se da de acuerdo a la modificacion de las propiedades
del antibiético mediante la adicion de cadenas lineales en el anillo dando lugar a nuevos

grupos de antibidticos betalactdmicos (Garcia et al., 1999).
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Figura 4. Estructura del antibiético betalactamico
Fuente: Suarez y Francesc (2009)

En la tabla 2 se describe la clasificacién de los antibidticos betalactamicos con su espectro
antimicrobiano.

Tabla 2: Clasificacion y espectro antimicrobiano de antibiéticos betalactamicos.

Clase Tipo Antibiotico Espectro antimicrobiano

Bencilpenicilinas procaina

Bencilpenicilinas N ;
P Bencilpenicilinas benzatina

E. coli, Enterobacteriaceae, Pseudomona

: i Fenoximetilpenicilina Klebsiella s Enterobacter s|
icili Alquilpenicilinas : Spp., Kiebsielia Spp., Pp-,
Fabsliz benzatina Bacterias gram positivas, Neisseria spp.
Isoxazopenicilinas Cloxacilina Streptococcus spp., Staphylococcus spp.
Aminopenicilinas Ampicilina/amoxicilina
Ureidopenicilinas Piperacilina
Primera generacion Cefazolina, Cefalexina

Cefonicid, Cefuroxima,

Segunda generacion
9 g Cefaclor

Streptococcus spp., Staphylococcus spp, E.
Cefalosporinas coli, Proteus spp., Klebsiella spp.,

Cefota?(ima, Ceﬂrjaana, Haemophilus influenzae
Ceftazidima, Ceftizoxima

Cefixima, Cefpodoxima
Ceftibuteno

Tercera generacion

Cuarta generacion Cefepime, Cefpiroma

E. coli, Haemophilus infiuenzae, Morganella

i da
Cefamicinas e&iﬁéﬁmﬂ?:sm ezrales Cefoxitina morganii, Neisseria gonorrhoeae,
g P2 Streptococcus spp., Staphylococcus spp.
Monobactamicos Aztreonam E. coli, Proteus spp, H. influenzae

Carbapenemas Imipenem g ?
Enterobacteriaceae P. aeruginosa

Carbapenémicos 4-beta-metilcarbapenema Meropenem Acinetobater spp. , Brucella spp
S. pyogenes, S. pneumoneae, E. faecalis

1-beta-metilcarbapenema Ertapenem
S“';‘:r‘:g“gre“g;ido Sulbactam, Tazobactam  E. 00, Neisseria gonorrhoeae, Proteus spp.
Inhibidores de betalactamasas Hac';’t';‘;f;:’a”,;’; gﬁgeg::éct’g’:"e”a
Oxapenamas o clavamas Acido clavulanico i pt;yl 5 co‘z:cus o PP

Fuente Garcia et al. (1999); Moellering (1999); Solérzano (2004); Suarez y Francesc (2009).
Elaboracion: La autora
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1.7. Epidemiologia en Ecuador.

La Red Nacional de Resistencia Bacteriana de Ecuador (REDNARBEC), creada en 1999,
emitié un informe en el afio 2008, en la que informd que en nuestro pais a nivel comunitario
se presentaron agentes patégenos resistentes a antibidticos, entre ellos: Salmonella spp. y
Shigella spp. con resistencia a tetraciclinas en un 30% y 96% respectivamente, Shigella spp.
y Escherichia coli se mostraron inmunes para ampicilinas con el 93% y 71% cada uno,
mientras que Staphylococcus aureus era invulnerable a eritromicina en un 30% y a oxacilina
con el 25%. A nivel hospitalario también se presentaron resistencias en Escherichia coli en un
77% a ampicilina, Klebsiella pneumoniae con el 65% a cefotaxima, Staphylococcus aureus el
41% a oxacilina, Enterobacter al 67% ante ampicilina + sulbactam, Acinetobacter baumannii
con 68% a trimetropina + sulfametoxazol y a ciprofloxacina en un 64%; finalmente en
Pseudomona aeruginosa se mostro resistente a gentamicina en un 55% y a ciprofloxacina al
54% (Red Nacional de Vigilancia de Resistencia Bacteriana Ecuador, 2008).

Otro estudio realizado en hospitales de Quito, Cuenca y Guayaquil en el afio 2004, revelaron
la presencia de Klebsiella spp. productora de CTX-M en 281 hospitales, mientras que en 162
hospitales se encontraron cepas productoras de TEM y en 125 hospitales con cepas
generadoras de SHV. Un estudio realizado por Alcocer et al. (2012) indicé la presencia de un
Klebsiella pneumoniae productoras de TEM en un 65.2% a nivel hospitalario en las ciudades
Quito, Azogues, Guayaquil y Cuenca. Una investigacion realizada posteriormente por Cadena
(2014) en centros hospitalarios de la ciudad de Quito, mostré un aumento de prevalencia
enzimatica de tipo CTX-M en bacterias entéricas a nivel hospitalario y comunitario, en donde
se encontr6 que de 110 aislados clinicos se encontraron variantes como: CTX-M28 en un
66.4%, CTXM-2 con el 13.6 %, CTX-M12 en un 8% y de menor prevalencia el CTX-M14 con
el 6.4%, en los cuales Escherichia coli fue la cepa bacteriana mas representativa de estas

resistencias.
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2.1. Objetivo General.

Estudiar e identificar mediante técnicas moleculares los diferentes genes que codifican las
enzimas BLEEs y p-lactamasas AmpC, implicadas en los mecanismos de resistencia a los [3-
lactdmicos en patégenos aislados de pacientes de los hospitales Manuel Ignacio Monteros y
Hospital del Dia del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social IESS de Loja.

2.3. Objetivos especificos.

» Determinar mediante PCR los genes responsables de la resistencia antibiética de las
cepas bacterianas productoras de betalactamasas BLEE y AmpC, obtenidas de los
hospitales Manuel Ygnacio Monteros y Hospital del Dia del Instituto Ecuatoriano de
Seguridad Social IESS de la ciudad de Loja.

» ldentificar por secuenciacion del producto de PCR, las variantes de los diferentes tipos
de genes BLEE y AmpC.

» Determinar la frecuencia de grupos y variantes existentes.

» Determinar la frecuencia alélicas de los genes anteriormente identificados.
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3.1. Tipo de Estudio.

Este proyecto fue de tipo observacional con enfoque cuali y cuantitativo, basado en la
identificacion de variantes responsables de resistencia antibiotica bacteriana mediante la
aplicacion de técnicas moleculares en muestras de bacterias provenientes de los hospitales:
Manuel Ygnacio Monteros y Hospital del Dia del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social

IESS de la ciudad de Loja, identificadas previamente como productoras de BLEE y AmpC.

3.2. Muestra.

En el presente proyecto se utilizaron 80 de 114 stocks de cepas bacterianas (tabla 3),
provenientes de pacientes ambulatorios y hospitalizados en los hospitales antes
mencionados; previamente clasificadas fenotipicamente por estudios realizados de la
Universidad Técnica Particular de Loja desde el afio 2010 hasta la fecha como productoras
de betalactamasas BLEE y AmpC.

Tabla 3: Cepas bacterianas identificadas

Especie Positivo BLEE Positivo AmpC HOSTINGISL oS Total Positivos
[AmpC
Citrobacter freundii 2 1 3
Enterobacter aerogenes 10 10
Enterobacter cloacae 4 1 5
Enterobacter koseti 1 1
Escherichia coli 44 5 49
Klebsiella oxytoca 8 8
Klebsiella pneumoniae 12 12
Proteus mirabilis 4 4
Proteus vulgaris
Pseudomona aeruginosa 2 4 1 7
Total 88 14 2 114

Fuente: Estudios de la Universidad Técnica Particular de Loja
Elaboracion: La autora

34 stocks fueron descartados del estudio, debido a que algunas cepas bacterianas no fueron

viables.

3.3. Materiales y métodos del trabajo experimental.
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3.3.1. Preparacién de stocks de bacterias.

Con la finalidad de disponer bacterias durante todo el proceso del trabajo experimental se

lleg6 a preparar stock de bacterias criopreservadas:

- Se coloc6 en un tubo eppendorf 800ul de medio LB o Luria-Bertani (medio
nutricional) con un indculo de las bacterias en estudio, esto se agité durante
3-4 horas a una temperatura de 37°C para promover el crecimiento
bacteriano. A continuacién, se afiadié 200ul de glicerol (crioprotector para
bacterias) y se almacend a una temperatura de 4°C.

3.3.2. Siembrade stock de bacterias.

Las bacterias que se criopreservaron se sembraron en agar MacConkey, el cual es un medio

selectivo para aislar bacilos gram negativos fermentadores y no fermentadores de lactosa.

- El cultivo se sometié a una temperatura de 37°C por 24 horas en una
incubadora. Algunas cepas bacterianas como las Proteus spp, necesitan
12 horas mas debido a que su periodo de incubacién es mucho mas
prolongado. Luego se observo el crecimiento bacteriano por la presencia

de colonias.

Figura 5: Crecimiento de cuatro cepas distintas
de bacterias en agar MacConkey.
Elaboracion: La autora

3.3.3. Extraccién de DNA.

Para la extraccion del DNA bacteriano se utilizé la técnica de shock térmico:
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- Se recolect6 una colonia de bacterias y se diluy6 en un tubo eppendorf con
100ul de H.O MiliQ; luego se someti6é a ebullicion durante 10 min. con la
intencion de lisar la pared bacteriana y liberar el DNA.

- Continuamente se centrifugd a 4000 rpm durante 50 segundos, esto ayudo
a separar el DNA de los restos celulares; luego se saco el sobrenadante
que contiene el DNA liberado con ayuda de una micropipeta y se lo
almaceno en otro tubo eppendorf. Las muestras de DNA que no se usaban

se conservaban a una temperatura de 4°C.

3.3.4. Preparacion de primers.

El disefio de primers se realizé de acuerdo con el método descrito por Dallenne et al. (2010)
para la realizacion del PCR multiplex, en donde cada primer cumplieron con los parametros

descritos en la tabla 4.

Los primers utilizados fueron de la marca comercial INVITROGEN, estos fueron hidratados

de la siguiente forma:

- Los primers deshidratados o liofilizados fueron centrifugados a 4000 rpm
durante 30-60 segundos, con la finalidad de bajar el producto que se
encuentra al fondo del tubo y se dejo reposar durante 20 minutos a 4°C. A
continuacién se adicioné tapén TE logrando una concentracion de 100 uM
(los volumenes se expresan en la tabla 4). Esta disolucién se centrifugo
durante 13-30 segundos y se separdé 100ul en diferentes tubos para

almacenarlos a 4°C.
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Tabla 4: Concentraciones y parametros de primes

- Tamaiio
. Concentracion i ..
Primers Nmoles ul de TE (uM) Secuencia del Amplicon
(pb)
TEM for 48,0 480 800
TEM rev 45,9 459
SHV for 40,2 402
SHV rev 411 a1 s
OXA for 435 435
OXA rev 40,1 401 264
CTXM-1 for 381 381
CTXM-1-2rev 339 339 [GAAICGTTGRTGATRCCAT | b
CTXM-2 for 51,1 472 [ COTTAACGGLACGATGAC |
CTXM-1-2 rev 39:5 305 404
CTXM-9 for 472 472
CTXM-9 rev 447 447 261
CTXM-825 for 451 451 100 326
CTXM-825 rev 457 457 TCGAGCCGGAASGTGTYAT®
ACC for 442 442 CACCTCCAGCGACTTGTTAC
ACC rev M7 417 GITAGCCAGCATCACGATCL B
FOX for 518 518 162
FOX rev 447 447
MOX for 33,9 339 805
MOX rev 34,7 347
DHA for 39,8 398 007
DHA rev 48,7 487
CIT for 40,0 400 c38
CITrev 42,0 420
ACT for 44,7 447 CGGTAMGCCGATGTTGCG 653
ACT rev 40,7 407

Elaboracion: La autora
Fuente: Dallenne et. al. (2010).

3.3.4.1. Preparacién de multimix de primers.

Esta preparacion consistiéo en mezclar grupos de primers segun lo especificado por Dallenne
et al. (2010) y descrito en la figura 6, en donde se colocé en un tubo eppendorf 10 ul de cada
primers y se iguald a 500ul con tampén TE (Tris-EDTA), obteniendo una concentracion de 2
uM. Cada grupo de primers se los denominé como: mPCR1, mPCR2 y mPCR3. Aquellos

fueron almacenados 4°C

mPCR1 (genes BLEEs) mPCR2 (genes BLEEs) mPCR3 ( B-lactamasas de tipoAmpC)

blargy blagyy y blagya blacryw blacnem 1 blacrowms blayoy, bla s, blacyy blapy,, blayce,

y blacp g blaser y blago

Figura 6: Esquema de agrupaciones de primers por tubo eppendorfs
Elaboracion: La autora
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3.3.5. Preparacion del DNA para PCR multiplex.

El DNA bacteriano se lo preparé con los reactivos del kit Platinum Multiplex PCR Master Mix

de Applied Biosystem de la siguiente manera:

- En un tubo eppendorf para PCR se mezcl6: 12,5 ul de Platinum multiplex
(enzima polimerasa); 2,5ul de primers ( ya sea mPCR1, mPCR2 y mPCR3);
9 ul de H.O MiliQ y 1ul de DNA. Se realiz6 controles para descartar
contaminaciones, en el cual en lugar de DNA se colocé 1ul de H.O MiliQ,

- El volumen total de preparado fue 25 ul.

3.3.5.1. Condiciones de PCR.

Los preparados de PCR multiplex se sometieron a condiciones propuestos segun Dallenne et

al. (2010), utilizando un termaciclador:

- Se aplicé a una desnaturalizacion Inicial: 5 a 95°C con 35 ciclos de 40" a
95°C; 90"a 60 °Cy60'a72°C

- La elongacion que se ejecut6 fue de 10" a 72°C y el paso final en que se
expusieron las muestras fue de «» a 4°C.

- Los productos de PCR se almacenaron a 4°C.

3.3.6. Electroforesis y visualizacion.

Antes de realizar la electroforesis se mezcl6 5ul de productos de PCR + 1,25 ul de tapdn carga
o Loading Buffer, esto se colocé en los pocillos del gel agarosa al 2% previamente ubicada en

la cubeta del equipo de electroforesis con tapon TAE.

Posteriormente se hizo correr el DNA de polo negativo a positivo a 100 voltios durante 1.15
horas y se observo los fragmentos de DNA separados en la camara UV. La identificacion de
grupos génico se realiz6 mediante la comparacion de patron de bandas de tamafio conocido

gue nos proporciono el marcador (Figura 7).
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Figura 7: Comparacién de bandas de los geles: mPCR1, mPCR2 y mPCR3.
Elaboracion: La autora.

3.3.7. Secuenciacion.

Los productos de PCR se a secuenciar a MACROGEN - Korea, una empresa que ofrece
servicios de secuenciacion de alta calidad (Figura 8).

27



E pLAOLTEM?Dr: Bloc de notas
Archivo Edicién  Formato  Ver Ayuda

>150728-23_A02_pl_AB1_TEMfor.abl 806
CCTAGCCATTGCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAGTA
AAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGA
TCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTC
CAATGATGAGCACTTTTAMGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGT
GTTGACGCCGEECAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAA
TGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCA
TGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACT
GCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGC TAACCGT
TITTTTGCACAACATGEGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAAC
CGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCT
GCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTAC
TCTAGCTTCCCGGCAACAAT TAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTG
CAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCOGCTGGCTGGTTTATTGCTGAT
AAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGETATCATTGCAGCACTGGE|
GCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGAAATTC
AGCATTTTTTTATAAAAAAAAAAAAGGGGGARAGAGAGGTAMATGATTAA
AAGAGG

Figura 8: Secuencia resultante de TEM.
Fuente: La autora

La identificacion de variantes se realizé por medio del programa en linea BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), mediante el siguiente protocolo:

- Se ingreso a http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi y se puls6 en la opcién

nucleotide blast.

- Se copio la secuencia problemay se peg6 en el cuadro de Enter accession
number(s), gi(s), or FASTA sequence(s).

- Enla opcion Database se eligié la opcion Nucleotide collection (nr/nt).

- La opcién Organism, de manera opcional se colocé en nombre de la cepa
bacteriana a la que pertenecia la secuencia problema.

- En optimize for se pulsé en Highly similar sequences (megablast).

- A continuacion se pulsé el boton BLAST para la comparacion.
Seguidamente apareci6 una lista se opciones el cual se debe escoger la de
mayor porcentaje de similitud, (Figura 9).
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

1354 1354 9% 00 9% CPuodgit

U Escherichia ool sirain ST54). complele oenome 139 1354 $1% 00 99% CPoTid
Ul Escherichia ool plasmid pEC385IL genomic sequesce 1354 1354 0% 00 90% kREnead
Ul Eschenchia coi plzsmid piDAL 1 Dokl DA compiedz sequence. siran KW 1 Dokl 1354 1354 1% 00 99% APO1230Rd

Escherichia ool plasmid pE3SC-R1, complele sequence 1354 1354 M% 00 99% HO014161
Escherichia col plasmid R frane Tnd. parfal ssquence: and fransposon Tad e Sequence 134 1354 1% 00 99% MG 041150
Cloning veddor pria 1356 1354 W% 00 9% Paossed

13 1354 W% 00 99% Ar2i4643
134 135 W% 00 9% A
ichia ool srain 5C beta-laciamase TEM 1 (HGTEM- 1) gene. o 1394 1354 1% 00 % 1Al

134 134 W% 00 99% AReTiesd
1354 1354 0% 00 99%

1361334 W% 00 99% Jedssad

Trangeoejagation vecin pROKE] 13594 1354 W% 00 99% AMMBIMIY
Trangconjoqation vecior pROCKED 135 1354 0% 00 99% AMIBIME1
(Conimng wector RSV Slopl 135 1359 0% 00 99% MEINed

Figura 9: Similitud porcentual de secuencias en BLAST
Fuente: (BLAST, s.f.)

3.3.8. Estudio estadistico.

Una vez obtenido los datos de grupos de genes y sus variantes, se realizd calculos
estadisticos simples para determinar las frecuencias alélicas de cada uno de los genes de

resistencia encontrados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Determinacién de la presencia de genes BLEE y AmpC.

Después de la identificacion de genes BLEE y AmpC en diferentes cepas bacterianas se
obtuvo lo siguiente: el 91.25% de las cepas presentaron genes tipo BLEE y el 8.75% poseian
genes de tipo AmpC (Grafico 1). Dentro de las cepas bacterianas que presentaron genes
BLEE se encontr6é que el 52.05% corresponden a cepas de E. coli, el 21.92% a Klebsiella
spp., el 16.44% a Enterobacter spp. y por ultimo el 9.59% corresponden al grupo “otras
bacterias”. Para las cepas con genes AmpC se obtuvo: el 14.29% en cepas de Enterobacter
spp. y E. coli respectivamente, y con el 71.43% en otras bacterias (Tabla 5). Cabe mencionar
que en el presente estudio el grupo “otras bacterias” corresponden a cepas de Citrobacter
freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Pseudomona aeruginosa, agrupadas bajo este
término debido a que corresponden a diferentes familias y géneros, ademas de que son
agentes patdgenos cuya presencia en este estudio se obtuvieron en un minimo valor

porcentual.

FRECUENCIA DE GENES BLEE y AmpC
91,25% m BLEE [l AmpC
g
0
1]
.E.
c
7}
e
g
8,75%
73 7
Namero de muestras
Total: 80

Grafico 1: Frecuencias de genes tipo BLEE y AmpC.
Fuente: La autora
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Tabla 5: Frecuencia de genes BLEE y AmpC por cepa bacteriana

Frecuencia de genes BLEE y AmpC por cepa bacteriana
Tipo de gen
Nuglero e Cepa bacteriana BLEE AmpC
acteriana (73 cepas) (7 cepas)

N° % N° %
39 Escherichia coli 38 52.05 1 14.29
16 Klebsiella spp. 16 21.92 0 0
13 Enterobacter spp. 12 16.44 1 14.29
12 Otras bacterias 7 9.59 5 71.43

Elaboracién: La autora

De acuerdo al estudio realizado en Argentina por Nastro et al. (2004) se encontr6 que el 90%
de cepas bacterianas poseen genes BLEE y el 7% presentan genes AmpC. Un estudio
realizado por Malla (2014) en la ciudad de Loja, se identifico un 64.51% de cepas de E. coli
productoras de BLEE y una frecuencia del 15.78% entre Proteus, Citrobacter y Pseudomonas
productoras de AmpC; demostrando de esta forma la predominancia de factores génicos tipo
BLEE en ciertas cepas bacterianas en nuestro medio y concordando de esta forma con el
presente estudio sobre la alta prevalencia de genes tipo BLEE en cepas bacterianas
patégenas especialmente en E. coli, la cual se encuentra frecuentemente en infecciones

comunes de tipo intra y extraintestinales tanto a nivel hospitalario como en comunitario.

4.2. Determinacién de los grupos de génicos BLEE y AmpC independientemente a la

cepa bacteriana.

En el presente estudio se detectdé mediante PCR, 6 grupos diferentes de genes tipo BLEE y 3

de AmpC, cuyas proporciones se describen a continuacion:

Dentro del total de cepas bacterianas que presentaron genes tipo BLEE, el grupo génico mas
frecuente fue TEM con el 71%, seguido de CTX-M1 con el 66%, continuando con 47% de
OXA, el 29% de SHV, el 27% de CTX-M9 y 4% de CTX-M2 (Grafico 2), dichos porcentajes se
debieron a que algunas bacterias se manifestaron como portadoras de mas de un grupo

diferente de genes tipo BLEE.
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FRECUENCIA DE GRUPOS GENICOS BLEE
BTEM mCTX-M1 HOXA A SHY  mCTX-M9 [ACTX-M2
En algunas muestras se presentaron con mas de un gen.

71%

47%

—

Porcentajes

29%

27%

52 48 34 21 20 4
Numero de muestras

Gréfico 2: Frecuencias de tipos de genes BLEE por muestra.
Fuente: La autora

La prevalencia de los distintos tipos de genes BLEE es variable en diferentes paises, ciudades
u hospitales de la misma ciudad debido a su ubicacién en los plasmidos, los cuales pueden
transferirse a una misma o diferente cepa bacteriana y por ende llegan a diseminarse
peligrosamente en diferente regiones del mundo (Guzman et al., 2013). Una investigacion
realizada por Sandra, et al. (2009) en Colombia, afirm6 que el grupo génico BLEE mas
prevalente fue TEM con el 89.3%, continuando con 85.7% de SHV y el 53.6% para los de
grupo CTX-M1 (hubieron casos de bacterias que amplificaron mas de un gen). Jones et al.
(2009) obtuvo un valor superior del 40% de OXA en varios paises de América Latinay Europa;

datos que concuerdan con los hallazgos del presente estudio.

En cuanto a las 7 cepas con genes AmpC, en el presente trabajo se observo un 57% del grupo
génico DHA, 29% de CIT y por dltimo un 14% de MOX (Graéfico 3).
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FRECUENCIA DE GRUPOS GENICOS AmpC
ODHA B T B MOX
57%
—

] 29%

S,

©

€

S

8 14%

A\
g 2 1
Numero de muestras Total: 7

Grafico 3: Frecuencias de genes tipo AmpC por muestra
Fuente: La autora

En Logrofio-Espafia, un estudio realizado por Porres (2015) se determiné que el 57% de sus
cepas bacterianas presentaron genes de tipo DHA (variante 1), siendo este el gen mas comun
entre los diferentes tipos de genes AmpC estudiados, los mismos que conllevan al fracaso
terapéutico ante los tratamientos por combinaciones de antibiéticos betalactamicos con

inhibidores de betalactamasas; coincidiendo con este trabajo de investigacion.

4.3. Determinacién del namero de genes diferentes por muestra.

Las cepas estudiadas presentaron uno o varios genes diferentes presentando una frecuencia
del: 30% como portadoras de un solo gen, 28.75% presentaron dos tipos de genes, un 20%
con tres genes, el 18.75% con cuatro genes y 2.5% portaron cinco genes (Grafico 4). Ademas
se encontrd que en cepas de E. coli predomina la presencia de un gen con el 25.64%, en
Klebsiella spp. se encontré tres y cuatro genes con una frecuencia del 25.33%, mientras que
en Enterobacter spp. prevalece la presencia de uno y dos genes con 30.77%, y en “otras
bacterias” domind la presencia de un gen con el 41.67%; estos nuevos datos reflejan el
surgimiento de diferentes tipos de cepas bacterianas inmunes a distintos tipos de antibioticos,
a causa de la adquisicion de varios genes distintos de resistencia en su estructura génica
(Tabla 6).
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Porcentajes

NUMERO DE GENES ENCONTRADOS POR MUESTRA

HUN GEN HEDOS GENES

30%

28,75%

B TRES GENES

EH CUATRO GENES

I CINCO GENES

24

23

16

15

Numero de muestras

Total: 80

Gréfico 4: Frecuencia de nimero de genes diferentes por muestra.
Fuente: La autora

Tabla 6: Frecuencia de nimero de genes diferentes por cepa bacteriana.

Frecuencia de numero de genes diferentes por cepa bacteriana
Cepa bacteriana
Numero de genes por Escherichia coli Klebsiella spp. Enterobacter spp. Otras bacterias
bacteria (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
1 Gen 10 25.64 4 25 4 30.77 5 41.67
2 Genes 15 38.46 2 12.50 4 30.77 3 25
3 Genes 8 20.51 5 31.25 2 15.39 0 0
4 Genes 5 12.82 5 31.25 2 15.39 4 3333
5 Genes 1 2.56 0 0 1 7.69 0 0

Elaboracién: La autora

En Colombia, Sandra et al. (2009) identifico un 64.4% de bacterias productoras de un tipo de
betalactamasa, un 37.1% con dos clases de estas enzimas y el 1.4% de cepas productoras
de tres tipos de betalactamasas, frecuencias que junto a lo encontrado en el presente estudio
demuestra la usual presencia de cepas bacterianas multirresistentes gracias a su portacion
de varios tipos de genes resistenciales, lo que implica mayor dificultad terapéutica en los
tratamientos de infecciones.
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4.3.1. Identificacion de un solo grupo génico por cepa bacteriana.

Dentro de las bacterias portadoras de una sola clase de gen, se identificé la predominancia
del grupo génico CTX-M1 con el 24.35%, continuando con DHA con 13.91%, seguido por SHV
y TEM con un valor del 10.43% cada uno, los grupos CTX-M2 y CTX-M9 se presentaron con
el 6.96% respectivamente, y MOX y CIT cada uno con un 3.48% (Gréfico 5).

También se ha observado que el grupo génico CTX-M1 predomina en Enterobacter con el
15.39% y en E. coli con un 10.26% respectivamente, tanto SHV y CTX-M9 prevalecen en
Klebsiella spp. con unaincidencia del 12.50% cada uno y DHA se present6 en “otras bacterias”

con el 25% (Tabla 7).

PRESENCIA DE UN GEN

HCTX-M1 [EDHA HESHY HEATEM HCX-M2 BECX-M9 BEMOX @[CT

24,35 %

)

13,91%

1043 % 10,43%

Porcentajes

3,48%  3,48%

7 4 3 3 1 2 2 1 1
Numero de muestras Total: 23

Grafico 5: Frecuencia de un solo tipo de gen por muestra.
Fuente: La autora
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Tabla 7: Frecuencia un solo tipo de gen por cepa bacteriana

Frecuencia de un solo tipo de gen por cepa bacteriana
Cepa bacteriana.
Escherichia coli  Klebsiella spp. Enterobacter spp. Otras bacterias
Tipo de gen (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N°® % N° % N°® %
CTX-M1 4 10.26 0 0 2 15.39 1 8.33
DHA 1 2.56 0 0 0 0 S 25
TEM S 7.69 0 0 0 0 0 0
SHV 0 0 2 12.50 1 7.69 0 0
CTX-M2 2 513 0 0 0 0 0 0
CTX-M9 0 0 2 12.50 0 0 0 0
CIT 0 0 0 0 0 0 1 8.33
MOX 0 0 0 0 1 7.69 0 0

Fuente: La autora

En Caracas — Venezuela, Torres et al. (2006) encontr6 una prevalencia del 13.3% de SHV,
mientras que Arce et al. (2014) determiné una frecuencia del 13% de genes TEM en Per; sin
embargo en Venezuela se identificé un valor del 4.3% para CTX-M2 de acuerdo al andlisis de
Marcano (2011) y en Espafia Gude, (2010) asegura la existencia del 25.6% de genes DHA
(tipo 1).

De acuerdo al estudio realizado en la ciudad de Quito por Ledn (2014), se identific6 una
frecuencia del 10.9% de CTX-M1 en cepas de E. coli y Klebsiella resistentes a cefotaxima. En
Alemania, Garcia (2015) identifico cepas de E. coli con el 14.2% de CTX-M9, Casabonne,
(2012) encontr6 en Argentina cepas de Klebsiella pneumoniae con un 12% de SHV.

Concordando de esta forma con los datos obtenidos en este trabajo de investigacion.

4.3.2. Determinacién de frecuencias de mas de dos grupos génicos diferentes por cepa

bacteriana.

Dentro de las 24 cepas bacterianas con dos grupos de genes diferentes se reconocio
combinaciones distintas, en donde la conjuncién de genes TEM, CTX-M1 se presento con el
50%, seguida por la agrupacion OXA, CTX-M1 con 25%; continuando con el conjunto TEM,
CTX-M9 con un 12.50%; el grupo de genes tipo TEM, SHV con 8.33% y la conjuncion TEM,
CTX-M2 con un 4.17% (Gréfico 6).

Tomando en cuenta el tipo de bacteria, la presencia del par génico OXA, CTX-M1 se encontro

prevalente en cepas de E. coli en un 15.39%; mientras que el conjunto de genes TEM, CTX-
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M1 se identifico en Klebsiella spp. con un 12.50% y en Enterobacter spp. con el 30.77%, y la
agrupacion TEM, SHV se encontré en “otras bacterias” en un 16.67% (Tabla 8).

PRESENCIA DE DOS GENES DIFERENTES

BETEM,CTX-M1 [HOXA, CTX-M1 FTEM, CTX-M9 [ATEM, SHV mTEM, CTX-M2

~50%

Porcentajes

12 6 3 2 1

Numero de muestras

Total: 24

Gréfico 6: Frecuencia de dos tipos de genes por muestra.
Fuente: La autora

Tabla 8: Frecuencia dos tipos de genes por cepa bacteriana

Frecuencia de dos tipos de genes por cepa bacteriana
Cepa bacteriana
Escherichia coli  Klebsiella spp. Ente;:l;acter Otros
Genes diferentes (39 cepas) (16 cepas) (13 ce|;as) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
TEM, CTX-M1 5 12.82 2 12.50 4 30.77 1 8.33
OXA, CTX-M1 6 15.39 0 0 0 0 0 0
TEM, CTX-M9 3 7.69 0 0 0 0 0 0
TEM, SHV 0 0 0 0 0 0 2 16.67
TEM, CTX-M2 1 2.56 0 0 0 0 0 0

Fuente: La autora
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Acorde al estudio realizado por Torres et al. (2005) en Venezuela se encontré la asociacion
de TEM, SHV con el 1.96% en Citrobacter freundii; SHV, CTX-M con el 5.9% en Klebsiella
pneumoniae y el 3.9% en E. coli. Hijaz et al. (2016) obtuvo en Libano combinaciones de TEM,
CTX-M en un 48.4%; pero Marcano et al. (2011) en Venezuela encontré la agrupacion TEM,
CTX-M2 con el 0.6%.

El presente trabajo concuerda con los datos de referencia sobre la reincidencia de los genes
de tipo TEM y CTX-M; pero cabe mencionar que la informacion de ciertas combinaciones
descritas en la tabla 8 y grafico 6 no se encuentra disponible en bibliografia por falta de

estudios multicéntricos que proporcionen datos al respecto.

De las 15 cepas bacterianas con combinaciones de tres tipos diferentes de genes codificantes
a betalactamasas encontradas en el presente estudio, se identific6 una mayor frecuencia del
26.67% del conjunto génico TEM, OXA, CTX-M9; continuando con el 20% de la agrupacion
de genes tipo TEM, OXA, CTX-ML1; luego con el 13.33% de los conjuntos de genes TEM,
OXA, SHV y de TEM, SHV, CTX-M9 respectivamente, y en un 6.67% de las siguientes
combinaciones de genes: TEM, OXA, CTX-M2; la agrupacién TEM, SHV, CTX-M1; el grupo
de genes tipo TEM, CTX-M1, CTX-M9 y el conjunto OXA, CTX-M1, CTX-M9 (Gréfico 7).

Igualmente se ha identificado frecuencias de las diferentes combinaciones génicas por tipo de
cepa bacteriana, en el cual en cepas de E. coli las combinaciones de genes mas prevalentes
son el conjunto génico TEM, OXA, CTX-M9 y el conjunto TEM, OXA, CTX-M1 con el 7.69%
respectivamente, mientras que en Klebsiella spp. prevalece la agrupacion de genes tipo TEM,
OXA, SHV con el 12.50%; en Enterobacter spp. se encontraron los grupos de genes tipo TEM,
OXA, CTX-M9 y el grupo TEM, OXA, CTX-M2 con el 7.69%, y en “otras bacterias” no se

hallaron la presencia de tres tipo genes diferentes (Tabla 9).
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PRESENCIA DE TRES GENES DIFERENTES

M TEM, OXA, CTX-M9 ETEM, OXA, CTX-M1 HTEM, OXA, SHV [ TEM, SHV, CTX-M9

CITEM, OXA, CTX-M2 MATEM, SHY, CTX-M1 ETEM, CTX-M1, CTX-M9 OXA, CTX-M1, CTX-M9

26,67%

13,33%  13,33%

Porcentajes

4 3 2 2 1 1 1 1

Nimero de muestras Total: 15

Grafico 7: Frecuencia de tres tipos de genes por muestra
Fuente: La autora.

Tabla 9: Frecuencia de tres tipos de genes por cepa bacteriana

Frecuencia de tres tipos de genes por cepa bacteriana
Cepa bacteriana

Tipos de genes Escl;z;::chia Klebsiella spp. Enterobacter spp.  Otras bacterias
(30 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
TEM, OXA, CTX-M9 3 7.69 0 0 1 7.69 0 0
TEM, OXA, CTX-M1 3 7.69 0 0 0 0 0 0
TEM, SHV, CTX-M9 1 2.56 1 6.25 0 0 0 0
TEM, OXA, SHV 0 0 2 12.50 0 0 0 0
TEM, OXA, CTX-M2 0 0 0 0 1 7.69 0 0
TEM, SHV, CTX-M1 0 0 1 6.25 0 0 0 0
TEM, CTX-M1, CTX-M9 0 0 1 6.25 0 0 0 0

éOXA’ CTX-M1, CTX-M9 1 2.56 0 0 0 0 0 0 |

Fuente: La autora.

Un estudio realizado en Peru por Arce (2014) se identificé la presencia de la combinacién de
genes: TEM, SHV, CTX-M con una frecuencia del 14.3% en pacientes de cuidados intensivos
y con el 3.7% en el area de urologia, enfatizando de esta forma la resistencia ante penicilinas,
cefalosporinas y cefotaximas gracias a la resistencia otorgada por los genes anteriormente
mencionados.

En el presente estudio ciertas combinaciones de tres diferentes genes codificantes a

betalactamasas resultan ser datos nuevos, en donde se destaca la mayor incidencia de
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resistencias ante: penicilinas (TEM) + oxacilinas (OXA) + cefotaximas (CTX-M) en cepas de
E. coli y Enterobacter spp, ademas de penicilinas (TEM) + oxacilinas (OXA) + ampicilinas o
cefosporinas (SHV) en cepas de Klebsiella spp.; dichos antibiéticos son comunmente

utilizados para la mayoria de infecciones comunitarios y nosocomiales.

Asimismo se determiné cepas con combinaciones de cuatro y cinco genes diferentes
constituyendo un total de 18 cepas bacterianas con esta caracteristica, siendo la més habitual
la combinacion de genes tipo TEM, OXA, SHV, CTX-M1 con el 50%; seguido por el grupo
génico TEM, OXA, CTX-M1, CTX-M9 con el 27.78%, mientras que para la agrupacion TEM,
OXA, CTX-M1, CIT y la combinacién cinco genes TEM, OXA, SHV, CTX-M1, CTX-M9

corresponden al 11.11% respectivamente (Gréfico 8).

Ademas se logro identificar que en cepas de E. coli existe una frecuencia del 12.82% de la
combinacion génica TEM, OXA, CTX-M1, CTX-M9; mientras que en Klebsiella spp. se
presentd una frecuencia del 13.25% del grupo génico TEM, OXA, SHV, CTX-M1; en
Enterobacter spp. se identificé una proporcién del 16.67% tanto de la agrupacion TEM, OXA,
SHV, CTX-M1 como TEM, OXA, CTX-M1, CIT. De la misma forma se presentd la combinacion
de cinco tipos de genes: TEM, OXA, SHV, CTX-M1, CTX-M9 en cepas de E. coli con el 2.56%
y en Enterobacter spp. con 7.69% (Tabla 10).

PRESENCIA DE CUATRO Y CINCO GENES DIFERENTES

EATEM, OXA, SHV, CTX-M1 O TEM, OXA, CTX-M1, CTX-M9
[ATEM, OXA, CTX-M1, CIT [ATEM, OXA, SHV, CTX-M1, CTX-M9
50 %

Porcentajes

11,11 %

9 5 2 2
Numero de muestras

Total: 18

Gréfico 8: Frecuencia de cuatro y cinco tipos de genes por muestra.
Fuente: La autora
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Tabla 10: Frecuencia de cuatro y cinco tipos de genes por cepa bacteriana

Frecuencia de cuatro y cinco tipos de genes por cepa bacteriana
Cepa bacteriana
Eschen_c hia Kiebsiella spp. Enterobacter Otras bacterias
Tipos de genes coli spp. T

(39 cepas) [iEcnas! (13 cepas) (12 cepas)

N® % N® % N® % N® %
TEM, OXA, SHV, CTX-M1 0 0 5 31.25 2 15.39 2 16.67

TEM, OXA, CTX-M1, CTX-M9 5 12.82 0 0 0 0 0 0
TEM, OXA, CTX-M1, CIT 0 0 0 0 0 0 2 16.67

TEM, OXA, SHV, CTX-M1,
CTX-MO 1 2.56 0 0 1 7.69 0 0

Fuente: La autora.

Los datos encontrados en el presente estudio, no se pudieron comparar con bibliografia ya
que no hay informacion disponible que coincida con las combinaciones de cuatro y cinco
genes de resistencia presentes en las cepas bacterianas estudiadas, probablemente debido
a la falta de estudios multicéntricos, por lo que no se descarta la existencia de dichas
combinaciones génicas a nivel mundial. Estas combinaciones se dan gracias a que las
bacterias captan dichos genes capaces de diseminarse e intercambiarse provocando asi la

multirresistencia antibiética y ante ello la gravedad y persistencia de la patologia.

4.4. Determinacién de variantes de genes BLEE por Secuenciacion.

4.4.1. Identificacion de Variantes TEM.

Dentro de las 25 muestras positivas para el gen TEM, se logré identificar dos tipos de
variantes: TEM-1 con el 98.08% y TEM-2 con el 1.92% (Gréafico 9). Tomando en cuenta el tipo
de cepa bacteriana, la variante TEM-1 predomina en cepas de Klebsiella spp. con el 75%, en
E. coli con el 64.10%, Enterobacter spp. con el 69.23% y en “otras bacterias” con el 50%.
Cabe recalcar que la variante TEM-2 se presento en Klebsiella spp. con una baja frecuencia
del 6.25% (Tabla 11).
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VARIANTES DE TEM
COTEM-1 MTEM-2

98,08 %
’ o

Porcentajes

1,92%

51 1

Nuimero de muestras Total:

Gréafico 9: Frecuencia de tipos de variantes TEM.
Fuente: La autora

Tabla 11: Frecuencia de tipos de variantes TEM por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes TEM por cepa bacteriana

Cepa bacteriana

Escherichia Enterobacter

Tipos de variantes TEM coli Klebsiella spp. spp. Oftras bacterias
(39 cepas) {16 cepas) (13 cepas)
N° % N° % N° % N°
TEM-1 25 6410 11 75 9 69.23 6
TEM-2 0 0 1 6.25 0 0 0

(12 cepas)

Elaboracién: La autora

Los datos obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado en Colombia por Espinal et al.

(2004), que determind la mayor prevalencia de TEM-1 con el 73.3% con respecto a los otros

genes estudiados y en consecuencia la alta resistencia a penicilinas.

4.4.2. Identificacion de Variantes OXA.

De las 34 cepas bacterianas positivas a genes OXA se logro6 identificar la variante OXA-1
constituyendo una frecuencia del 100% (Gréfico 10). Considerando el tipo de cepa bacteriana,
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esta variante se encontré dominante en: E. coli con una frecuencia del 48.72%, Klebsiella spp.

en un 43.75%, Enterobacter spp. con el 38.46% y en “otras bacterias” con un 25% (Tabla 12).

VARIANTE DE OXA

[ OXA-1

100 %

e

Porcentajes

O

34
. Total: 34
Numero de muestras

Gréfico 10. Frecuencia de tipos de variantes OXA.
Fuente: La autora

Tabla 12: Frecuencia de tipos de variantes OXA por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes OXA por cepa bacteriana

Cepas bacteriana

Tipo de variante OXA Escf;:;:_cma Klebsiella spp.  Enterobacter spp.  Otras bacterias
(39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N% N % N® % N %
OXA-1 19 4872 7 43.75 5 38.46 3 25

Elaboracién: La autora

De acuerdo a Walsh et al. (1995) en Estados Unidos se identifico la variante OXA-1 en un
36.6% en cepas de E. coli y en Klebsiella pneumoniae con el 42.2%, dichas frecuencias
concuerdan con los hallazgos del presente trabajo debido a que esta variante es comuan entre
las cepas de tipo Enterobacteriaceae, proporcionando asi la resistencia ante la actividad de
cefepime.
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4.4.3. Identificacion de Variantes SHV.

De las 21 cepas bacterianas con presencia de SHV, se identifico la variante SHV-11 cuya
frecuencia fue del 47.62%, seguida por las variantes SHV-1y SHV-2 con el 19.05% cada una,
continuando con SHV no especifico con un 9.52% y SHV-12 en un 4.76% de (Gréafico 11).
Cabe mencionar que la denominacion SHV no especifico se debe a gque su secuencia no se
encontro registrada en la base de datos del programa en linea BLAST por la que no se pudo

determinar el tipo de variante.

En cepas de Klebsiella spp. predomina la variante SHV-11 con una proporcion del 31.25%,
mientras que en E. coli se presento las variantes SHV-11 y SHV-2 con el 2.52% cada una, en
Enterobacter spp. prevalece la variante SHV-2 con 16.67% y en “otras bacterias” la variante
SHV-11 se identific con el 33.33% (Tabla 13).

VARIANTES DE SHV

[@SHV-11 HSHV-1 ESHV-2 [SHVnoesp. HMSHV-12

47,62 %

>

19,05% 19,059

Porcentajes

10 4 4, 2 1

Numero de muestras Total: 21

Grafico 11: Frecuencia de tipos de variantes SHV.
Fuente: La autora
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Tabla 13: Frecuencia de tipos de variantes SHV por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes SHV por cepa bacteriana
Cepa bacteriana
Escherichia . .
Tipos de variantes coli Kiebsiella spp. Enterobacter spp. Otras bacterias
SHV (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
SHV-11 1 2.56 5 31.25 0 0 4 33.33
SHVA1 0 0 3 18.75 1 7.69 0 0
SHV-2 1 2.56 1 6.25 2 16.67 0 0
SHV no esp. 0 0 2 12.5 0 0 0 0
l SHV-12 0 0 0 0 1 7.69 0 0

Elaboracién: La autora

Pulido et al. (2013) en Colombia encontré frecuencias elevadas de SHV-12 causante de la
resistencia a ceftazidimas con respecto a SHV-1, SHV-2 y SHV-11 los mismos que provocan
resistencia a penicilinas y a cefalosporinas. En cambio en Logrofio-Espafia, Alonso et al.
(2008) identificé una frecuencia del 6.7% de variante SHV-12. Dichos datos nos demuestran
junto a los obtenidos en el presente trabajo la proporcién variable de diseminacién de los
diferentes tipos de SHV a nivel mundial.

4.4.4. |dentificacion de Variantes CTX-M1.

Se lleg6 a identificar variantes del grupo génico CTX-M1, siendo la variante CTX-M15 la mas
frecuente con un valor del 60.42%, continuando CTX-M3 con un 12.50%, seguido de CTX-M1
y CTX-M12 en un 10.42% cada uno, CTX-M55 con el 4.17% y el 2.08% de CTX-M no

especifico, cuya secuencia no se encontro registrada en la base de datos BLAST (Gréfico 12).

Considerando el tipo de cepa bacteriana, se encontré con mayor frecuencia la variante CTX-
M15 en cepas de E. coli con el 41.03%, en Klebsiella spp. con un 37.70%, Enterobacter spp.

con 30.77% y en “otras bacterias” con el 33.33% respectivamente (Tabla 14).
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Gréfico 12: Frecuencia de tipos de variantes CTX-ML1.
Fuente: La autora

Tabla 14: Frecu

encia de tipos de variantes CTX-M1 por cepa bacteriana.

Frecuencia de tipos de variantes CTX-M1 por cepa bacteriana

Cepa bacteriana

Tipo de variante Escherichia coli Klebsiella spp. Enterobacter spp. ba?:zar?as
CTX-M1 (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N°® % N° % N°® %
CTX-M15 15 41.03 6 37.70 4 30.77 4 33.33
CTX-M3 4 10.26 1 6.25 1 7.69 0
CTX-M1 1 2.56 0 0 3 23.08 1 8.33
CTX-M12 3 7.69 1 6.25 1 7.69 0
CTX-M55 2 513 0 0 0 0 0
CTX-M no esp. 0 0 1 6.25 0 0 0

Elaboracién: La autora

Conforme al estudio realizado en Venezuela por Hernandez et al. (2014) se encontr6 una alta
frecuencia del 76.2% de CTX-M15, en cambio en China, Xia et al. (2014) determind la

presencia escasa de la variante CTX-M-55 con el 4.8%, cifras que coinciden con lo obtenido

en el presente trabajo.

En el Ecuador en la ciudad de Quito, Ledn (2014) identifico variantes como: CTX-M12 en

cepas de E. coli con el 4.8%, en K. pneumoniae con un 2,4% y en otras enterobacterias con
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el 0,8, y de CTX-M1 con una incidencia del 64.5% en cepas de E. coli, el 13.6% en K.
pneumoniae y 3.6% en otras enterobacterias, resultados que difieren de los encontrados en

este estudio, pero sugieren un aumento de frecuencias de dichas variantes en nuestro pais.

Estos datos indican la propagacion casi uniforme de las variantes del grupo génico CTX-M1 a
nivel mundial, sin descartar que en nuestro pais la diseminacién de estas va aumentando al
pasar de los afios gracias a la capacidad de transmision de genes de resistencia entre las

bacterias.

4.4.5. Identificacion de Variantes de CTX-M2

Dentro de las 4 cepas positivas para el grupo génico CTX-M2, en el presente estudio se llegd
a identificar variantes como: CTX-M2 con el 66.67% siendo la mas frecuente y con el 33.33%
para CTX-M3 y CTX-M no especifico (Grafico 13). Tomando en consideracion el tipo de cepa
bacteriana se encontr6 : en E. coli prevalece la variante CTX-M2 con el 5.13% y mientras que
en Enterobacter spp. se identificé el 7.69% de CTX-M no especifica (Tabla 15).

VARIANTES CTX-M2

B CTX-M2 CTX-M3 B CTX-M no esp.

66,679

Porcentajes

3333 % 33,33%

2 1 1

Numero de muestras
Total: 4

Grafico 13: Frecuencia de tipos de variantes CTX-M2.
Fuente: La autora
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Tabla 15: Frecuencia de tipos de variantes CTX-M2 por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes CTX-M2 por cepa bacteriana
Cepa bacteriana

Escherichia coli  Klebsiella spp. Enterobacter spp. Otras bacterias

Tipos de variantes (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
CTX-M2

N° % N° % N° % N° %

CTX-M2 2 513 0 0 0 0 0 0

CTX-M3 1 2.56 0 0 0 0 0 0

CTX-M no esp. 0 0 0 0 1 769 0 0

Elaboraciéon: La autora

Leodn (2014) en la ciudad de Quito, hall6 la presencia de CTX-M2 con el 13.6% entre los 110
aislados reportados como productores de BLEE en su estudio. Mientras que Azam et al.
(2016) en la India observé un 7.5% de CTX-M3 siendo ésta la menos frecuente de sus
aislados. Los datos bibliograficos encajan con los porcentajes de la presente investigacion,
destacando la presencia de CTX-M2 entre las otras variantes BLEE y junto a esto la

resistencia a antibiéticos como cefotaxima o ceftriaxona.

4.4.6. Identificacion de Variantes de CTX-M9.

Entre las 20 muestras positivas para CTX-M9, se encontré una prevalencia del 80% de la
variante CTX-M14 y un 20% de CTX-M65 (Grafico 14). Considerando el tipo de bacteria se
lleg6 a identificar una frecuencia del 28.21% y 25% de CTX-M14 en cepas de E. coli y en
Klebsiella spp. respectivamente, mientras que en Enterobacter spp. se encontr6 el 7.69% de
CTX-M14 y CTX-M65 por variante (Tabla 16).
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Nair (2012) en Nueva Zelanda identific6 una nueva variante denominada CTX-M65 con una
frecuencia del 1.8%, la misma que junto a CTX-M14 conceden la capacidad de hidrolizar

ceftazidima. Leodn, (2014) en la ciudad de Quito determiné una frecuencia del 6.4% de CTX-

VARIANTES DE CTX-M9
[ CTX-M14 A CTX-M65
80 %
L,
[
=
S
<)
e 209
16 4
Nudmero de muestras
Total: 20

Grafico 14: Frecuencia de tipos de variantes CTX-M9.
Fuente: La autora

Tabla 16: Frecuencia de tipos de variantes CTX-M9 por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes CTX-M9 por cepa bacteriana

Cepa bacteriana

Tipos de variantes Escherichia coli  Klebsiella spp. Enterobacter spp.  Otras bacterias

CTX-MO (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)

N° % N° % N° % N° %
CTX-M14 11 28.21 4 25 1 7.69 0 0
CTX-M65 3 7.69 0 0 1 7.69 0 0

Elaboracion: La autora

M14 en cepas de E. coli.

No obstante se concuerda con los estudios de referencia sobre la baja frecuencia de CTX-

M14 comparada con las variantes de otros grupos génicos BLEE, pero asimismo esta

prevalece dentro del grupo CTX-M9.

4.5.

Determinacion de Variantes AmpC.
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45.1. Variantes DHA

En el presente estudio, dentro de las 4 cepas con DHA encontradas, se identificd la variante
DHA-1 con el 75% y la variante DHA no especifico con el 25% (Grafico 15). Considerando el
tipo de cepa bacteriana, se identifico el 2.56% de DHA-1 en cepas de E. coli, mientras que en
“otras bacterias” se encontré la misma variante con una frecuencia del 16.67% y DHA no
especifico con 8.33% (Tabla 17). Enfatizando de ésta forma la resistencia predominante hacia

las cefalosporinas de tercera generacién inducida por DHA-1.

VARIANTES DHA
[ADHA-1 HEDHA no esp.
75
e

g
E 25
g

3 1

Numero de muestras
Total: 4

Gréfico 15: Frecuencia de tipos de variantes DHA.
Fuente: La autora

Tabla 17: Frecuencia de tipos de variantes DHA por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes DHA por cepa bacteriana
Cepa bacteriana
Tipos de variantes Escherichia coli  Klebsiella spp. Ente;:l;?cter ba(tJ::::'isas
DHA (39 cepas) (16 cepas) (13 cepas) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
DHA-1 1 2.56 0 0 0 0 2 16.67
DHA no esp. 0 0 0 0 0 0 1 8.33

Elaboracién: La autora
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Un estudio realizado por Song et al. (2006) en hospitales de Seul identificé una frecuencia del
0.8% de la variante DHA-1 en aislados bacterianos de P. mirabilis. Sin embargo Porres (2015),
en Logrofio-Espafia determin6 una frecuencia del 33.33% de la misma variante en cepas de
Klebsiella. Los datos de referencia junto a los resultados de este trabajo no coinciden,
demostrando una distribucion no homogénea de la variante DHA-1 en ciertas cepas
bacterianas a nivel global.

45.2. Variantes CIT.

En el presente estudio dentro de las dos cepas bacterianas que manifestaron genes CIT, se
presentd la variante CMY-75 en un 100% (Grafico 16). Por otra parte tomando en
consideracion el tipo de cepa bacteriana, esta variante solamente se hallé presente en “otras

bacterias” con una frecuencia del 16.67% (Tabla 18).

VARIANTES CIT

100 %

Porcentajes

2
Numero de muestra

Total: 2

Gréfico 16: Frecuencia de variantes CIT.
Fuente: La autora

Tabla 18: Frecuencia de tipos de variantes CIT por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes CIT por cepa bacteriana

Cepa bacteriana

Escherichia coli  Klebsiella spp. Enteg;::acter Otras bacterias
Tipo de variante CIT (39 cepas) (16 cepas) {3 ¢enas) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
CMY-75 0 0 0 0 0 0 2 16.67 l
L

Elaboracién: La autora
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De acuerdo al registro en GenBank, la variante CMY-75 es comun en Citrobacter freundii y
Proteus mirabilis, las mismas que se encuentran dentro de nuestra agrupacién “otras
bacterias”, explicando de esta forma la presencia de la variante CMY-75 en nuestro estudio y
constituyendo un nuevo dato debido a que la informacién de su incidencia no se encuentra

disponible.

4.5.3. Variante MOX.

De la Unica muestra positiva a MOX en nuestro estudio, se identificé la variante MOX no
especifica (Gréafico 17), el cual dentro de las 13 cepas de Enterobacter spp. constituyo el
7.69% de prevalencia (Tabla 19).

VARIANTE MOX

BEMOX no esp,

100 %

K

Porcentajes

(.

Ndmero de muestra Total: 1

Gréfico 17: Frecuencia de variantes MOX.
Fuente: La autora

Tabla 19: Frecuencia de tipos de variantes MOX por cepa bacteriana

Frecuencia de tipos de variantes MOX por cepa bacteriana

Cepa bacteriana

Tipo de variantes Escherichia coli Klebsiella spp. Ente;::))acter Otras bacterias
MOX (39 cepas) (16 cepas) (13 cep-as) (12 cepas)
N° % N° % N° % N° %
MOX no esp. 0 0 0 0 1 769 0 0

Elaboracion: La autora
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En el presente estudio no se pudo determinar el tipo de variante MOX, debido a que su
secuencia no se encontro registrada en el programa en linea BLAST, pero segun Helmy and
Wasfi (2014) estas variantes se encuentran en pequefias frecuencias en cepas de Klebsiella,
Proteus y en otras enterobacterias razon por la cual en el presente estudio se logro identificar

un caso dentro de grupo bacteriano “otras bacterias”.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES
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Al culminar el estudio realizado mediante PCR multiplex y secuenciacion en los 80 stocks de
cepas bacterianas diagnosticadas microbiol6gicamente como productoras de BLEE y AmpC,

se puede concluir lo siguiente:

» Los genes que manifestaron mayor frecuencia en las cepas bacterianas estudiadas
fueron los de tipo BLEE, entre los cuales se lleg6 a identificar diferentes grupos génicos
como: TEM, OXA, SHV, CTX-M1, CTX-M2 y CTX-M9; llegando a destacar entre estas
el grupo TEM, la misma que se asocia a la resistencia bacteriana a penicilinas.
Asimismo con una baja frecuencia se manifestaron los genes tipo AmpC, en donde se
llegd a determinar tres grupos: DHA, CIT y MOX; cuyo gen dominante entre ellos fue
DHA el mismo que proporciona resistencia a cefamicinas.

» Las cepas analizadas se evidenciaron como multirresistentes debido a que eran
portadoras de mas de un gen de resistencia cuyo numero de genes y combinaciones
se constituyeron como datos nuevos; sin embargo también se observé la prevalencia
de cepas portadoras de un solo gen, en donde predominé la presencia de CTX-M1
responsable de la resistencia a cefotaximas.

» Dentro de las cepas multirresistentes se observé combinaciones de dos genes cuya
dominancia entre ellas fue la combinaciéon TEM, CTX-M1; recalcando asi la resistencia
a penicilina + cefotaxima. Entre las combinaciones de tres genes distintos predominé
TEM, OXA, CTX-M9; asociadas a la resistencia de penicilina + oxacilina+ cefotaxima.
Y por ultimo la combinaciéon mas frecuente entre cuatro y cinco genes diferentes fue
TEM, OXA, SHV, CTX-M1; relacionada con la resistencia a penicilina + oxacilina +
ampicilina o cefalosporina + cefotaxima. Todas estas condiciones génicas se
encontraron dominantes en cepas de E. coli, Klebsiella spp. y Enterobacter spp.

» Cada grupo de genes BLEE presentaron diferentes variantes destacando por grupo
génico las variantes TEM-1 responsable a la resistencia a penicilinas, OXA-1 que
induce resistencia a cefepime, SHV-11 relacionada a la resistencia a penicilinas y
cefalosporinas, asimismo la variante CTX-M2 que provoca resistencia a cefotaxima o
ceftriaxona, y las variantes CTX-M14 y CTX-M15 responsables de la resistencia a
ceftazidima. Las variantes mencionadas se manifestaron en cepas de E. coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp. y en el grupo “otras bacterias”

» En los grupos geénicos de tipo AmpC predominaron las variantes como DHA-1 que
estimula la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, CMY-75 que impulsa a
la resistencia de cefamicinas y la variante MOX no especifica cuya determinacion no
se pudo realizar por la ausencia de su secuencia en los datos BLAST. Estas variantes

se encontraron en cepas de Enterobacter spp. y en el grupo “otras bacterias” dentro
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del cual se constituye cepas de Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris
y Pseudomona aeruginosa.

Los resultados obtenidos revela la distribucion extendida de los genes de resistencia
a betalactdmicos en bacterias de distintas familias, promoviendo a la multirresistencia
antibiética y con ello al aumento de la virulencia patogénica.

Los datos conseguidos en el presente estudio, establecen un fuerte indicativo para
restringir de forma estricta los tratamientos con antibidticos sin previo andlisis
completo, para dar paso a terapias antibiéticas especificas; ya que sin aquellas se
promueve a la propagaciéon y surgimiento de nuevas cepas bacterianas inmunes a la
profilaxis con diferentes familias de antibiéticos, conllevando en un futuro al fracaso de
multiples opciones terapéuticas con estos farmacos y al incremento de la mortalidad
causada por patologias bacterianas que en la actualidad se tratan sin dificultad.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con el estudio para determinar por secuenciacion las
variantes: SHV, CTX-M (del grupo CTX-M1y CTX-M2), DHA y MOX que en el presente
estudio se presentaron como no especificas, tomando en cuenta que se debe usar
cepas con menor tiempo de criopreservacion, con la finalidad de evitar algun tipo de
dafio celular o material génico del mismo.

Para estimar la situacion clinica con respecto a resistencia bacteriana, se deberia
ampliar el estudio en donde abarquen mas instituciones hospitalarias a nivel provincial
para obtener datos seguros y actualizados. Ademas se considera la necesidad de
tomar medidas de concientizacién a través de camparias de vinculacién a la sociedad
sobre el uso incorrecto de los antibiéticos y el implemento de analisis moleculares en
los hospitales, tomando como referencia el presente proyecto para la identificacion
especifica de resistencia bacteriana y con ello la terapia antibiotica adecuada, con el

fin de frenar aumento y surgimientos de nuevas bacterias multirresistentes.
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