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RESUMEN

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades mas comunes en mujeres
jovenes a nivel mundial, muchos microorganismos pueden ser causa de ITU, pero el agente
maés frecuente es Escherichia coli. En los Gltimos afios se ha producido un aumento de las
tasas de resistencia de estos microorganismos frente a los antimicrobianos utilizados
habitualmente. Por lo antes descrito, se realizd un estudio descriptivo de corte transversal
para determinar los patrones Fenotipicos y de Resistencia Antimicrobiana en Enterobacterias
aisladas en urocultivos de pacientes ambulatorios que asistieron al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-Leon, Junio-Octubre 2012.

La identificacion bacteriana, el estudio de resistencia y el tamizaje para la deteccion de
BLEE se realizaron mediante metodologia convencional siguiendo las recomendaciones del
CLSI y MINSA. Se realiz6 caracterizacién bioquimica y molecular a las bacterias
productoras de BLEE, mediante el sistema PhP-RE y PCR.

Se obtuvieron 50 urocultivos positivos. EI microorganismo que se aislé con mayor frecuencia
fue E. coli (64%), seguido de Klebsiella spp (16%), Proteus spp (12%), Acinetobacter spp
(6%) y Enterobacter spp (2%). La resistencia de E. coli para Ciprofloxacina fue de 60%,
Trimetoprim-Sulfametoxazol, 56.6%, Ceftriaxona 50%, Ceftazidima 43.3%. EI 38% (n=19)
de los aislados bacterianos fueron productores de BLEE, estos exhibieron 9 patrones de
resistencia, siendo el méas frecuente CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT+GM (26.3%).

La expresion de genes que codifican para enzimas BLEE se detect en el 78.9% de los
aislados bacterianos (15/19), de los aislados positivos para cualquiera de estos genes, el 100%
(n=15) codificaba para la enzima tipo CTX-M, el 46.6% (7/15) para TEM, el 33.3% (5/15)
para OXA y el 13.3% (2/15) SHV. EI 53.3% de los aislados bacterianos analizados codifico
solo para la enzima tipo CTX-M, el13.3% codifico para enzimas CTX-M/TEM, el 20%
codifico para enzimas CTX-M/TEM/OXA 'y el 13.3% para CTX-M/TEM/SHV/OXA.

De las bacterias positivas para enzima CTX-M, el 86.6% (13/15), fueron de tipo CTX-M-1, el
6.7% (1/15) CTX-M-2.

E. coli se agrupo6 en 2 fenotipos comunes (n=8) y 5 no comunes. Sin embargo el primer
fenotipo comun que agrup6 6 aislados de E. coli mostro variabilidad respecto a la expresion

de genes de resistencia blag eg.

Palabras claves: infeccion del tracto urinario, Escherichia coli, resistencia bacteriana,

Betalactamasa de espectro extendido, genes blag ge.
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ABREVIATURAS/CONCEPTOS DE TERMINOS

Abreviatura Descripcion

ITU Infeccion del tracto urinario

BLEE Betalactamasa de espectro extendido

BLEA Betalactamasa de espectro ampliado

PhP Sistema PhenePlate

CLSI Instituto de estandares clinicos y de laboratorios
MINSA Ministerio de salud

UCI Unidad de cuidados intensivos

HEODRA Hospital Escuela Doctor Oscar Danilo Rosales Arguello
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

ADN Acido Desoxirribonucleico

PBPs Proteinas fijadoras de penicilinas

ATCC American Type Culture Collection

UFC Unidad formadora de colonia

CMI Concentracion minima inhibitoria
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1 INTRODUCCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades mas comunes en mujeres
jovenes a nivel mundial, el 60% de las mujeres experimenta al menos un episodio durante su
vida. ® La morbilidad por ITU urinario adquiridas en la comunidad es alta y el tratamiento

inicial de esta enfermedad generalmente es empirico.

Muchos microorganismos pueden ser causa de ITU, pero los agentes habituales son las
bacterias gram-negativas, de la familia Enterobacteriacea entre ellos el mas frecuente es
Escherichia coli que origina alrededor del 80-90% de las infecciones. La resistencia creciente
de los microorganismos causantes de ITU frente a los antibi6ticos de primera linea y la
aparicion de cepas resistentes productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en

la comunidad es motivo de gran preocupacion.

Las cepas con BLEE tienen distribucién mundial. Durante un tiempo el problema estuvo
centrado, sobre todo, en hospitales, las especies en las que mas frecuentemente se
encontraban eran E. coli y Klebsiella pneumoniae, y los principales tipos enzimaticos
pertenecian a las familias TEM y SHV. Esta situacion ha cambiado de forma dréastica en la
altima década, en la que se han comenzado a aislar de forma cada vez mas frecuente cepas
productoras de BLEE en el medio extrahospitalario, habiéndose observado un crecimiento
enorme de las PB-lactamasas de la familia CTX-M y describiéndose ademas en otras
especies como Proteus mirabilis, Enterobacter spp.®

En Nicaragua hay pocas investigaciones que indiquen la prevalencia de bacterias
productoras de betalactamasas y los genes asociados en la produccion de estas enzimas.
Entre esos estudios, el realizado por Pérez, C. y cols., para detectar la frecuencia de genes
bla en bacterias gram-negativas, aisladas en urocultivos de pacientes ambulatorios de Leon
y Juigalpa, encontraron la presencia de los genes blatgym (1/30), blactx-m (11/30) y de
blatem/blacrx-m (10/30), confirmandose que un 73.3% (22/30) eran cepas productoras de
BLEE.®Cabe destacar que no se han realizado estudios similares en otros departamentos
con respecto a esta problematica de salud.

Tomando en cuenta el aumento de la resistencia bacteriana en nuestro medio, el presente

trabajo pretende determinar los fenotipos bioquimicos, utilizando como herramienta un
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método de tipificacion bioquimico (PhP-microplate, http://www.phplate.se)y los patrones

de resistencia antimicrobiana de Enterobacterias productoras de BLEE aisladas en
urocultivos de pacientes ambulatorios que asistieron al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la UNAN-Leon. Esto se realizd segun criterios del Instituto de Estandares

Clinicos y de Laboratorio [CLS]I, por sus siglas en inglés]."

Anielka Medina / Hortencia Gonzalez 2
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1.1 ANTECEDENTES

Los primeros casos de Enterobacterias productoras de BLEE fueron detectados en Europa,
en Alemania e Inglaterra (1983), donde se detecto la variante SHV-2 en una cepa de E. coli
en pacientes ingresados en la Unidad de cuidados intensivos (UCI), pero fue en Francia
donde se detecto el primer brote nosocomial en 1986, se tratd de una cepa de K. pneumoniae
con la variante TEM-3, produciéndose un aumento dramatico de los casos de BLEE en los

afios sucesivos en todo el mundo.®

Existe una gran diversidad geogréafica dentro de Europa en cuanto a la prevalencia de BLEE,
encontrandose Rusia con un 50% y Polonia con un 40%. La prevalencia de BLEE en Europa

es mas alta que en Estados Unidos pero mas baja que en Asia y América del sur.®

En un estudio multicéntrico realizado en Espafia durante el afio 2000 (proyecto GEIH-BLEE
2000) para determinar la prevalencia de E. coli y K. pneumoniae portadoras de BLEE en 40
hospitales espafioles se constatd que en E. coli las BLEE CTX-M-9, CTX-M-14 y SHV-12
constituian el 70% de las enzimas detectadas, mientras que en K. pneumoniae mas del 50%
fueron del tipo TEM. 9

Estudios recientes obtienen para América latina la prevalencia mas alta en el mundo de
aislamientos para K. pneumoniae portadora de BLEE con un 45.4-51.9% y para E. coli de un
8.5-18.1%, existiendo variaciones dentro de los paises que la forman, siendo los de mayor

prevalencia Brasil y Chile.

Salas R. y cols, realizaron un estudio para evaluar la resistencia bacteriana a los antibioticos
mas utilizados para el tratamiento de las ITUs en el area de salud de Palmares, Costa Rica en
el afio de 2004, demostrando que el agente etiologico mas comun fue la E. coli (74%),
presentando resistencia a Nitrofurantoina (74%), Amoxicilina (45%), Trimetoprim-

Sulfametoxazole (43%).M

Matute y cols.,, en su estudio realizado en el HEODRA, 2004, sobre resistencia
antimicrobiana en uropatdgenos, indican que el microorganismo aislado con mayor

frecuencia fue E. coli (56%), resistente a Amoxicilina (74%), Trimetoprim-Sulfametoxazole
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(63%), Ciprofloxacina (29%), Gentamicina (11%) y Amoxicilina/Acido Clavulanico.
(34%).42

Bours y cols., analizaron el perfil de resistencia de uropatégenos en el HEODRA 'y centros
de atencién primaria de salud de Leon, en 2010, muestran que el microorganismo aislado
con mayor frecuencia fue E. coli (48.8%), presentando resistencia a la Ampicilina (61.4%),
Cefalotina (45.4%), Trimetoprim-Sulfametoxazol (38.6%), Ciprofloxacina (31.8%),
Ceftriaxona (20.5%). Amikacina y Nitrofurantoina fueron los Unicos medicamentos a los que
mas del 90% de las bacterias fueron sensibles. El 29.5% de E. coli aisladas en este estudio,

fueron sospechosas de producir BLEE. ™

Un estudio realizado por Pérez, C. y cols., en el afio 2010, para la deteccién de la frecuencia
de genes en bacterias gram-negativas productoras de BLEE en 110 pacientes ambulatorios de
Ledn y Juigalpa, encontraron la presencia de los genes blarem (1/30), blactx.m (11/30) y de
blatem/blacTx-m (10/30), confirm&ndose que un 73.3% (22/30) eran cepas productoras de
BLEE. ©
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1.2 JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana es un problema actual, dado el nimero creciente de
microorganismos que han desarrollado multirresistencia a una amplia gama de
antimicrobianos, que compromete el tratamiento de pacientes implicados en infecciones

nosocomiales y comunitarias.

Durante las ultimas décadas, se han descrito enzimas que aumentaron la resistencia a
farmacos B-lactamicos, entre ellas las B-lactamasas tipo TEM, SHV, CTX-M y OXA. La gran
diversificacion que han sufrido estas enzimas a corto plazo representa un interés importante
en ampliar estudios sobre la epidemiologia de la resistencia a los B-lactdmicos en las cepas de

la familia Enterobacteriaceae.

Debido al aumento del fracaso terapéutico en las infecciones por microorganismos
productores de Betalactamasas, principalmente E. coli, Proteus spp y Klebsiella spp, es
relevante examinar la frecuencia de estos tipos de B-lactamasas para limitar un manejo

correcto y racional de la terapia antibiética prescrita.

A nivel nacional se han realizado pocas investigaciones sobre el tema, por lo antes descrito,
este estudio tomo interés en caracterizar fenotipica y molecularmente Enterobacterias aisladas
de urocultivos de pacientes ambulatorios que asistieron al laboratorio de Microbiologia y

Parasitologia de la UNAN-LeonN.
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es el patron fenotipico y de resistencia antimicrobiana de Enterobacterias productores
de betalactamasas aisladas de urocultivos en pacientes ambulatorios que asistieron al
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-Leon durante el periodo de Junio-
Octubre 20127

Anielka Medina / Hortencia Gonzéalez 6
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3 OBJETIVOS
3.1 GENERAL

Determinar  Patrones Fenotipicos y de Resistencia Antimicrobiana en Enterobacterias
aisladas en urocultivos de pacientes ambulatorios que asistieron al Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la UNAN-Leon, Junio-Octubre 2012

3.2 ESPECIFICOS

1.ldentificar los aislados bacterianos en las muestras de estudio, empleando la
metodologia convencional.

2.Determinar el patrén de resistencia y produccion de enzimas BLEE en los aislados
bacterianos, mediante el método Kirby-Bauer.

3. Caracterizar el fenotipo bioguimico de los aislados bacterianos productores de BLEE,
utilizando el sistema PhP-RE.

4. ldentificar presencia de genes blatem, blaspy, blactx-m Yy blaoxa por la técnica de PCR

en los aislados bacterianos positivos para BLEE.

Anielka Medina / Hortencia Gonzéalez 7
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4 MARCOTEORICO

Entendemos por infeccion la entrada, establecimiento y multiplicacion de microorganismos
en el interior o en la superficie de un huésped, existiendo distintos grados de relacion entre el

huésped y el microorganismo: colonizacién, Infeccion inaparente y enfermedad infecciosa.
(19

La ITU se caracteriza por la presencia de microorganismos en el tracto urinario a cualquier
nivel, desde el extremo distal de la uretra hasta la corteza renal (uretra, vejiga, prostata,
uréteres, pelvis renal o rifiones), comprendiendo diferentes entidades clinicas que requieren

su catalogacién mediante la correlacion clinica-laboratorio.
4.1 ETIOLOGIA DE LAS INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO.

La etiologia de las ITUs, no es lineal, sino que varia dependiendo del tipo de infeccion, de la
existencia o no de los factores predisponentes, de los tratamientos antimicrobianos previos y
del habito de adquisicion, es decir comunitario o nosocomial, la gran mayoria de episodios
esta producido por microorganismos gque provienen del colon y por tanto la microbiota fecal
del paciente condiciona en gran medida la etiologia de las ITU. El resto de ITU tiene una
etologia exdgena por microorganismos introducidos en las vias urinarias durante su

manipulacion.®

En mujeres, E. coli causa entre el 80-85 % de cistitis aguda no complicada. Staphylococcus
saprophyiticus, Proteus mirabilis, Streptococcus agalactiae y especies de Klebsiella spp, son

responsable de la gran mayorfa de los episodios restantes. *®

4.2 PRINCIPIOS GENERALES DE LA ANTIBIOTICOTERAPIA

Los antibidticos alteran la biologia de los microorganismos por los siguientes mecanismos:

a) Inhibicion de la sintesis de la pared celular: B-lactamicos, Fosfomicina, Cicloserina,
Vancomicina y Bacitracina.®”

b) Desorganizacion de la membrana citoplasmatica, lo que conduce a la desintegracion

celular: Polimixina, Anfotericina B, Nistatina.*”
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c¢) Inhibicion de la sintesis de proteinas, por actuar sobre ribosomas en la iniciacion de la
(subunidad 30S): Tetraciclina; en la elongacion (subunidad 50S): Cloranfenicol,
Eritromicina, Lincosamida; en ambas subunidades con muerte bacteriana:
Aminoglucésidos.®”

d) Interferencia en la sintesis y en el metabolismo de los &cidos nucleicos: Rifampicina
(ARN-polimerasa dependiente de ADN), Fluoroquinolonas (ADN-girasa),
Metronidazol y antiviricos.*”

e) Antimetabolitos que bloquean la sintesis del &cido foélico: Sulfamidas, Sulfatos,

Pirimetamina y Trimetoprim.®”

4.2.1 Antibiotico betalactamico

Los B-lactdmicos son la familia de antibi6ticos mayormente empleada en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas causadas por Enterobacterias. Estos fueron descubiertos en 1928
cuando Fleming encontré un hongo del género Penicillium que producia una sustancia,
posteriormente denominada penicilina, capaz de inhibir el crecimiento de Staphylococcus
aureus; mas tarde en 1948 Botzu obtuvo, a partir del hongo Cephalosporium acremonium,

material activo frente a S. aureus iniciando con esto el surgimiento de las cefalosporinas.(ls)

Se ha empleado una gran variedad de antibioticos B-lactamicos naturales y derivados
semisintéticos para el control de enfermedades infecciosas. Estas moléculas representan mas
de la mitad del consumo total de los antibidticos, principalmente por su alta efectividad y baja
toxicidad para los humanos y los animales. El objetivo de los antibioticos B-lactdmicos es

interferir en la sintesis de Peptidoglicano, un componente de la pared bacteriana. %
4.3 Mecanismo de resistencia bacteriana

Se entiende por resistencia bacteriana la condicion microbiolégica caracterizada por la
capacidad natural o adquirida por parte de una cepa bacteriana de permanecer refractaria a los
efectos bactericidas o bacteriostaticos de un antibiotico. La resistencia puede estar mediada

por genes cromosémicos o material extracromosémico (DNA plasmidico). ¥

Se conoce como  resistencia natural a los mecanismos permanentes determinados

genéticamente, no asociados con el incremento de la dosis del antibiético.®”
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La resistencia adquirida aparece por mutacion, por el contrario los plasmidos y transposones
pueden ser autotransferibles entre bacterias. La transferencia de este material genético se
realiza a través de diversos mecanismos como son la transformacion, conjugacion y

transduccion. @

En el primero se dan casos tales como la transformacion de una betalactamasa en una BLEE
0 como en el caso de mutaciones de los genes que codifican las porinas con el consecuente

blogueo del ingreso del antibiotico al interior del microorganismo. @)

Las bacterias se hacen resistentes a los antibioticos desarrollando mecanismos de resistencia

que impiden al antibiotico ejercer su mecanismo de accion.

» Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibidtico al punto diana:
Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden la entrada
de ciertos antibioticos (B-lactdmicos) o alteran los sistemas de transporte
(Aminoglucosidos en los anaerobios). En otras ocasiones pueden provocar la salida
del antibi6tico por un mecanismo de expulsion activa, impidiendo que se acumule

en cantidad suficiente para que actde eficazmente. %

» Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o dificultando la
accion del antibi6tico. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN
girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macrolidos) de las enzimas PBPs
(proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular
(resistencia a [-lactdmicos). Una misma bacteria puede desarrollar varios
mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos, y del mismo modo
un antibiético puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas especies
bacterianas, todo lo cual complica el estudio de las resistencias de las bacterias a los

distintos antimicrobianos. ??

» Inactivacion del antibidtico por enzimas: La bacteria produce enzimas que inactivan
al antibiotico; las mas importantes son las B-lactamasas y muchas bacterias son

capaces de producirlas. %
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4.2.1 Betalactamasas

Estas enzimas estan ampliamente distribuidas en bacterias tanto gram-positivas como gram-
negativas, constituyendo el mecanismo mas comun de resistencia en contra de los

antibioticos B-lactamicos.®

Las B-lactamasas son la mayor defensa de las bacterias gram-negativas frente a los
antibidticos B-lactamicos. Son enzimas responsables de la mayor parte de los fracasos
terapéuticos debido a que hidrolizan el anillo B-lactdmico, inactivandolo. En las bacterias
gram-negativas, las B-lactamasas plasmidicas son constitutivas y su grado de produccion esta
en relacion con el nimero de copias del plasmido, mientras que las [-lactamasas

cromosomicas, pueden ser constitutivas o inducibles. ¥

4.2.1.1 Clasificacién de las Betalactamasas

El esquema de Ambler divide a las B-lactamasas en cuatro grupos mayores (A-D). La base de
este esquema de clasificacion recae sobre la homologia de las proteinas (similitud de
aminoacidos) y no en las caracteristicas fenotipicas. A la vez en este esquema de clasificacion
de B-lactamasas las clases A, C y D son B-lactamasas con residuos de serina. En contraste, las
enzimas de clase B son metalobetalactamasas con residuos de zinc. Por otro lado en el
esquema de clasificacién de Bush-Jacoby-Medieros es acorde a las similitudes funcionales
(sustrato y perfil de inhibidores). Hay cuatro grupos mayores y multiples subgrupos en este
sistema. Este esquema es de mayor utilidad para el diagnoéstico de laboratorio porque

considera los inhibidores y sustratos de p-lactamasas que son clinicamente relevantes. ®
4.2.1.2 Produccion de betalactamasas

Los genes gque codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma de las bacterias
0 en segmentos de ADN extracromosomico, denominados plasmidos los cuales son los
responsables de la diseminacion de la mayor parte de las B-lactamasas. Los genes que
codifican algunas B-lactamasas son transportados por transposones y muchos genes son
encontrados en integrones, los cuales a menudo incluyen genes que confieren resistencia a

otros antibiéticos. ?¥
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Las principales B-lactamasas responsables de la resistencia en los bacilos gram-negativos son
las B-lactamasas inducibles AMPC (clase c) y las B-lactamasas plasmidicas de amplio

espectro y BLEE de clase A.%®°

4.2.1.3 Betalactamasas cromosomicas

Muchas bacterias gram-negativas poseen B-lactamasas cromosdémicas que podrian derivar de
las penicillin binding proteins (PBP) con las que comparte alguna homologia. Su origen seria
debido a la presion selectiva ejercida por los - lactamicos sobre microorganismos del suelo
encontrados en el ambiente.®”Las betalactamasas cromosémicas pueden ser de produccién

constitutiva (alto o bajo nivel) o inducible.®®

Algunos microorganismos poseen B-lactamasas antes del uso de los antibiéticos como AmpC
de Enterobacterias. La razon de ello podria ser que estas enzimas juegan un papel importante
en la sintesis del peptidoglicano y defienden a la bacteria frente a otras bacterias y hongos.(%)

E. coli posee una B-lactamasa AmpC constitutiva de bajo nivel la cual no contribuye a la
resistencia frente a los antibioticos B-lactamicos. Por el contrario, Pseudomona aeruginosa y
otras Enterobacterias principalmente Enterobacter aerdgenes presentan una [-lactamasa
AmpC inducible. La produccién de AmpC en ausencia del antibiético inductor se mantiene
en un estado reprimido y practicamente no se produce debido a la accién de los genes
reguladores (ampR, ampD, ampE, ampG). En presencia del antibiético inductor estos mismos
genes permiten la expresion de la enzima, lo que se denomina estado “desreprimido
reversible”. Puede suceder que mutaciones en los genes reguladores provoquen la expresion
de grandes cantidades de la enzima constitutiva es el denominado estado “desreprimido
estable”, estos mutantes son resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam,

cefamicinas, penicilinas de amplio espectro e inhibidores de B-Iactamasas.(ze)

4.2.1.4 Betalactamasas plasmidicas

En general las B-lactamasas plasmidicas son diferentes a las p-lactamasas cromosomicas,
pero en algunos casos existe un solapamiento, como por ejemplo en el caso de SHV-1 que
normalmente es una B-lactamasa plasmidica pero en K. pneumoniae es cromosémica y la

AmpC que puede presentarse en plasmidos. %)
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Las B-lactamasas plasmidicas incluyen las p-lactamasas de amplio espectro, las B-lactamasas
de espectro extendido, las B-lactamasas resistentes a los inhibidores, las cefamicinasas,

AmpC vy las Carbapenemasas.®”

4.2.1.5 Betalactamasas de amplio espectro BLEA

Dentro de este grupo estan incluidas TEM-1, TEM-2, SHV-1 vy las de tipo OXA. Las f3-
lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 pertenecen a la clase molecular Ay son inhibidas por el
Acido Clavulanico. Presentan actividad frente a Bencilpenicilinas, amino-, carboxi- y ureido-
penicilinas y cefalosporinas de espectro reducido (Cefazolina, Cefalotina, Cefuroxima,
Cefamandol). Ninguna de estas B-lactamasas hidroliza cefalosporinas de tercera generacion,

Cefamicinas, Monobactams o Carbapenems.®* %9

4.2.1.6 Betalactamasas de espectro extendido BLEE

Son enzimas que hidrolizan a las cefalosporinas de espectro extendido que contienen una
cadena lateral oximino; entre las que estéan incluidas la ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima y
también el aztreonam. No actGan sobre cefamicinas ni carbapenems. Son inhibidas por el

4cido clavulanico u otros inhibidores de betalactamasas como el sulbactam o tazobactam. ¢V

Estas enzimas de configuracion plasmidica producidas por bacilos gram-negativos,
principalmente Enterobacterias, en concreto E. coli y K. pneumoniae, también pueden
aparecer en bacilos no fermentadores y otras Enterobacterias. Derivan de las B-lactamasas de
amplio espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1), pertenecientes al grupo 2b de la clasificacion de
Bush, Jacoby y Medieros; cuando estas sufren mutaciones (el hecho de que se produzca un
cambio de uno o mas aminoacidos implica una apertura del sitio activo del enzima
permitiendo un mayor acoplamiento de la gran cadena lateral del B-lactamico) en el centro
activo dan lugar a estas otras BLEE, que hidrolizan a las cefalosporinas de tercera generacion
y a los monobactamicos, clasificandose en el subgrupo 2be (clase molecular A); no todas las
BLEE pertenecen al grupo 2be, ya que algunas oxacilinasas (OXA), que pertenecen al grupo
2d (clase molecular D), son BLEE. 3

A parte de las TEM y SHV en 1989 se describio otro tipo de BLEE, las cefotaximasas o

CTX-M, derivan de B-lactamasas cromosémicas de especies del género Kluyvera, pertenecen
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a la clase molecular A y son resistentes a cefotaxima, Cefuroxima, cefepima y en menor

medida a ceftazidima.®®

Las cepas productoras de BLEE son con frecuencia resistentes a otros grupos de

9 La resistencia a

antimicrobianos, incluyendo aminoglucésidos y fluoroquinolonas.
aminoglucdésidos esté relacionada, sobre todo, con la produccion de enzimas modificadoras
de aminoglucésidos (EMA). La secuenciacion de integrones completos que contienen genes
que codifican BLEE (en particular CTX-M) y EMA ha permitido comprobar, en estudios
realizados en Francia y en Chile, que los genes mas frecuentemente identificados han sido aac

(6”)-Ibyaac (3)-11a.5

La resistencia a quinolonas en cepas que producen BLEE se explica, en parte, por mutaciones
en gyrA solas o asociadas a mutaciones en parC. Ademas, en K. pneumoniae (Y
presumiblemente en otras Enterobacterias) las cepas BLEE positivas acumulan trastornos de
la permeabilidad por pérdida de porinas con mas frecuencia que las cepas BLEE negativas, y
cuando la pérdida de dichas porinas es completa las cepas también hiperexpresan con

frecuencia un mecanismo de expulsién activa de quinolonas.(36)

Finalmente, multiples estudios recientes indican que algunas cepas BLEE positivas contienen
genes de resistencia a quinolonas mediados por plasmidos, que contribuyen al fenotipo de

resistencia observado.®®
4.3 Epidemiologia

La epidemiologia de las Enterobacterias productoras de BLEE ha sufrido cambios en los
Gltimos afos; en un principio en los afios 80 y principios de los 90 las BLEE eran del tipo
TEM y SHV, se detectaban fundamentalmente en K. pneumoniae y el origen era nosocomial
y se debia a clones epidémicos, mientras que en la actualidad en la mayoria de los paises, son
las CTX-M las mas frecuentes se aislan principalmente en E. coli, son de origen comunitario

y fundamentalmente se transmiten por plasmidos u otros elementos genéticos méviles.®”

En los Ultimos afos ha habido muchos informes acerca las infecciones o colonizaciones

adquirida en la comunidad por E. coli, fundamentalmente produciendo ITU, estas cepas son
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portadoras de BLEE (CTX-M), y con resistencia a los agentes de eleccion para el tratamiento

de las ITU, como son el Trimetroprim-Sulfametaxazol, Ciprofloxacina o Gentamicina.

Existe una gran diversidad geografica en Europa en cuanto a la prevalencia de BLEE,
encontrdndonos Rusia con un 50% y Polonia con un 40%. En Espafia un estudio realizado en
el aflo 2000 muestra una prevalencia en K. pneumoniae y E. coli de 2.7% y 0.5%
respectivamente. La prevalencia de BLEE en Europa es mas alta que en Estados Unidos pero

mas baja que en Asia y América del Sur.®”

Es hasta 1989que se informa el primer aislamiento de BLEE detectado en Ameérica latina. Sin
embargo, en la actualidad América latina tiene la tasa mas elevada del mundo, existiendo
variaciones dentro de los paises que la forman, siendo los de mayor prevalencia Brasil y
Chile. Se han informado casos de CTX-M, PER, TEM, SHV y OXA, observandose un
aumento de las infecciones producidas en la comunidad. Estudios recientes obtienen para
América latina la prevalencia mas alta en el mundo de aislamientos para K. pneumoniae
reportadora de BLEE con un 45.4-51.9% y para E. coli de un 8.5-18.1%.%"

En Nicaragua informacion referente a la prevalencia de bacterias Gram-negativas
multirresistentes y productoras de BLEE es escasa. Sin embargo es importante indicar que el
Ministerio Nacional de Salud posee un sistema de vigilancia en algunos departamentos del
pais para la deteccion de BLEE, no asi de los genes que lo producen, sin embargo no ha
habido un reporte oficial hasta la fecha de hoy. Entre las publicaciones que abordan este
problema en Nicaragua, Amaya y col., en su estudio de resistencia antimicrobiana en
bacterias Gram-negativas aisladas de neonatos con sepsis y del ambiente de la sala de
cuidados intensivos de neonatos (UCIN) del Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Arguello
(HEODRA), de Leon, indican que la mayoria de estos patdgenos fueron altamente resistentes
y con una alta prevalencia de produccién de TEM, SHV y CTX-M. Ademas, se encontraron
clones similares de K. pneumoniae multirresistentes y productores de BLEE que afectaron a

los neonatos y que también fueron aislados del ambiente.®

Otro ejemplo es el de Matute y col., en su estudio sobre resistencia antimicrobiana en
uropatogenos, indican que E. coli (56%), Klebsiella spp.(18%), Enterobacter spp.(11%),

Proteus spp.(3%) fueron los microorganismos més aislados; siendo E. coli resistente a
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amoxicilina (74%), trimetoprim-sulfametoxazole (63%), ciprofloxacina (29%), gentamicina

(11%) y amoxicilina-acido clavulanico (34%).®?

Bours y cols. analizaron el perfil de resistencia de uropatdgenos, los resultados muestran
porcentajes altos de resistencia ante antibidticos cominmente utilizados para el tratamiento
contra este patogeno; por ejemplo, en E. coli se encontrd alta resistencia a ampicilina
(61.4%), amoxicilina—acido clavulanico (18.6%), ceftriaxona (20.5%), gentamicina (25.0%),

trimetoprim-sulfametoxazole (38.6%), ciprofloxacina (31.8%), y cefalotina (45.5%).(13)

En un estudio realizado por Pérez, C. y cols., en el afio 2010, para la deteccion de la
frecuencia de genes en bacterias gram-negativas productoras de BLEE en 110 pacientes
ambulatorios de Leon y Juigalpa, se encontré que el 27.3% (30/110) de las bacterias
estudiadas fueron productoras de B-lactamasas, asi mismo, se determiné la presencia de los
genes blaTEM (1/30), blaCTX-M (11/30) y de blaTEM/blaCTX-M (10/30).©

4.4 Meétodos de deteccion de BLEE

Las técnicas para la deteccion de las BLEE van de lo simple con aspectos fenotipicos hasta

las pruebas complejas moleculares de geno-deteccion especifica. % 49

El CLSI ha establecido recomendaciones para el tamizaje y confirmacion de BLEE en E.
coli y Klebsiella spp ©  Sin embargo, a pesar de que no han sido estandarizados los
métodos por parte del CLSI para detectar BLEE en otros microorganismos Gram negativos,
estas técnicas han sido adaptadas por los microbiélogos a otros gérmenes de importancia
clinica. Basicamente, las pruebas para la deteccion de BLEE se agrupan en las de tamizaje
inicial y las de confirmacién. EI CLSI ha aprobado las pruebas fenotipicas de tamizaje de

difusion de disco y confirmatorias de CMI.®41:42)

Existen diferentes técnicas mediantes las cuales se pueden deducir la presencia de una BLEE,
los que se basan en la capacidad del acido clavulanico (AC) para incrementar la actividad de
una cefalosporina de 3 generacién (CF3G) gracias al efecto inhibitorio que este compuesto

ejerce sobre las BLEE.“®
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El método de difusion y su aplicacion al estudio de sinergia entre CF3G y AC descrito por
Jarlier et al, consiste en efectuar una prueba de susceptibilidad a CF3G, colocando discos
conteniendo estos antimicrobianos y un discos con AC (en su defecto, un disco con
amoxicilina/ &cido clavulanico), a una distancia razonable (20mm). Si la cepa ensayada
resulta ser productora de una BLEE, se produce incremento del halo de inhibicion en la zona

de interconexion entre las CF3G y AC.?

En ocasiones puede ser dificil visualizar el efecto sinérgico. En aquellos casos en los que se
observa resistencia a una CF3G y la prueba de sinergia resulta ser negativa, puede
encontrarse presente una betalactamasas del tipo IRT o, en su defecto, las cepas bacterianas

ensayadas pueden poseer otro mecanismo de resistencia, por ejemplo impermeabilidad.‘“’
4.4.1 Técnicas confirmatorias de BLEE

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Esta técnica utiliza las cefalosporinas
(ceftazidima, cefotaxima) con la adicion de una concentracion de 4 pg/ml de &cido
clavulanico; una disminucion en la CMI de > 3 diluciones dobles de ceftazidima y cefotaxima
en combinacién con el &cido clavulanico comparada con la CMI de las cefalosporinas sin el

inhibidor confirma la produccién de BLEE. %49

Etest (prueba Epsilon) Beta-ESBL (AB Biodisk, Solna, Sweden). Son tiras impregnadas de
antibioticos, poseen una excelente sensibilidad y especificidad para detectar y confirmar las
BLEE. Actualmente el uso de la tira cefepime y cefepime/acido clavulanico es util
conjuntamente con las tiras ceftazidima y ceftazidima/ &cido clavulanico y cefotaxima y
cefotaxima/ &cido clavulanico para detectar la produccion de BLEE en microorganismos
productores de enzimas AmpC. Esto debido a que esta cefalosporina es muy estable a la
hidrélisis de las enzimas AmpC, y el sinergismo con el acido clavulanico puede observarse
en las cepas productoras de AmpC y BLEE. La utilizacion de las tiras Etest® presentan
algunas veces dificultades de interpretacion por la produccién de zonas fantasmas
ocasionadas por las bajas CMI expresadas a las cefalosporinas y la difusion del acido
clavulanico hacia el lado de la tira que contiene la cefalosporina sin el inhibidor. A pesar de
ser la prueba mas facil de usar para detectar las BLEE, su uso rutinario en los laboratorios

clinicos es limitado por su alto costo. ©**
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4.4.2 Caracterizacion Molecular mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(siglas en inglés: PCR, Polymerase Chain Reaction)

El desarrollo de métodos moleculares rapidos de alta sensibilidad y especificidad como la
tecnologia del PCR, que permite la amplificacion enzimatica in vitro de un segmento de
ADN especifico ha mejorado el tiempo y la precision del diagnostico de determinantes de

resistencia a antibioticos.“® 47

La PCR estandar es un metodo rapido de amplificacion in vitro de secuencias de ADN
especificas dentro de una muestra. La amplificacion requiere de un minimo de informacion
sobre la secuencia del ADN objetivo. Esta informacion permite la construccion de dos
oligonucleétidos (oligos), habitualmente de 15 a 30 nucleétidos de longitud, complementarios
de los extremos 3' de la secuencia diana, que actuaran como cebadores (iniciadores, en ingles

primers) en la reaccion.“®

La PCR es una reaccién en cadena porque las hebras de ADN de nueva sintesis sirven a su
vez de molde para reacciones de sintesis en ciclos posteriores. Tras unos 30 ciclos, la PCR
habra generado aproximadamente un millon de copias de la secuencia diana especifica. Una
vez amplificado, puede ser caracterizado. El andlisis de los fragmentos se realiza por

electroforesis en gel y son detectados como bandas discretas de un tamafio especifico.“®

Cada ciclo involucra tres etapas, que comprenden: desnaturalizacién del ADN bicatenario
presente en la muestra a 93-95°C, union especifica de los cebadores a las cadenas sencillas
mediante complementariedad de bases a temperaturas que varian entre 50 vy
70°C,dependiendo de la Tm (temperatura de fusion) del duplex esperado y la sintesis de ADN
tipicamente a 70-75°C, utilizando una ADN polimerasa termoestable (a partir de
microorganismos que viven en fuentes calientes como el Thermophilus aquaticus, del cual

proviene la taq polimerasa).“*®
4.4.2.1 Deteccion de los genes blaspy, blatem, blactx-m Yy blaoxa por PCR multiple.

La PCR multiple es una variante de la PCR convencional en la que 2 0 mas blancos genéticos

son simultaneamente amplificados en la misma reaccion utilizando varios pares de cebadores
(47)
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Varios ensayos de PCR mdltiple permiten la deteccion simultdnea de varios genes de
resistencia (blatem, blaspy, blactx-m Y blaoxa) a través de la amplificacion de fragmentos

especificos de estos genes.
4.4.3 ldentificacién bioquimica de Bacterias por Sistema PhenePlate (PhP)

La caracterizacién bioquimica en biotipos para diferenciar cepas en funcién de la capacidad
de fermentar un determinado nimero de carbohidratos (manitol, trealosa, lactosa, ramnosa,
sorbitol), o degradar determinados aminodcidos (lisina, ornitina, arginina u otros) que ponen

de manifiesto ante la presencia de determinados enzimas como la 3-D-glucu ronidasa.*?

Relacionado con este tipo de clasificacion en biotipos, se han descrito numerosos sistemas
automatizados que resultan rapidos y sencillos de realizar. Una variante de este sistema es la
técnica de fenotipado bioquimico conocida como PhenePlate System (PhPlate—
http://www.phplate.se), que se basa en la clasificacion de diferentes aislamientos (grupos
fenotipicos, clones) bacterianos en funcién de la capacidad y cinética de degradacién de los

diferentes substratos analizados.®?

Es un sistema automatizado para subtipificacion de bacterias, que ha permitido diferenciar
grupos poblacionales de bacterias en diferentes partes del mundo, asi como dar seguimientos
a rutas potenciales de infecciones. Con este método también ha permitido realizar estudio con
grandes nameros de aislamientos bacterianos, que asociado a la automatizacion han ayudado
a obtener datos preliminares sobre la identificacion y tipificacion rapida de las poblaciones,
siendo también un método util en estudios epidemioldgicos. Ademas, este sistema permite
desarrollar investigaciones ecoldgicas donde la poblacion completa de bacterias es
caracterizada, encontrando la diversidad en cada poblacién y la similaridad entre diferentes

poblaciones.®?
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 TIPOY AREA DE ESTUDIO

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, el cual tuvo como escenario el
Laboratorio del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la UNAN- Leon (Campus

médico).

5.2 PERIODO Y MUESTREO DE ESTUDIO

Durante el periodo comprendido entre Junio- Octubre 2012, se logré captar un total de 150
muestras de orinas obtenidas de pacientes con sospecha de infeccién del tracto urinario que
asistieron a realizarse estudio microbiolégico, el muestreo se realizé6 mediante una seleccion
no probabilistica por conveniencia. A todas las muestras de orina (n=150) se les realiz6 el

cultivo bacterioldgico (Agar sangre y Agar MacConkey), con incubacion a 37°c durante 24h.

5.3 CRITERIOS DE SELECCION E IDENTIFICACION BACTERIANA

Se tomaron en consideracion todo cultivo bacterioldégico positivos para Enterobacterias
(n=50), presentando un recuento igual o mayor de 10°UFCs/ml, en cultivo con un solo tipo de
colonia, ademas de cultivos con 2 0 mas tipo colonias en las que el recuento total sobrepasa
10° UFCs/ml, pero que individualmente cada grupo tiene un recuento mayor a 102 UFCs/ml‘"
*_Las cuales fueron identificadas mediante pruebas bioguimicas convencionales segin las

recomendaciones descritas en el manual de procedimientos bacteriologicos del MINSA (7.5,

A todos los aislados se les realizd prueba de susceptibilidad antimicrobiana para los
antibioticos Ceftacidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Nitrofurantoina (NIT), Gentamicina
(GM), Trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT) y Ciprofloxacina (CIP). utilizando el método de
Kirby-Bauer y considerando las recomendaciones del CLSI y del MINSA %Y. Asi mismo se
realizd la basqueda de aislado productores de enzimas betalactamasas (BLEE); esto se realizd
mediante el método de triple disco, utilizando dos cefalosporinas de tercera generacion
(ceftriaxona y ceftazidima) mas Amoxicilina/Acido Clavulanico (AMC)segln las
recomendaciones del CLSI y del MINSA" %Y. AMC solo se utiliz6 para la deteccion
fenotipica de BLEE, no se evalud su susceptibilidad. A las bacterias productoras de BLEE
también se les evaluo su susceptibilidad a Amikacina (AK), Acido nalidixico (NAL), Colistin
(CL) y Carbapenems (Imipenem, IPM y Meropenem, MEM). Un total de 19 asilados fueron
identificados como productores de BLEE, los cuales fueron almacenados en caldo cerebro

corazon con glicerol al 20% a 4°C para su posterior analisis.
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5.4 TIPIFICACION BIOQUIMICA MEDIANTE MOTODO PHP-RE
La determinacion de fenotipos bioquimicos se realiz6 por el método de PhP-RE (Phene-Plate,

http://www.phplate.se), de acuerdo al procedimiento descrito por manufactura. Este sistema

consiste en unidades de microplacas que contienen 96 pocillos con 11 reactivos
deshidratados, puestos en paralelos en un total de 8 filas permitiendo un alto nivel de

discriminacion bioquimica entre los aislados bacterianos. (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplo de tipificacion con el sistema PhP, reacciones e imagenes al analisis: a)
Reacciones de 8 aislados bacterianos ante 11 reactivos (2-12) en microplacas PhP-RE; b)
Cuantificacion de las reacciones que presentan el patrén bioquimico de cada aislado ensayado
(A-H). Contenido de pocillos (columnas 1-12, en su orden respectivo): pocillo de
inoculacion, Celobiosa, Lactosa, Rhamnosa, Deoxyribosa, Sucrosa, Sorbosa, Tagarosa, D-
Arabitol, Raffinosa, Gal-Lactona, Ornitina. c) Lista de fenotipos obtenidos (PhP); d)
Representacion gréafica (dendograma) de los aislados A-H de cada muestra. Adaptado de

Reyes, D.®?

Procedimiento del método utilizando el sistema PhP-RF
1. Preparacion del medio de suspension conteniendo 0.1% de peptona, 0.0016M de buffer
fosfatado y 0.011% de azul de bromotimol (PhenePlate; http://www.phplate.se).

2. Se dispensa 350 ul del medio en la primera columna (pozos de inoculacion) y 150pl en el
resto de los otros pocillos del plato.
3. Inoculacién de colonias bacterianas (seleccionadas aleatoriamente una colonia para cada

pocillo) en la primera columna de cada microplaca.
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4. Transferencia de 15l de la suspension bacteriana de la primera columna a las
columnas conteniendo los reactivos de prueba, Posteriormente, todas las microplacas
fueron colocadas en cdmara humeda (utilizamos contenedor plastico con tapa y papel
tolla humedecida) e incubadas a temperatura de 37°C.

5. Realizacion de las mediciones colorimétricas de las reacciones bioquimicas generadas por
cada aislado bacteriano, durante el periodo de incubacion (16, 40 y 64 horas). Utilizando
un Escéner (HP-Scanjet 4389), para capturar imagenes, que fueron convertidas a datos
numéricos, utilizando un sistema automatizado de computacion (PhPWin-Software

version 6.0; http://www.phplate.se).

6. Andlisis de datos (lecturas obtenidas de cada aislado bacteriano), para agrupar a los
aislados de Enterobacterias con un coeficiente de similitud superior o igual a 0,975
dentro de grupo fenotipico especifico.

Los aislados que mostraron iguales patrones bioquimicos se les asignaron el nombre de

Fenotipos Comunes (FBc) y a los que no presentaron similitudes con ninguno de los aislados

se denominaron Singles 0 no comunes (FBsi).

5.5 CARACTERIZACION DE GENES CODIFICADORES DE BLEE

Todos los aislados con produccion de BLEE previamente guardados (n=19), fueron
recultivados en medios de agar MacConkey para realizar suspensiones de aislados
bacterianos y caracterizados utilizando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y el
sistema PhP-RE.(" >V

Deteccion de genes blaspy, blatem Y blactx-m Y blaoxa mediante PCR maltiple
Extraccién de ADN

Para este proceso se realizé una suspension de colonia en 500ul de PBS 1X esteéril, para una
densidad 4 de MacFarland y hervidas durante 20 minutos a 100°C, seguidamente fueron
centrifugadas a 14,000 rpm por 3 minutos para sedimentar los restos celulares, utilizando el

sobrenadante como muestras de ADN para la realizacion del PCR.

La deteccion de genes codificantes de BLEE, se realizo utilizando cebadores universales,

siguiendo el procedimiento descrito por Fang et al. ®®(Tabla 1).Como control positivo para la
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deteccion de los genes se utilizé una cepa previamente analizada en este estudio (muestra 4,

Klebsiella spp).

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccion de genes que codifican para

betalactamasas de espectro extendido.

Objetivo Secuencia (5°-3") Producto

blasny f: CTT TAT CGG CCCTCA CTC AA 273pb
rr AGG TGCTCATCATGG GAA AG

blarem f: CGC CGC ATACAC TAT TCT CAG AAT GA 445pb
rr ACG CTCACCGGCTCC AGATTT AT

blacTx-m f: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 593pb
r TGG GTR AAR TARGTS ACC AGA AYC AGC GG

f: ACACAATACATATCAACTTCGC
blaoxa rr AGT GTGTTT AGAATG GTG ATC 813pb

Para la amplificacion del ADN bacteriano se prepard una mezcla de reaccion de 25 pl con
puReTagReady-To-Go PCR Beads (GE Healthcare UK). Cada mezcla de reaccion consistia
en 2 ul de lisado bacteriano, 20 pl de agua milliQ y 0.5 pl de cada cebador a 10 UM para una
concentracion final de 0.2uM. (Tabla 2).

La amplificacion por PCR se realizd con las siguientes condiciones de termociclado: 95°c
por 5 minutos , 30 ciclos de 94°c por 30 segundos, 6°c por 90 segundos, 72°c por 1 minuto y

una extension final de 72°c por 10 minutos. (Figura 2A).

Para la deteccion de los grupos blactx-m-1, blactx-m-2,blactx-m-9 ¥ blacrtx-m-g Se realizé PCR

Gnica, siguiendo el procedimiento descrito por Pitout et al * (Tabla 3).

Anielka Medina / Hortencia Gonzalez 23



Caracterizacion Fenotipicay Molecular de Enterobacterias

Tabla 2. Mezcla para PCR para la deteccién de genes blatewm, blaspy, blaoxa y blactx-m.

Material ML por reaccion Concentracion final
blaCTX-Mf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaCTX-Mr 10 pM 0.5 0.2 uM
blaTEMf 10 pM 0.5 0.2 uM
blaTEMr 10 pM 0.5 0.2 pM
blaSHVf 10 pM 0.5 0.2 uM
blaSHVr 10 pM 0.5 0.2 uM
blaOXAf 10 pM 0.5 0.2 pM
blaOXAr 10 pM 0.5 0.2 uM
Agua MilliQ 19

ADN bacteriano 2

Volumen total 25

Tabla 3. Cebadores utilizados para la deteccion de grupos especificos para genes
blaCTX-M-1, 2,9y 8.

Objetivo Secuencia (5°-3") Producto
CTX-M f: GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499pb
Grupo 1 rr AGCCGCCGACGCTAATACA

CTX-M f: GCG ACCTGG TTA ACT ACAATCC 351pb
Grupo 2 r: CGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC

CTX-M f: GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474pb
Grupo 9 rr GTAAGC TGA CGC AAC GTC TG

CTX-M f: CGCTTT GCC ATG TGC AGC ACC 307pb
Grupo 8 r: GCT CAG TAC GAT CGA GCC
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Para la amplificacion del ADN bacteriano se prepard una mezcla de reaccion de 25 pl con
puReTagReady-To-Go PCR Beads. Cada mezcla de reaccion consistia en 2 pl de lisado
bacteriano, 19 ul de agua milliQ y 2 pl de cada cebador a 10 UM para una concentracion
final de 0.8uM. (Tabla 4).

Tabla 4. Mezcla de PCR para a deteccion de grupos especificos blaCTX-M-1, 2,9y 8.

Material ML por reaccion Concentracion final
Cebador f10 pM 2 0.8 uM

Cebador 10 pM 2 0.8 uM

Agua MilliQ 19

ADN bacteriano 2

Volumen total 25

La amplificacion por PCR para grupos especificos de blacrx.m Se realizd con las siguientes
condiciones de termociclado: 96°c por 15 segundos, 24 ciclos de 96°c por 15 segundos, 55°c
por 15 segundos, excepto para blactx-m-o (62°C por 15 seg) 72°c por 2 minutos y una

extension final de 72°c por 10 minutos. (Figura 2B-C).

El equipo que se utilizd fue el DNA ThermalCyclerGeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, Foster City, CA).

Los productos de PCR amplificados se sometieron a electroforesis en un ge de agarosa al
1.5% en 1X tampon TAE, usando el marcador de peso molecular de 100 pb (New England

Biolab), fue expuesto a luz ultravioleta y fotografiado para su posterior analisis.
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A. 30 ciclos
a5% a4
2% T¥e
15 min 30 seq 2% .
Tmin | 10 min .
c
90 seq L
a
B. 24 ciclos C. 24 ciclos
I I | |
96°¢ | 96°c 96°% | 86°c
T2% T2%
16seg | 15 seg 16seg | 15seg 52
55°%¢ 2 min 2z min
15 seg 4% 15 seg 4°c
4] a

Figura 2. Programa de amplificacién. A) blatgm, blasyy, blaoxa y blactx-m. B) Grupos
especificos de blaCTX-M-1, 2y 8. C) Grupo especifico CTX-M-9.

5.6 ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO

Este estudio fue dirigido al cultivo bacterioldgico, solo se consider6 el consentimiento verbal
del paciente para acceder a informacién (edad, género, tratamiento antimicrobiano previo).
No hubo intervencion invasiva para la toma de muestra y solo se utilizé el aislado bacteriano,
por lo que no se remitié al comité de ética. Sin embargo se solicitd permiso a la direccién del
departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Médicas para la

realizacion de este trabajo.

5.7 ANALISIS DE LOS DATOS

Estadistica descriptiva. Los datos se procesaron en programas de computacion: Whonet
version 5.6, PhP-Win version 6.0, Excel para Windows, SPSS version 15.0 para Windows;
La informacion se agrupd en tablas y gréficos de acuerdo a la distribucion de variables.
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Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Escala
Edad Tiempo transcurrido desde 1. <15
el nacimiento hasta la toma 2. 16-50
de muestra. 3. 51-70
4, >70
Género Caracteristicas  bioldgicas 5. Masculino
que distinguen al macho y a 6. Femenino
la hembra.
Métodos diagnoésticos  Método o técnica empleada 1. Pruebas bioquimicas.
para la  identificacion 2.Método de Kirby-Bauer.

bacteriana y su perfil de 3. Sistema PhP-RE.

resistencia 4. Deteccion de genes bla por
PCR.
Resistencia Capacidad de ciertas cepas 1.Sensible
de bacterias para desarrollar 2.Intermedio
tolerancia a antibidticos 3.Resistente
especificos.
Betalactamasas de Produccion de enzimas que 1. Positivo
espectro extendido confieren resistencia a todos 2.Negativo

los betalactamicos, excepto

cefamicinas y carbapenems.

Multirresistencia Resistencia a mas de 3 1.Si

familias de antibioticos 2.No
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6 RESULTADOS

Durante el periodo Junio-Octubre 2012, se logrd captar un total de 150 muestras para
urocultivos, obteniendo crecimiento bacteriano positivo para Enterobacterias en el 33.3% de
las muestras analizadas, en el 66.7% no hubo crecimiento bacteriano. Los urocultivos
positivos fueron en su mayoria, de pacientes entre las edades de 16-70 afios (rango, 9 meses
a 73 afos).El 88% de los aislados bacterianos provenian de muestras del género femenino. El
microorganismo que se aislo con mayor frecuencia fue E. coli (64%), seguido de Klebsiella
sp. (16%), Proteus sp. (12%), Acinetobacter spp. (6%) y Enterobacter spp. (2%) (Tabla 5).

El analisis de resistencia antimicrobiana se realizé mediante el método de Kirby-Bauer, los
aislados de E. coli (n=32) mostraron altos porcentajes de resistencia frente a los antibi6ticos
testados, CIP (60%), SXT (56.6%), CRO (50%) y CAZ (43.3%). Los aislados de Klebsiella
spp (n=8) fueron altamente resistentes a NIT (71.2%). Proteus spp mostrd resistencia a
CAZ, CRO, CIP (80% para cada antibidtico) y NIT (60%). Los aislados de Acinetobacter
spp mostraron resistencia a NIT (100%), el aislado de Enterobacter spp fue susceptible a
todos los antibidticos testados. El porcentaje de microorganismos que presentaron
multirresistencia fue de 52% (26/50) (Tabla 5).

El tamizaje para la deteccion de bacterias productoras de BLEE se realizd mediante el
método de triple disco (CAZ+AMC+CRO), permitiendo identificar la produccién de estas
enzimas en el 38% de las bacterias analizadas (19/50), siendo todas estas bacterias sensibles
a los Carbapenems evaluados (IPM, MEM) (Tabla 5).

En las bacterias productoras de BLEE se observaron 9 patrones: CAZ+CRO+SXT,
CAZ+CRO+CIP+GM, CAZ+CRO+SXT+CIP, CAZ+CRO+SXT+GM,
CAZ+CRO+CIP+GM+NIT, CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT, CAZ+CRO+SXT+CIP+GM,
CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT+GM y CAZ+CRO+SXT+CIP+GM+CT, siendo el mas
prevalente CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT+GM (26.3%) (Tabla 6).

A todos los aislados bacterianos que fueron identificados como productores de BLEE se les
realizd la caracterizacion de patrones bioguimicos y deteccion de bla-genes que codifican
para la produccion de enzimas CTX-M, TEM, SHV y OXA.
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Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion, Distribucion de Enterobacterias y su Perfil de Resistencia

Enterobacterias

n=50(%) BLEE

Caracteristicas E. coli Proteus spp Klebsiella spp Acinetobacter spp Enterobacter spp Total n=19 (%)
n=50 (%0)
Género
Femenino 28 (56) 5 (10) 7(14) 3(6) 1(2) 44 (88) 15 (78.9)
Masculino 4 (8) 1(2) 1(2) 6 (12) 4 (21.1)
Grupo etareo
<15 afios 1(2) 1(2) 1(2) 3(6)
16-50 afios 14 (28) 2(4) 3(6) 3(6) 22 (44) 7 (36.8)
51-70 afios 13 (26) 2(4) 5 (10) 20 (40) 8 (42.1)
>70 afios 4 (8) 1(2) 5(10) 4(21.1)
Microorganismos Perfil de Resistencia BLEE
Antibiéticos* (%) n=19 (%)
CAZ CRO SXT CIP GM NIT
E. coli (n=32) 43.3 50 56.6 60 333 10 13 (40.6)
Klebsiella spp(n=8) 28,5 28.5 42.2 42.2 14.2 71.2 2(25)
Proteus spp (n=6) 80 80 60 80 40 60 4 (66.7)
Acinetobacter spp (n=3) 100
Enterobacter spp(n=1)
Microorganismos Perfill de resistencia de bacterias productoras de BLEE a antibidticos de segunda eleccion
Antibidticos** (%)
AK NAL IPM MEM

E. coli (n=13) 50 60
Klebsiella spp (n=2) 50
Proteus spp (n=4) 100 100

*CAZ, Ceftacidima; CRO,'Ceftriaxona; CIP, Ciprofloxacino; GM, Gentamicina; NIT, Nitrofurantoina; SXT, Trimetoprim-Sulfametoxazol.
**AK, Amikacina; NAL, Acido nalidixico; IPM, Imipenem; Meropenem
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Tabla 6. Patrones de Resistencia Antimicrobiana.

Patrones de Resistencia N=19 %

CAZ+CRO+SXT 2 10.5
CAZ+CRO+CIP+GM 1 5.3
CAZ+CRO+SXT+CIP 2 10.5
CAZ+CRO+SXT+GM 2 10.5
CAZ+CRO+CIP+GM+NIT 1 5.3
CAZ+CRO+SXT+CIP+GM 2 105
CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT 3 158
CAZ+CRO+SXT+CIP+NIT+GM 5 26.3
CAZ+CRO+SXT+CIP+GM+CT 1 5.3

El estudio para la identificacion de genes blacrx.m, blatem, blasyy Yy blagxa se realizo
mediante PCR mdltiple. La expresion de genes que codifican para enzimas BLEE se detectd
en el 78.9% (15/19), siendo el 21.1% (4/19) negativos para los genes estudiados. De los
aislados positivos para cualquiera de estos genes, el 100% (n=15), codificaban para la enzima
tipo CTX-M, el 46.6% (7/15) para la enzima tipo TEM, el 33.3% (5/15) para OXA y el
13.3% (2/15) para SHV. (Figura 3A)

El 53.3% de los aislados bacterianos analizados codificd solo para la enzima tipo CTX-M,
el13.3% codifico para enzimas CTX-M/TEM, el 20% codificé para enzimas CTX-

M/TEM/OXA y el 13.3% para CTX-M/TEM/SHV/OXA (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de genes blactx-m, blatem, blaspy Y blaoxa en los aislados bacterianos

analizados.
_ Enterobacterias
Genes expresados Frecuencia (%) i _
E. coli Proteus spp  Klebsiella spp
CTX-M 8 (563.3) 5 3
CTX-M/TEM 2 (13.3) 1 1
CTX-M/TEM/OXA 3 (20) 3
CTX-M/TEM/SHV/OXA 2 (13.3) 2
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A todos aquellos aislados bacterianos positivos en el PCR mudltiple para la produccion de
enzimas CTX-M (n=15), se les realizé PCR para la deteccion de grupos especificos piactx-m-1,
2, 9ys. LOS resultados muestran que el 86.6% (13/15) pertenecen al grupo CTX-M-1, el 6.7%
(1/15) fue positivo para CTX-M-2, y el 6.7% (1/15) fue negativo para los grupos estudiados.

Ninguna cepa fue positiva para genes blacrx-.m grupo 8 y 9. (Figura 3B).

En relacion a la caracterizacion bioquimica, mediante el sistema PhP-RE, los aislados de E.
coli (13/19) se agruparon en 2 grupos fenotipicos comunes (FBc) y 5 no comunes o
independientes (FBsi). Aunque se observaron 2 fenotipos comunes en patrones bioquimicos,
el primer fenotipo comln que agrupé 6 aislados de E. coli, present6 variabilidad en la

produccion de genes de resistencia bla (Figura 4).

Los aislados de Klebsiella spp (2/19) presentaron diferentes patrones biogquimicos, sin
embargo la expresion de genes bla observada fue comdn para ambos aislados. Relacionado a
los aislados de Proteus spp (4/19), fueron agrupados en un fenotipo comdn, mostrando
similitud en los genes que expresaron (Figura 4).
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A.
blaCTX-M
blaTEM
blaSHV

B.

blaCTX-M-1

“ﬁeb-—-.———— — e — — ——
B[iph T
blaCTX-M-2

Figura 3. Ensayo de PCR para genes productores de enzimas betalactamasas.

A) PCR multiple para genes blactx.m, blatem, blaoxa Yy blasyy. MM, marcador de peso molecular (100pb); ¢+,
control positivo; c-, control negativo; carril 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18, cepas que albergan
el gen blactx.m (593 pb). Carril 2, 3, 4, 12, 14, 15y 16, cepas que albergaron el gen blargy (445 pb). Carril 2, 3,
4,12 y 14, cepas que albergaron el gen blagxa (813 pb). Carril 3 'y 4, cepas que presentaron el gen blagyy (273
pb). Carril 1, 5, 10 y 19 fueron negativos para los genes examinados. B) PCR para grupos especifico del gen
blactx.m:MM, marcador de peso molecular (100 pb) C+, control positivo grupo 1; Carril 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 12,
13, 14, 16, 17 y 18, cepas positivas para blacx.m grupo 1 (499 pb); Carril 15.2, cepa céd. 15 positiva para grupo
2 (351 pb). Carril 11 fue negativo para los grupos investigados.
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Figura 4. Distribucion de aislados bacterianos productores de BLEE, utilizando el sistema PhP-RE. La figura muestras los patrones y genes de
resistencia antimicrobiana. La linea punteada vertical indica el nivel de identidad que fue determinado por la reproducibilidad del método (ID=0.975)
para encontrar fenotipos similares y/o idénticos. Los circulos azules representan los aislados de E. coli (EC) los blancos Proteus spp (PR).y los amarillos
Klebsiella spp (KL).
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7 DISCUSION

En nuestro estudio el mayor nimero de aislamientos bacterianos provenian de muestras del
género femenino (88%), siendo E. coli (64%) el microorganismo mas frecuente, seguido de
Klebsiella spp (16%) y Proteus spp (12%). Estos resultados son similares a los referidos en
diversas literaturas, p ej. Andreu y cols, en su estudio de Etiologia de la ITU Adquirida en la
Comunidad reportd que el 80.3% de los aislados bacterianos analizados provenian del sexo
femenino, siendo E. coli la mas frecuente (70.8%), seguida de Klebsiella spp (6.8%) y
Proteus spp (6.6%).

La resistencia antibidtica es actualmente un problema de importancia para la salud publica,
debido al uso generalizado e inadecuado de los diferentes antibidticos, los uropatdgenos

generalmente sensibles han ido desarrollando resistencia antibacteriana. "

Las altas tasas de resistencia contra SXT se ven como un problema mundial porque este
antibiotico es usado como primera linea en tratamiento de las ITU. Los estudios de América
latina muestran altas tasas de resistencia no sélo a SXT, sino también a otros como CIP.®* %%
60)

Se observd una resistencia de E. coli a CIP de 60%, valor que se encuentra por encima a los
encontrados en estudios realizados anteriormente por Matute y cols. en el 2004 (30%), y
Bours y cols. en el 2010(31.8%)*>*?1o que pudiese estar atribuido a la utilizacién de este
antibidtico como tratamiento de primera linea ante la presencia de una ITU sin su respectivo

antibiograma y a la presion selectiva que ha venido ejerciendo.®?

La resistencia de E. coli a SXT fue de 56.6%, este porcentaje de resistencia difiere a los

reportados por Matute y cols (64%) y Bours y cols (38.6%). (12-13)

La resistencia de E. coli observada para cefalosporinas de tercera generacion fue alta, CAZ
(43.3%) y CRO (50%), los resultados del estudio realizado por Gémez y cols, difieren al
nuestro, ya que la resistencia observada en Cefalosporina de tercera generacion fue muy baja
(2.1%). @
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Los aislados de E. coli mostraron resistencia baja a NIT (10%), independientemente de la
presencia de mecanismos de resistencia que afectan a otros grupos de antimicrobianos, sin
embargo la resistencia para este antibidtico observada en especies de Klebsiella, Proteus y
Acinetobacter fueron altas. Esto se debe a que NIT es activa contra la mayoria de bacterias
gramnegativas causantes de ITU, como E. coli y en menor grado frente a Klebsiella spp. no
tiene buena actividad contra Acinetobacter spp y Proteus spp, puesto que esta bacteria al

hidrolizar la urea, alcaliniza la orina e inactiva a la NIT. ¢

En los ultimos afios se ha detectado un aumento de Enterobacterias portadoras de BLEE en el
ambito comunitario. Nuestro estudio encontré que el 38% de las Enterobacterias aisladas
fueron productoras de BLEE, E. coli (40.6%) y Proteus spp fueron los principales agentes,
diversos estudios han reportado datos similares a los encontrados. Villegas y cols, 2011 en
América Latina realizo la investigacion SMART (Analisis de Seguimiento de Tendencias de
Resistencia a los antimicrobianos) en el que se aislaron muestras en 10 paises de América
Latina encontrando que el 26.8% de E. coliy el 37.7% de K. pneumoniae eran productores de
BLEE.

Bours y cols, realizd un estudio de resistencia en aislados bacterianos provenientes de
urocultivos en el HEODRA y centros de atencion primaria en Ledn, encontrando que el
29.5% de los aislados de E. coli fueron productores de BLEE.*® Pérez y cols, en el afio 2010,
en su estudio de frecuencia de genes blag ge en enterobacterias, realizado en Le6n y Juigalpa,
reportaron que el 27.3% de las muestras de orina analizadas eran productoras de BLEE, de

las cuales, el 90% fueron E. coli.®

En el presente estudio los genes encontrados con mayor frecuencia fueron blactx-m (100%),
seguido de blatgm (46.6%) y blapxa (33.3%). Aunque TEM se define como el gen productor
de betalactamasa mas frecuente en los afios 80 y a principios de los 90, hoy en dia hay
informes que el gen blactx-m €s el mas frecuente en muchas partes del mundo, siendo
responsable de epidemias nosocomiales y comunitarias por su rapida aparicion vy
diseminacion.®® Nuestros hallazgos coinciden con los obtenidos por Eftekhar y cols, quienes
reportaron que blacrx.m fue el gen encontrado con mayor frecuencia (31.37%), ©. Asi
mismo, Pérez y cols en su estudio de frecuencia de genes blag ez en enterobacterias,
realizado en Ledn y Juigalpa, reportaron la presencia de los genes blacrx.m Y blarem, siendo

el mas frecuente blactx-m (36.6%).
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En nuestro estudio, las cepas que albergaron los cuatro tipos genes (blactx-m, blaoxa blatem y
blasyy) correspondian a los 2 aislados de Klebsiella spp. Esta es una de las bacterias mas
comunes que muestra resistencia a multiples antibioticos en el mundo y es productora de
varios tipos de BLEE.®

Las enzimas tipo CTX-M-1 se encontraron en el 86.7% (n=13/15) de los aislados, de estos el
61.5% (n= 8/13) corresponden a E. coli, el 23.1% (n=3/13) a Proteus sp. y el 15.4% (n=2/13)
a Klebsiella spp. Solamente un aislado bacteriano de E. coli codifico para la enzima CTXM-2
(7.7%). El predominio de enzimas tipo CTX-M-1, como vemos aqui, ha sido informado
anteriormente por diversos estudios. Woodford E. y cols, encontraron que el 86.4% de los
aislados estudiados codificaban para este tipo de enzima. ©”Pérez y cols, en su estudiode
frecuencia de genes blag e en enterobacterias, realizado en Ledn y Juigalpa reportaron que
el 85.7% de las bacterias analizadas codificaban para enzimas tipo CTX-M-1 (de estos, el
88.8% correspondieron a E. coli) y el 16.6% codific para enzimas CTX-M-2. ©

En relacion al estudio de caracterizacion bioquimica de los aislados de E. coli, se logro
identificar un total de 7 grupos fenotipicos (2 comunes y 5 no comunes). Fenotipos que
poseen una alta variabilidad, la cual fue demostrada por la heterogeneidad en la distribucion
de los aislados en varios grupos fenotipicos, un dato importante es la variabilidad respecto a
la expresion de genes blag ge observada en el primer fenotipo comin que agrup6 6 aislados
de E. coli, este resultado es de particular interés y podria deberse a que estos genes se
encuentran en las Enterobacterias formando parte de integrones de clase I, que a su vez
pueden ser movilizados en plasmidos o transposones, por lo que la expansién potencial de los

mismos, no solo es de forma clonal, sino también entre distintas especies y géneros.®

Los aislados de Klebsiella spp, mostraron patrones bioquimicos diferentes, sin embargo
expresaron los mismos genes, posiblemente por la transferencia de genes intraespecie, lo
cual, podria conducir a una répida diseminacién de estos genes entre los principales

plasmidos que circulan en Enterobacteriaceae. %
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8 CONCLUSIONES

1.E. coli fue el microorganismo aislado con mayor frecuencia, mostrando un alto nivel de
resistencia a los antimicrobianos evaluados, CIP (60%), SXT (56.6%), CRO (50%) y
CAZ (43.3%).

2.El 38% de las bacterias analizadas fueron productoras de BLEE. EI gen codificador
para enzimas BLEE tipo CTX-M, fue el mas frecuentemente identificado entre

los aislados bacterianos.

3.Se identificaron 7 grupos fenotipicos de E. coli, 2 comunes y 5 no comunes, sin
embargo se observo variabilidad respecto a los genes expresados. Para los aislados de
Klebsiella spp se observaron patrones bioquimicos diferentes, pero expresaron los

mismos genes de resistencia.
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9 RECOMENDACIONES

e Ampliar estudios a nivel local y en otras zonas del pais, para conocer la prevalencia de
bacterias productoras de BLEE, examinando la presencia de genes codificadores de
estas enzimas, incluyendo cebadores para la deteccion de otros tipos de genes que no

fueron ensayados en este estudio por razones econdémicas.
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