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Resumen

El esparcimiento de Escherichia coli productoras de enzimas p-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y carbapenemasas (KPC), se ha convertido en un problema de salud
significativo a nivel mundial, por reducir ain mas las opciones terapéuticas a las
infecciones producidas por esta especie perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
Estudios recientes han mostrado una fuente alternativa de esparcimiento de E. coli
productoras de BLEE y KPC, al contaminar las aguas de recreacion (rios y océanos), por
las aguas residuales provenientes de centros hospitalarios - representando un riesgo de
dispersion de este tipo de bacteria al entorno ambiental. En vista a lo anterior, el presente
estudio describe una forma de caracterizar aislados de E. coli productoras de enzimas
BLEE y KPC a partir de muestras de aguas residuales recolectadas en el Hospital Escuela
Oscar Danilo Rosales Arguello, 3 plantas de sedimentacién y de 8 zonas de convergencia
de dichas aguas (Rio Chiquito, Rio Quezalhuaque y zonas costeras), de la ciudad de Leon.
Como método de tamizaje se realiz6 un ensayo en medios CHROMagar® Orientation
BLEE y KPC para el aislamiento presuntivo de aislados de E. coli productores de BLEE y
KPC. Los aislados obtenidos fueron analizados por el método PhenePlate (PhP)-RE, Kirby
Bauer y test de Hodge modificado para la confirmacion, agrupacion y determinacion
fenotipica de BLEE, Amp-C, asi como clasificacion de KPC, respectivamente. Un total de
746 aislados de E. coli del medio CHROMagar® Orientation BLEE y 25 aislados de E. coli
del medio CHROMagar® Orientation KPC, fueron recuperados. Se procesé el 40% de estos
aislados (n=309) por PhP-RE donde se identificaron 27 fenotipos comunes de los cuales 3
de ellos fueron fenotipos dominantes y representan el 37.9% de los aislados analizados.
Mediante Kirby Bauer se identificaron 100 aislados resistentes a cefalosporinas de 3ra y 4ta
generacion (n=86), y a carbapénicos (n=24). De estos, 73/86 aislados fueron productores de
BLEE, de las cuales 2 de ellos también fueron positivas para Amp-C, el resto de aislados
fueron negativos para estos dos mecanismos. A los aislados sospechosos de producir KPC
(n=24) se les realizo el test de Hodge y prueba de discos combinados para su clasificacion,
obteniendo que 23/24 pertenecen a metalobetalactamasa Clase B y 1/24 Clase A. Un total
de 75 aislados presuntivos BLEE codificaban los siguientes genes blatem (54.6%), blactx-m
(90.6%) y blapxa (62.6%), con coexistencia de genes observados para blactx-mtblaoxa
(38.7%), confirmado por un ensayo multiplex-PCR.
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1. Introduccién

La Escherichia coli es una bacteria que esta presente en una gran variedad de ecosistemas
incluido el tracto gastrointestinal del ser humano y de los animales de sangre caliente ¢ 2.
Este microorganismo es integrante de la flora comensal del intestino ©, sin embargo
algunas cepas son consideradas patogenas, y pueden transmitirse generalmente por
consumo de agua o alimentos contaminados, asimismo a través de carnes poco cocidas y

leche cruda @,

A nivel mundial, pero principalmente en paises en vias de desarrollo, E. coli es una bacteria
que provoca diversos tipos de enfermedades, es el principal causante de infecciones del
tracto urinario y un importante patégeno causante de diarrea . Sin embargo, el mayor
problema es que esta bacteria ha adquirido resistencia a diferentes agentes antimicrobianos
debido al uso y abuso de los mismos en los hospitales, comunidad, crianza de animales,
acuacultura y agricultura, que junto con los pobres sistemas de alcantarillado contribuyen a
la aparicion y propagacion de dichos patégenos ® ©. La Organizacién Mundial de la Salud
considera el surgimiento de bacterias antibidtico resistente como un problema grave a la
salud publica, tal es el caso del surgimiento de bacterias productoras de f-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) ") y bacterias productoras de Carbapenemasas® %, que a su vez

dificultan considerablemente la terapia antimicrobiana ©*%.

Como describimos anteriormente, E. coli puede transmitirse facilmente mediante las heces
fecales y orinas excretadas por seres humanos y animales en las aguas residuales, esta
bacteria podria ser portadoras de importantes mecanismos de resistencia codificados en
plasmido de conjugacion™ ©. Estas aguas residuales son consideradas como “Puntos
Calientes” en la trasmision horizontal de estos plasmidos, lo que contribuye su

esparcimiento y diseminacion en el medio ambiente %2417

El presente trabajo, pretende caracterizar tanto fenotipica como genotipicamente los
aislados de E. coli productores de BLEE y Carbapenemasas presentes en distintos

ambientes acuaticos de la ciudad de Leon.

1 W Gutiérrez L. & Herrera R.
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2. Antecedentes

Durante mas de medio siglo, los antibidticos han sido de mucha utilidad para el tratamiento
de diversas enfermedades infecciosas. En la década de los 40’se introdujo por primera vez
la penicilina y con ello se crefa que las infecciones bacterianas habian sido erradicadas ™®
19 La terapia con antibi6ticos habia llevado a un dramatico descenso de la mortalidad y
morbilidad, asi también en la capacidad de prevenir, curar y reducir la transmision de
enfermedades infecciosas ®. Sin embargo, pocos afios después, muchas bacterias que
podian ser tratadas facilmente, empezaron a mostrar diversas formas de resistencia a los
antibi6ticos casi tan pronto como se introdujeron los mismos en el mercado®?, dando inicio

asi a una lucha que hoy enfrentamos dia a dia: “La resistencia antimicrobiana”.

En 1983 se descubrié en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar las cefalosporinas
de mas amplio espectro (SHV-2), inaugurando el capitulo de las BLEE® 2V, En Francia,
un afio después, se describié una TEM-3 con fenotipo semejante®?. En 1989 se detect6é un
aislado clinico de E. coli con una enzima diferente a TEM y SHV, que se denomind CTX-
M-1 por su actividad hidrolitica preferente por la cefotaxima. Se considera que las
cefotaximasas CTX-M plasmidicas derivan de las penicilinasas cromosémicas naturales de
Kluyvera spp.®? Entre 1986 y 1992 aparecieron, casi simultaneamente, las primeras CTX-
M en Japdn, Alemania, Argentina, Italia y Francia. En 1991, en Turquia, y més tarde en
Francia, se detectaron por primera vez oxacilinasas, que se inhibian débilmente por el acido
clavulanico pero que conferian, por lo demas, un fenotipo similar al de las BLEE.
Resultaron ser mutantes de las betalactamasas tipo OXA.®. Estas enzimas son
comunmente aisladas en las bacterias de la familia Enterobacteriaceae y son conocidas
como BLEE @ 2 Actualmente se conocen mas de trescientos tipos de BLEE, que se
clasifican en base a su secuencia aminoacidica, la mayoria de ellas descritas por primera

vez en paises Europeos®?.

Los BLEE son particularmente peligrosos porque estan integrados en plasmidos que se
pueden intercambiar con una coleccién variada de especie bacteriana®. La amplia

distribucion geografica de las cepas resistentes a los antibidticos quizas esté relacionada

2| Gutiérrez L. & Herrera R.



Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC W 2015

con su transmision entre hospitales, depuradoras y el medio ambiente, siendo el agua la

principal fuente union entre ellos (&4 1 14.15.17. 23.24)

Un estudio realizado por Chagas y cols., en 2008, encontraron un 44% de bacterias
productores de BLEE en las aguas residuales provenientes de Hospital en Rio de Janeiro,
Brazil; donde E. coli fue uno de los microorganismos mas prevalente junto con Klebsiella
pneumonia. En este mismo estudio detectaron gen blarem, blactx-m Y blasyy en un 82, 67
and 48% de los aislados productores de BLEE respectivamente, siendo la asociacion de
blarem+blacTx-m la més prevalente con un 36% seguida por blatgm+blacrtx-wtblasyy con
un 23%%),

En 2010 Zhang y cols., aislaron 665 E. coli a partir de muestras de superficie de rios en
China, en donde detectaron genes blatem, blaoxa, blasyy y blactx-m en 51.3, 14.9, 8.7, y

17.4% respectivamente®®,

Un estudio realizado en 2013 por Korzeniewska E. y cols. en Olsztyn, Polonia afirma que
los procesos de tratamiento de aguas residuales reducen nimero de bacterias, pero que
algunas resistentes a los antibiéticos pueden permanecer en el flujo de las aguas residuales
y éstas terminan propagando resistencia en el medio ambiente. Demostré que E. coli es
capaz de sobrevivir a los procesos de tratamiento de estas aguas, detectando que maés de 2,7
x 10° UFC/mI es capaz de sobrevivir el tratamiento. En este mismo estudio se analizaron
395 muestras provenientes de aguas residuales de Hospital y aguas ambientales de los
cuales casi todos (95,7%) de las cepas de E. coli identificadas demostrado ser resistentes a
la cefotaxima. Otras cefalosporinas variaron resistencia entre 21,1% a 94,7%. Ademas,
encontraron E. coli productoras de BLEE en 76.5% de los aislados de efluentes del
hospital, 57.1% de las muestras de aguas residuales de flujo de entrada y salida, y un 44,2%
de las muestras de agua de los rios. El principal gen asociado a esta resistencia fue que
blacrx.m1 60.6%)

El estudio realizado por Kamruzzaman M. y cols., aislaron 48 muestras de E. coli de agua

superficial del medio ambiente en Bangladesh (Sur de Asia) en 2012, 20/48 muestras de

3] Gutiérrez L. & Herrera R.



Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC W 2015

E.coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion, también mostraron resistencia a
Ciprofloxacin (n=19), y trimethoprim/sulfamethoxazole (n=19). Es importante mencionar
que 19/20 aislados resistente a las cefalosporinas de tercera generacion fueron positivos

para el gen blactx.m-1s ™

Kwak Y.K y cols., analizd aguas residuales de Estocolmo en el afio 2014, donde afirma que
la planta de tratamiento estudiada expulsa un promedio de 4.6 x10* E. coli de las cuales
34% son resistente al menos a un antibiético y que 2.3% son productoras de BLEE.
Ademas, 13.6% de las muestras provenientes del hospital contienen E. coli son productoras
de BLEE®,

En Ledn-Nicaragua, entre octubre de 2008 y mayo de 2009 Amaya E. y cols., estudiaron E.
coli y su resistencia a los antibidticos en aislados de aguas residuales provenientes del
Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales Argiiello (HEODRA), en los que se encontraron
altos niveles de resistencia a ampicilina (100%), &cido nalidixico (70%), ciprofloxacina
(69%), cloranfenicol (69%) y trimetoprim-sulfametoxazol (100%). En este mismo estudio
encontraron predominio de blactx-m Y blasyyv e€n 65 y 53% respectivamente en los aislados
analizados, blargm fue positivo para el 14%, mientras que el gen blapxa no fue identificado

en las muestras del Hospital.

4 W Gutiérrez L. & Herrera R.
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3. Justificacion

La propagacion de bacterias resistentes a los antibidticos en el medio ambiente es una
amenaza para la salud humana, por tanto es de suma importancia realizar estudios para
conocer la situacion actual de este problema en Nicaragua. La E. coli, es una bacteria
dominante del intestino y a su vez es uno de los principales patégeno humano,
particularmente por considerarse un patdégeno importante de reservorio de genes de
resistencia contenido en plasmido que facilmente pueden transmitirse, aumentado de esa

manera su diseminacion a otras especies bacterianas * %1417,

Paralelo a lo anteriormente citado, es también importante la caracterizacion de las bacterias
resistentes a los antibidticos en depositos de Aguas, ya que estos lugares no sélo son una
forma de difusion de microorganismos resistentes a los antibi6ticos entre las poblaciones
humanas y animales, sino también es la ruta por la cual se introducen genes de resistencia
en ecosistemas bacterianos naturales # 115129 'ge ha demostrado que las bacterias se
vuelven resistentes a través del mal uso de los antibidticos tanto en el tratamiento médico
humano, como en la crianza de animales y agricultura, y que dentro de las fuentes
importantes del incremento y propagacion de resistencia estan los efluentes de hospitales,
alcantarillado municipal y planta de tratamiento de aguas residuales @¥; sitios que
proporcionan condiciones favorables para la proliferacion de bacterias y la propagacion de

genes de resistencia, como la produccion de enzimas tipo BLEE, AmpC y Carbapenemasas
(, 3,11, 14)

El presente estudio nos permitié obtener resultados que representan una situacion a nivel
poblacional de bacterias antibiotico-resistente, considerando que las aguas residuales son
un conjunto de muestras bioldgicas de todos los pobladores. Ademas, de la factibilidad de
intercambiar su informacién genética, lo que puede conllevar al esparcimiento de la
resistencia. Brindando por tanto una base para la implementacion de un sistema de
vigilancia alternativa de E. coli antibiotico-resistente, con el fin de determinar su probable
ruta de dispersion en la comunidad. Informacién oportuna que podrd servir a las
autoridades de salud competentes, para tomar las medidas de prevencion necesarias ante un

posible esparcimiento de este tipo de bacteria.

3) W Gutiérrez L. & Herrera R.
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4. Planteamiento del Problema

La deteccion adecuada de E. coli productoras de BLEE y carbapenemasas es crucial
para elaborar medidas de control de infecciones y la eleccion adecuada de la terapia

antimicrobiana, por ende nos hemos planteado la siguiente pregunta:

¢Cudl es la frecuencia de E. coli antibidtico-resistente en las aguas residuales y de
recreacion que circulan en la ciudad de Le6n; asi también, cudl son sus mecanismos de

resistencias asociados?

6| Gutiérrez L. & Herrera R.
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5. Objetivos

General
» Determinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de E. coli productoras de
BLEE y Carbapenemasas aisladas en muestras de aguas residuales y de
recreacion de la Ciudad de Leon.

Especificos

» Determinar E. coli productoras de BLEE y Carbapenemasas en muestras de
aguas residuales y de recreacion de Ledn.

» ldentificar Patrones fenotipicos de los aislados productores de mecanismos de
resistencia mediantes el sistema de Phene-Plate.

» Determinar mecanismos de resistencia antimicrobiana de tipo BLEE, Amp-C y
KPC, en los fenotipos mas relevantes.

» ldentificar genes de resistencia que codifican para los fenotipos de E. coli

productoras de BLEE relevantes.

7 W Gutiérrez L. & Herrera R.



Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC W 2015

6. Marco Teoérico

6.1.Generalidades estructurales e identificacion de Escherichia coli.

La E. coli es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram-negativo, de
0.5-1 um, su estructura quimica se define por proteinas flagelares y polisacaridos de
envoltura, anaerobio facultativo cuyo crecimiento 6ptimo tiene lugar a temperaturas entre
30-37°C y pH 7.2-7.5; prolifera bien a temperatura ambiente. Es encontrada como un
habitante normal de la microflora intestinal humana, comprende un grupo extremadamente
versatil y diverso de organismos. " 28 E| género Escherichia incluye una sola especie (E.
coli) la cual comprende varios grupos serologicos que se diferencian por sus propiedades

bioguimicas, antigénicas y culturales .

Se utilizan diversos métodos de identificacion, siendo los mas utilizados las pruebas de
reacciones bioguimicas (ver Tabla 1) ©. Los medios de cultivo Selectivos-diferenciales
(Ej: CLED, MacConkey y medios cromogénicos y fluorogénicos) detectan caracteres
fenotipicos bacterianos que ponen de manifiesto la presencia de enzimas caracteristicas

(Beta-glucuronidasa y Beta-galactosidasa) de grupos taxonémicos ¢ 23D

6.2.Resistencia Antimicrobiana.

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una refractariedad
parcial o total de los microorganismos al efecto del antibidtico generado principalmente por
el uso indiscriminado e irracional de éstos y no solo por la presién evolutiva que se ejerce

ol 1012115 24) | 4 resistencia antibidtica es ahora considerada un

en el uso terapéutic
problema global de salud que aumenta la morbilidad, una mortalidad y costos de tratar
enfermedades contagiosas 1% ** 32 por ende, es un problema serio en paises en desarrollo
donde las infecciones bacterianas permanecen siendo las causas principales de morbilidad y

la mortalidad, especialmente en la infancia. ©¢?

8| Gutiérrez L. & Herrera R.
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Tabla 1:1dentificacién Bioquimica de E. coli "

Prueba bioquimica % de positividad Prueba bioquimica % de positividad
Produccion de Indol 98 Fermentacion de salicina 40
Rojo de metilo 99 Fermentacion de L-arabinosa 99
Citrato de Simmons 1 Fermentacion de la rafinosa 50
Acido de glucosa 100 Fermentacion de L-ramnosa 80
Gas de glucosa 95 Fermentacion de maltosa 95
Lisina descarboxilasa 90 Fermentacion de D-xilosa 95
Arginina dihidrolasa 17 Fermentacion de trealosa 98
Ornitina descarboxilasa 65 Fermentacion de celobiosa 2
Movilidad a 36 °C 95 Hidrdlisis de la esculina 35
Fermentacion de lactosa 95 Fermentacion de melobiosa 75
Fermentacion de la sacarosa 50 Fermentacion de D-manosa 98
Fermentacion de D-manitol 98 Fermentacion de glicerol 75
Fermentacion de D-sorbitol 94 Nitrato a nitrito 100
Fermentacion de mucato 95 ONPG 95
Fermentacion de dulcitol 60 Utilizacion de Acetato 90

Entre los factores que han contribuido para esta amenaza es el aumento en el uso de
antibidtico (el control sub-6ptimo de la venta, la calidad, asi como también el uso de
antibidticos en la medicina humana y animal), mayor movimiento de personas, cambios
medioambientales, y aguas residuales pobres y redes fluviales"® **> 2% 32 por tanto, los
antibioticos han sido integrados a la vida cotidiana de la poblacion y se utiliza a “gusto y
antojo” sin preocupacion de sus efectos™®. Ademas, los antibiéticos han sido incorporado
al arsenal terapéutico empleado en la agricultura y ganaderia, donde su control es mucho
menor que en la Medicina ¢ 3. Con el poco control que se ejercen sobre los antibiéticos,
mas la facilidad que tiene las bacterias de compartir genes de resistencia dia a dia esta
problematica aumenta considerablemente, en cual las aguas juegan un papel fundamental

tanto en la diseminacién como en potencializar el intercambio genéticot: 14 5 17:24)

9| Gutiérrez L. & Herrera R.
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6.2.1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Los mecanismos de resistencia antimicrobiana en bacteria Gram negativa son muy variados
y cierta cantidad ellos estd mediada por un plasmido mévil ©*. Estos mecanismos
incluyen la pérdida de porinas (reduce el movimiento de antibidtico a través de la
membrana plasmatica), la presencia de [- lactamasas en el espacio del periplasmico
(degradan el anillo - lactamico), la expresion de una bomba de eflujo (expela el antibidtico
de la bacteria antes de que pueda hacer efecto); la presencia de enzimas que modifican el
antibidtico (hace al antibidtico incapaz de interactuar con su blanco); las mutaciones del
sitio del blanco (que previenen el antibi6tico de aglutinarse para su sitio de accién); las
mutaciones ribosomal o las modificaciones (que previenen el antibidtico de aglutinarse) y
la sintesis de proteinas; los mecanismos metabdlicos de circunvalacion son los que usan
una enzima resistente alternativa para pasar por encima del efecto inhibitorio del
antibidtico; y una mutacion en el lipopolisacarido, que da la clase de la polimixina de
antibioticos.®*

6.2.1.1. Bombas de Eflujo

Las bombas del efluvio juegan un papel clave en la resistencia antibidtica y también el otro
de saque funciona en bacterias como el cafién de la chimenea de nutrientes esenciales e
iones, excrecion de productos finales metabolicos y las sustancias perniciosas asi como
también la comunicacion entre celdas y el medio ambiente. Este mecanismo de resistencia
es una preocupacion principal porque una sola bomba del eflujo puede producir una

resistencia simultanea para varios antibiéticos ¢*%.

6.2.1.2. La permeabilidad exterior de la membrana
La membrana de bacteria Gram negativa es una barrera formada por compuestos
hidrofobos e hidréfilos. Combinando un biestrato altamente lipido hidréfobo con proteinas
que forjan poro de propiedades especificas de excepcién de tamafio, La membrana actla
como una barrera selectiva. Las propiedades de permeabilidad de esta barrera, por
consiguiente, tienen un impacto principal en la susceptibilidad del microorganismo para
antibioticos, que, hasta la fecha, es esencialmente dirigido a sectores especificos en
procesos intracelulares. La existencia de tensiones resistentes a antibidticos en un gran

namero de especie bacteriana debido a modificaciones en el lipido o composicion proteica
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de la membrana ciertamente resalta la importancia de la barrera en la sensibilidad

antibidtica ©©.

6.2.1.3. Las modificaciones del blanco
Este mecanismo se basa en alteraciones de sitios bacterianos que son dirigidos a sectores
especificos previniendo asi la accion de los antibioticos. Por ejemplo la resistencia del
fluoroquinolone es atribuida a mutaciones dentro de los blancos de la droga (la ADN-girasa
y topoisomerase) ©7.

6.2.1.4. La modificacién enzimética del antibiotico
Las enzimas que modifican antibidticos antibacteriales como las B-lactamasas que degradan
antibidticos y otros (incluyendo el macroélidos y proteinas que modifican aminoglucésido)

que realizan transformaciones quimicas para dar el antibiético ineficiente 2.

6.3. Escherichia coli productoras de BLEE

Las BLEE, son una familia de enzimas producidas por los bacilos Gram negativos,
fundamentalmente enterobacterias especialmente frecuentes en E. coli. Son capaces de
inactivar, ademéas de a las penicilinas y a las cefalosporinas de primera y segunda

generacion, a las oximino-cefalosporinas y al aztreonam. %39

Las cepas productoras de BLEE son multirresistentes. Presentan resistencia a todos los
betalactamicos, excepto, a cefamicinas y a los carbapenémicos. Ademas, los plasmidos que
codifican esta resistencia portan genes de resistencia a otros antibioticos, como
cotrimoxazol, aminoglucoésidos y tetraciclinas. La resistencia de las [-lactamasas
plasmidicas es transferible, lo que posibilita la diseminacion de este mecanismo de
resistencia no sélo entre distintas cepas de la misma especie sino también entre diferentes

especies bacterianas @839,
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Hasta la década de 2000, la mayoria de las BLEE eran estructuralmente relacionadas con el
TEM- de espectro reducido y de tipo SHV-Lactamasas“?. Las mutaciones genéticas que
dan lugar a BLEE amplian el patron de resistencia parental a un fenotipo que incluye
resistencia a las cefalosporinas de amplio espectro (por ejemplo, cefotaxima [CTX] y
ceftazidima [CAZ]) y monobactamas (por ejemplo, aztreonam)“Y. Por otra parte, a finales
de 1990, sali6 a luz un nuevo tipo de BLEE, las enzimas CTX-M y fue detectada en todo el
mundo, sobre todo a partir de E. coli “**?. Mas de 50 enzimas CTX-M han sido reportados
y se pueden agrupar en cinco subgrupos principales de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos de similitud (CTXM-1, CTM-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, y CTX- M-25)“?.
La mayor parte del CTX-Ms hidroliza CTX mejor que CAZ. Sin embargo, varios CTX-Ms,
incluyendo CTX-M-15, que ahora es la enzima mas extendida en todo el mundo, también
hidrolizan CAZ eficiente***?).

En la actualidad hasta no disponer de mayor experiencia clinica procedente de ensayos
aleatorizados, el tratamiento de eleccion de las infecciones graves por E. coli productoras
de BLEE son los carbapenémicos, que son altamente estables a la hidrolisis por B-
lactamasas y que parecen ser los Unicos capaces de mantener la actividad bactericida
durante veinticuatro horas frente a altos inéculos de cepas BLEE positivas.®?

6.4. Escherichia coli productoras de p-Lactamasas AmpC

Las B-lactamasas AmpC son cefalosporinasas clinicamente importantes codificada en el
cromosoma de muchos Enterobacteriaceae y algunos otros organismos en los que median
la resistencia a la cefalotina, cefazolina, cefoxitina, la mayoria de las penicilinas, y -
lactamasa combinadas con inhibidor -lactdmicos. En muchas bacterias, las enzimas AmpC
son inducible y se pueden expresar en alto los niveles de mutacion. La sobreexpresion
confiere resistencia a cefalosporinas de amplio espectro incluyendo cefotaxima,
ceftazidima, y ceftriaxona y es un problema en el tratamiento de infecciones bacterianas,
donde un aislado inicialmente susceptibles a estos agentes pueden llegar a ser resistentes en

la terapia®®.
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Los pladsmidos transmisibles han adquirido genes de enzimas AmpC, por lo que ahora
puede aparecer bacterias que carecen o mal expresar un gen blaampc cromosomica, tal como
E. coli. La resistencia debida a plasmidos AmpC es menos comun que la produccion de
BLEE en la mayor parte del mundo, pero puede ser a la vez mas dificil detectar y mas
amplio en el espectro. Enzimas AmpC codificada es codificada por ambos genes
cromosomicos y plasmidos, también estan evolucionando para hidrolizar cefalosporinas de
amplio espectro mas eficiente. Loa Carbapenémicos generalmente pueden ser utilizados
para tratar infecciones debido a bacterias productoras de AmpC, pero la resistencia a
carbapenem puede surgir en algunos organismos por mutaciones que reducen afluencia

(exterior pérdida porina de membrana) o mejorar eflujo (activacion bomba de eflujo)* *¥

6.5. Escherichia coli productoras de carbapenemasas

La rapida emergencia y diseminacion de Enterobacteriaceae resistente a los
carbapenémicos como Imipenem y Meropenem son una considerable amenaza para la
terapia clinica del paciente y para la salud piblica®. Las cepas productoras de
carbapenemasas son resistente a todos antibidticos B-lactamicos, incluyendo cefalosporinas

y carbapenems, asi también a las fluoroquinolonas, aminoglucésidos y cotrimazoles © 9.

Las carbapenemasas se dividen en tres clases segun su secuencia de aminoacidos: Clase de
Ambler A (carbapenemasas serina); clase B (metalo-carbapenemasas); y la clase D
(carbapenemasas OXA). Dentro de estas clases, se hacen mas divisiones y se encuentran
con frecuencia nuevas variantes® 9. La réapida aparicion y propagacién de cepas
carbapenemasas productoras es causada principalmente por las epidemias de bacterias que
llevan enzimas plasmido mediada KPC (clase A), VIM-1 y NDM (clase B) y OXA-48
(clase D). Las concentraciones minimas inhibitorias de carbapenem (CIM) observadas en
los microorganismos productores de carbapenemasas pueden exhibir una variacion
considerable dependiendo del tipo y la expresion de la enzima carbapenemase, las especies
bacterianas y la presencia de otros mecanismos de resistencia tales como las BLEE,

bombas de eflujo o las AmpC® **.
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6.6. Resistencia bacteriana en aguas residuales.

Los organismos resistentes a los antibioticos entran en las aguas ambientales provenientes
de fuentes humanas y animales. Estas bacterias son capaces de difundir su resistencia a los
microbios indigenas del agua, que también pueden contienen genes de resistencia. Por otro
lado, muchos antibidticos de origen industrial circulan en las aguas ambientales, lo que

podrfa alterar los ecosistemas microbianos™®.

Tanto patdgenos de humanos y animales, como bacterias potencialmente patégenas son
constantemente liberadas desde las aguas residuales a las aguas ambientales. Muchos de

éstos contienen insertada informacién genética movil“®,

El agua constituye no s6lo una forma de diseminacion de organismos resistentes a los
antibidticos entre la poblacion humana y animal, sino también la via por la cual se
introducen genes de resistencia a ecosistemas bacterianos naturales'). En tales sistemas, las
bacterias no patégenas pueden servir como un reservorio de genes de resistencia. Ademas,
la introduccion (y acumulacion progresiva) en el ambiente de agentes antimicrobianos,
detergente, desinfectantes y residuos de contaminacién industrial, como metales pesados,
contribuyen a la evolucion y esparcimiento de organismos resistentes en aguas ambientales.
El uso intenso de antibidticos profilacticos en la acuicultura puede ser particularmente
relevante”. De lo contrario, las bacterias ambientales act(ian como una fuente ilimitada de
genes que pudieran actuar como genes de resistencia cuando entran en un organismo

patégeno™®.

Los cuatros reactores genéticos ambientales que potencializan la resistencia a los

antibioticos

Los reactores genéticos son sitios en los que se produce la ocasion para que se lleve a cabo
una evolucién genética, en particular debido a la alta conectividad bioldgica, la generacion
de variacion, y la presencia de la seleccion especifica. Més alld de los eventos

mutacionales, la variacion genética significativa se produce como consecuencia de eventos
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de recombinacién, con frecuencia como resultado de los intercambios genéticos entre los
organismos dentro de las poblaciones y comunidades. Hay cuatro principales reactores

genéticas en las que evoluciona la resistencia a los antibiéticos®)

El reactor primario esta constituido por la microbiota humana y animal, con mas de 500
especies bacterianas implicadas, en los que los antibioticos terapéuticos o preventivos
ejercen sus acciones. El reactor secundario implica los hospitales, centros de atencién a
largo plazo, granjas, o cualquier otro lugar en el que los individuos susceptibles estan
presentes y se exponen a cambio bacteriano. El tercer reactor corresponde a las aguas
residuales y de cualquier tipo de residuos bioldgicos que se origind en el reactor
secundario, incluyendo, por ejemplo, lagunas, plantas de tratamiento de aguas residuales,
en el que organismos bacterianos de muchas personas diferentes tienen la oportunidad de
mezclar y reaccionar genéticamente. El cuarto reactor es el suelo y los ambientes de aguas
superficiales o subterraneas, donde los organismos bacterianos se originaron en la mezcla
de los reactores anteriores y contrarrestan con los organismos ambientales. El agua esta
implicada como un agente crucial en todos los cuatro reactores genéticos, pero

particularmente en los Gltimos.®
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7. Materiales y Métodos

Tipo y Area de estudio

El estudio fue descriptivo de corte transversal no probabilistico por conveniencia, se realizé
en diversos ambientes acuaticos de la ciudad de Ledn, ubicando las areas de estudios en
puntos estratégicos para un mejor seguimiento del esparcimiento bacteriano. Las areas de
estudios fueron analizadas entre Marzo-Agosto 2015, considerando los siguientes puntos el

muestreo:

Imagen 1. Distribucion de la zona de muestreo en la ciudad de Ledn

a® - Sitios de Muestreo :

Ho: Hospital W*‘\r‘
PS1: Planta Sutiaba s ; >
PS2: Planta Cocal : : /

PS3: Planta San Isidro

PP: Punto de partida a seguimiento
de Rio 1

Rio 1: Rio Chiquito 7 s :
Rio 2: Rio Quezalhuaque S . s |23 ey
ZC: Zonas Costeras # s

o=
Rio 1

o 1.000 2000 4.000 Meters
02/08/2015 L I L L - L L 1

Tanto de PS1 y PS2 se muestrearon en sus afluentes como efluentes. PS3 por problemas de
funcionamiento solo se muestre6 en sus afluentes. PP fue tomado en consideracion para
hacer un contrastes entre las aguas de Riol previo al efluentes de PS1 y PS2 (los cuales

desembocan en este mismo Rio) con las aguas posteriores al desaglie de estas plantas.
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7.1.Recoleccion y Procesamiento de la muestra.

La recoleccion de las muestras provenientes de las areas en estudio se realizo en intervalos
de tiempo, se recolectd6 75 mL cada 15 minutos utilizando tubos Falcon de 50 ml en un
lapso de dos horas; y de esa manera tener un volumen final de 600 mL, el cual fue
transportado en botellas de plasticos estériles de 1000 mL. Todas las muestras recolectadas
fueron transportados en termos a una temperatura de 4-8°C al Laboratorio de Microbiologia
y Parasitologia del Campus Médico (UNAN, Le6n) para su respectivo analisis.

(Informacion detallada en Anexo Imagen 1)

Para el aislamiento de E. coli sospechosas de ser productoras de BLEE y Carbapenemasas,
se realizo cultivo bacteriano de las muestras mediante la técnica de filtracion utilizando
membrana de Ester-Celulosa de 47 mm de didmetro con poros de 0.45 pm, en ellas se
filtr6 un volumen de 50 mL de las diluciones preparadas, posteriormente la membrana fue
colocada en medios cromogénicos con suplementos (CHROMagar® ESBL y CHROMagar®
KPC), que son medios enriquecidos, selectivos y diferenciales para aislamiento de bacterias
sospechosas de ser productoras de BLEE y Carbapenemasas, respectivamente; éstos medios
se incubaron por 20-24 horas a 37°C. Las diluciones seriadas se realizaron utilizando
Fosfato Buffer Salina (PBS) a una concentracion de 1x, estas diluciones dependieron de la
concentracion bacteriana que presentaron cada zona en estudio en cada medio utilizado;
para ello, estandarizamos las diluciones mas factibles por area y medio de cultivo. Ej: las
muestras del Hospital se filtraron utilizando las diluciones de 102 a 10 para
CHROMagar® ESBL y de 10™ a 10 para CHROMagar® KPC.

Identificacidén y Recuento de E. coli antibiotico-resistente

La identificacion presuntiva de E. coli productora de BLEE y Carbapenemasa se realiz6 en
los medios cromogénicos antes mencionados, observando las caracteristica y coloracién de
E. coli en los mismos. En ambos casos, este microorganismo adquiere una coloracion rosa
oscuro o rojiza, diferenciandolas del resto de bacterias que se encuentren en la muestra. Los

suplementos suministrados a los medios nos permitieron conocer las bacterias sospechosas
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de ser tanto BLEE como KPC, a su vez se utilizo el medio sin suplemento para tener un

recuento general de todas las E. coli presentes en la muestra.

El recuento se realiz6 tomando como base el resultado obtenido en la técnica de filtracion
en membrana. Luego de las 20-24 horas de incubacion se procedio a realizar el recuento de
colonias caracteristicas de E. coli (Rosadas) y posteriormente se calculd la concentracion

bacteriana como UFC / 100 mL de la siguiente manera:

UFc= Numeros de colonias (UFC ros_ada_s) Volumen v 100
(50 mL) x Factor de dilucion

Del crecimiento obtenido en la filtracidn de las muestras, se procedio a purificar 24 aislados
tanto BLEE como KPC de cada zona de estudio por cada mes de muestreo. Estos aislados
fueron guardados en crioviales con Infusion Cerebro-Corazon con 30 % de Glicerol a -20

°C para su posterior analisis.
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7.2.1dentificacion de fenotipos de utilizando el sistema PhenePlate
Después del finalizar el periodo de recoleccion de muestra, seleccionamos el 40% del total
de aislados purificados para ser procesadas mediante el sistema PhP-RE, la escogencia se
realiz6 por conveniencia tomando como prioridad los aislados del Hospital y los aislados

sospechosos de ser KPC, el resto de los aislados fueron seleccionados aleatoriamente hasta

completar el 40% antes establecidos.

La identificacién fenotipica de E. coli se realizo utilizando microplacas PhP-RE del sistema
PhenePlate, las cuales estan disefiadas para el fenotipado y diferenciacion bioquimica de la
bacteria (ver anexo procedimientos 1 y 2). Este sistema consiste en unidades de
microplacas que contienen 96 pocillos con 11 reactivos deshidratado (ver figura 1), puestos

en paralelo en un total de ocho filas y que permiten un alto nivel de discriminacion

biogquimico entre diversas cepas “®.

a)

o)

Figura 1. Ejemplo de la identificacion con el sistema PhP, de las reacciones e imagenes al analisis:
a) Reacciones de ocho aislados de bacterias ante once reactivos en microplacas PhP-RE; b)
Cuantificacion de las reacciones que representan el patron bioquimico de cada aislado ensayado.
Contenido de los pocillos (columnas 1-12): pocillo de inoculacién, Celobiosa, Lactosa, Rhamnosa,
Deoxyribosa, Sucrosa, Sorbosa, Tagarosa, D-Arabitol, Raffinosa, Gal-Lactona, Ornithina; ¢) Lista

de fenotipos (PhPs) obtenidos; d) Representacion grafica (Dendrograma) de los aislados A-H. “®)
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Una vez obtenidos los datos numéricos se analiz6 la base de datos con las lecturas del PhP-
RE, con el fin de agrupar a los aislados de E. coli que presenten un coeficiente de similitud
superior o igual a 0,975 dentro de grupos fenotipicos. “®. Esto nos permitié seleccionar los

aislados representativos de cada grupo para el analisis de los mecanismos de resistencia.

7.3.Confirmacion y caracterizacion de los mecanismos de resistencias

Los aislados representativos de cada fenotipo obtenido con el analisis de PhP-RE, fueron
analizados por el método Kirby-Bauer para identificar tres tipos mecanismos de
Resistencia: BLEE, Carbapenemasas y AmpC, asi también fueron testados para
identificacion de patrones de resistencia a diferentes familias de antibioticos, siguiendo las
recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos y Laboratorio (CLSI)“® (ver anexos

procedimiento 3).

Los antibidticos fueron colocados de manera estratégicos para la identificacion de
mecanismos de resistencia. Amoxicilina con acido clavulanico solo fue utilizada para
determinar sinergia de los aislados productores de BLEE. Los antibioticos utilizados para la

susceptibilidad fueron:

Sim Nombre Hg Sim Nombre Hg
CRO | Ceftriazona 30 SXT | Trimetoprim o5
sulfametoxazol

CAZ | Ceftazidime 30
CN | Gentamicina 120

FEP | Cefepime 30
FOX | Cefoxcitina 30

C Cloranfenicol 10
MEN | Meropenem 10

CIP | Ciprofloxazine 5
- AK | Amikacina 30

NAL | Acido Nalidixico 30
CT | Colistina 10

TE | Tetraciclina 30

7.4. Confirmacion de produccion y clasificacion de Carbapenemasas
Los aislados que fueron sospechosos de ser productores de Carbapenemasas, se le realizo el
Test de Hodge modificado para confirmar la produccion de estas enzimas siguiendo los

estandares del CLSI“? (ver anexos procedimiento 4)
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A los aislados confirmados de ser productores de Carbapenemasas, se les realizo la prueba
de discos combinados con inhibidores (EDTA y Acido Bor6nico) para ubicar las

carbapenemasas dentro de la clasificacion de Ambler®

. Para la clase A, el inhibidor
utilizado es el Acido Borénico y para la clase B o Metalobetalactamasas el inhibidor es el

EDTA. (ver anexos procedimiento 5)

7.5.Deteccidn genotipica de p-lactamasas por PCR convencional

Todos los aislados analizados en Kirby-Bauer para la identificacién fenotipica de p-
lactamasas, fueron procesados por PCR para la identificacion de blasyy, blatem blactx-m,
blapxa. L0s pasos del anélisis se describen en Anexos procedimiento 6

Extraccién de ADN: Se tomé una cantidad de colonia del cultivo bacteriano en estudio y
se suspendié en 500ul de PBS 1x. La suspension bacteriana fue expuesta a 100°C por 20
minutos, posteriormente se centrifugé a 13000 RPM por 3 minutos para sedimentar los
restos celulares. El sobrenadante se trasegd a un tubo Eppendorf de 1ml, debidamente
rotulado y posteriormente se guardd en refrigeracion a 4 °C hasta su uso para PCR

convencional.

Multiplex PCR: EI PCR para la deteccién de los genes que codifican para S-lactamasas se
realizd utilizando cebadores universales los cuales se muestran en la Tabla 2. Para la
amplificacion del ADN por cada tubo de PCR se agregara las cantidades de la mezcla

segun tabla 3. Utilizando el programa de amplificacion como se observa en la figura 2.
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Tabla 2: Primers que se utilizardn para la deteccion de diferentes genes de R-lactamasas en

multiplex PCR“?

Genes Secuencia (5°-3") Peso
bla f.CTT TAT CGG CCCTCACTC AA 237 b
SHY r: AGG TGC TCATCA TGG GAA AG P
bla f: CGC CGC ATA CAC TAT TCT CAG AAT GA 445 b
TEM rr ACGCTC ACCGGC TCCAGATTT AT P
bla f: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTKATG GC 593 b
CTXM | 1 TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG P
bla f: ACACAATAC ATATCAACTTCGC 813 b
OXA rr AGT GTGTTT AGA ATG GTG ATC P

Tabla 3: Mezcla para multiplex PCR

Material uL por reaccion Concentracion final
blaCTX-Mf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaCTX-Mr 10 uM 0.5 0.2 uM
blaTEMf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaTEMr 10 uM 0.5 0.2 uM
blaSHVf 10 uM 0.5 0.2 uM
blaSHVf 10 uM 0.5 0.2 uM
Agua MilliQ 20

ADN molde 2

Figura 2: Programa de amplificacion para blasyy, blatem, blactx-m, blaoxa

30 ciclos
95°C 94°C
15 min 30 seg 72°C 72°C
62°C | 1min 10min
90seg 4°C
o
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7.6.0peracionalizacion de las Variables.

Variable

Concepto

Indicador

Valor

Aguas Residuales

Escherichia coli

Sensibilidad

Resistencia

Caracteristicas
Fenotipicas

El término agua residual define
un tipo de agua que esta
contaminada con material

fecal y orina, procedentes de
humanos y/o animales.

Son bacilos gram-negativos
moviles parte de la flora normal
humana pero que pueden causar
infecciones. No forman esporas.
Incapacidad de un
microorganismo de resistir
concentraciones minimas de un

antibidtico in vitro

Capacidad de un
microorganismo de vivir aun en
presencia de los antibioticos
Reacciones de fermentacion.
Son similares entre dos 0 mas
aislados ante los 11 substratos
testados mostrando un patrén
bioguimico.

Volumen de agua
utilizada para el
aislamiento de E. coli

Crecimiento
bacteriano en medios

selectivos de cultivos

Inhibicién del
crecimiento del
aislados ante la
presencia del
antibiotico
Crecimiento

bacteriano en zonas

cercanas al Antibiotico

Matriz de similitudes
generadas por el
programa de PhpWin.

Sitio de obtencién:
Pilas de tratamiento
Afluente hospitalario

y aguas ambientales

Ausencia o Presencia

Sensible (S)

Resistente (R)

Patrén bioquimico
comun o

independiente
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8. Resultados

Entre los meses de Marzo-Agosto 2015, se realiz6 un total de 6 muestreos en las distintas

areas de estudios, segun se describe en el disefio metodologico.

Durante todo el periodo de estudio, de manera general, se realizé un recuento bacteriano el
cual mostré un total de 1.29x10° UFC/100mL de E. coli, de los cuales 4.11x10°
UFC/100mL (3.20%) y 1.67x10* UFC/100mL (0.01) fueron recuperadas en medios
CHROMagar® BLEE y KPC respectivamente, estos recuentos se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Recuento totales de E. coli obtenidos segun zonas de estudio

Recuentos
Ambientes Acuaticos  Lugar Total® % BLEE® 9% KPC®
Aguas residuales Hospital 5.13x10° 31.4 0.20
Cocal Entrada 2.19x10’ 3.95 0.00
Cocal Salida 3.12x10° 4.19 0.00
Sutiaba Entrada 2.59x10’ 4.66 0.02
Sutiaba Salida 1.61x10° 1.86 0.01
San Isidro Entrada 6.44x10° 4.02 0.00
Aguas de Recreacion  Rio Chiquito 1.79x10° 2.84 0.00
Rio Quezalhuaque 2.66x10* 2.56 0.00
Punto Inicio Rio Chiquito  2.54x10’ 3.11 0.00
Zonas Costeras 6.43x10’ 0.00 0.00
Total 1.29x10° 3.20 0.01

aRecuento de E. coli obtenidas del medio CHROMagar® Orientation expresado en UFC/100mL
® porcentajes de E.coli recuperadas en CHROMagar® BLEE en relacion al recuento total
®Porcentajes de E.coli recuperadas en CHROMagar® KPC en relacién al recuento total

8.1.Determinacion patrones fenotipicos por PhP-RE

Un total de 746 aislados de E. coli provenientes del CHROMagar® BLEE y 25 de E. coli
provenientes de CHROMagar® KPC fueron el nimero total de aislados puros obtenidos; de

los cuales el 40% (n=309) fueron analizados por PhP-RE.
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Todos los aislados de E. coli fueron seleccionados siguiendo los criterios establecidos en el
acapite de procesamiento de las muestras, estas fueron caracterizadas para identificar

patrones de fenotipos utilizando el sistema PhP-RE.

Este analisis permitio confirmar E. coli como agente de estudio, asi también permitio
identificar 27 fenotipos comunes los cuales representan el 90.6% de los aislados analizados,
de los cuales el fenotipo 3, 7 y 10 resultaron ser grupos fenotipicos dominantes. Estos tres
grupos (juntos) representan en 37.9% del numero de aislados estudiados y fueron
detectados en casi todos los sitios de muestreos (ver dendogramas de los fenotipos

dominantes en Anexos gréaficos 6-8).

Patrones Fenotipicos identificados seguin areas de estudio.

Las muestras de aguas recolectadas fueron procesadas por cada area de estudio: Aguas
residuales del Hospital, Planta de sedimentacion (Entrada y Salida de PT1, PT2 y PT3),
Aguas de recreacion (Rio 1, Rio 2, Punto Blanco y Zonas Costeras). En la Tabla 5 se
detallan los resultados expuestos anteriormente, donde se observan los fenotipos comunes e

individuales de las mismas.

Tabla 5. Fenotipos comunes e individuales segun area de estudio

Zona de estudio No. de aislados Fenotipos*
Comunes Individuales
Hospital 69 (22.4%) 8 (91.3%) 6
Plantas de Sedimentacién 201 (65%) 18 (89.1%) 22
Aguas de Recreacion 39 (12.6%) 6 (61.5%) 15

*Resultados en base a cada zona de estudio

En el Gréfico 1 se puede apreciar el dendograma de los aislados del Hospital (1a) y los
aislados de las aguas de recreacion (1b). EI Grafico 2 muestra el Dendograma de las
Plantas de Sedimentacion (representacion del 49% de todos los aislados procesado en esta

zona).
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Graéfico 1. Fenotipos de los asilados de E. coli de Hospital y Aguas de Recreacion
1a (Hospital) y 1b (Aguas de Recreacidn). Los circulos encierran fenotipos dominantes

detectados en estas zonas de estudios.

26 | Gutiérrez L. & Herrera R.



m 2015

Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC

0.8

0.7

0.6

- - T
L

J..J.,
——
oy T e gy ™ e T 1 e o0
DMCCUCCbmmcmCUMNJI &) U= =
AJMgJulml
<f
BBBWW%ME M m (0T T}
R L o M
CSSSSSSSCCCCCSSSCCCCS

-

Graéfico 2. Fenotipos asilados de E. coli en las plantas de sedimentacion. Los circulos

encierran los fenotipos dominantes detectados en esta zona de estudio.

Gutiérrez L. & Herrera R.

27|




Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC W 2015

Confirmacién de mecanismos de resistencia

De los 309 aislados analizados fenotipicamente por PhP-RE, se seleccionaron 86 (75
provenientes de CHROMagar® BLEE y 11 del CHROMagar® KPC para la confirmacién de
sus mecanismos de resistencia (BLEE, KPC y AmpC) mediante Kirby-Bauer, estos
aislados fueron seleccionados de acuerdo a los criterios establecidos en el disefio

metodoldgico.

De forma general 3 aislados resultaron negativos para la identificacion fenotipica, los 83
aislados restantes de E. coli mostraron altos porcentajes de resistencia a las cefalosporinas
de tercera y cuarta generacion (ceftriazona ceftazidime y cefepime), asi también a

ciprofloxacine, &cido nalidixico y tetraciclina (Ver Gréfica 3).

El resultado del Kirby-Bauer también demostrd que 71/75 aislados recuperados del
CHROMagar® BLEE fueron fenotipicamente positivas para la produccién de BLEE, de los
cuales dos de ellas también son fenotipicamente positivas para produccién de AmpC. 3/75
resultaron negativas y 1/75 no mostro el patron habitual de las cepas productoras de BLEE,
pero mostro resistencia a Meropenem (positiva para la produccion de Carbapenemasas por
Test de Hodge modificado). También se encontr6 que 9/11 aislados recuperados del
CHROMagar® KPC mostraron resistencia a 12 de 13 antibi6ticos probado (incluyendo
meropenem), siendo Colistine el Unico antibidtico sensible (Ver anexos Imagen 2), 2/11
aislados recuperados del CHROMagar® KPC fueron fenotipicamente positivas para la
produccién de BLEE.

De forma paralela al Kirby-Bauer, todos los aislados que se recuperaron del CHROMagar ©
con suplemento KPC (25) maés aislados resistentes a meropenem en Kirby-Bauer (1), se les
realizd el Test de Hodge modificado para confirmarlas como productoras de
carbapenemasas; de ellas, 24/26 resultaron positivas, 2/26 (ambas aisladas del
CHROMagar® KPC) resultaron negativas al Test de Hodge; sin embargo, estos aislados son

los mismos que habian sido identificados como productoras de BLEE en el Kirby-Bauer.
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Los 24 aislados confirmados productores de Carbapenemasas mediante en el Test de Hodge
modificado, fueron analizados por medio de discos con inhibidores EDTA y Acido
Bordnico para detectar su ubicacién en la Clasificacion de Ambler tal y como se describe
en el disefio metodoldgico (ver anexos imagen 3). Los resultados demostraron que 23/24
son carbapenemasas clase B o Metalobetalactamasa y tan solo 1/25 fue identificado como
Carbapenemasas de Clase A. Todos los mecanismos identificados se muestran en el
Gréfico 4.

=83 H%R m%l O%S
100,0

965 965 96,5
1 ¥ 3 92,8 —
100,0 86,7 89‘2 88,0

77,1
80,0
62,7
60,0

373398 34,9

2,9 22,9

20,0 133
35 135135 0

40,0

0,0
CRO CAZ FEP C CIP NAL TE SXT CN FOX MEN AK CcT

Grafico 3. Distribucion porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana

R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible. CRO: Ceftriazona (30), CAZ: Ceftazidime (30); CEF: Cefepime (30); C: Cloranfenicol (10);
CIP Ciprofloxazine (5); NAL: Acido Nalidixico (30); TE: Tetraciclina (30); SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol (25); CN:
Gentamicina (120); FOX: Cefoxitina (30); MEM: Meropenem (10); AK: Amikacina (30); CT: Colistina (10)

Rango de Inhibicién tomados del WHONET 5.6 (CLSI 2015)

BLEE+AMPc n=97

2%
Clase B
96%
Clase A
4%

Grafico 4. Mecanismos de resistencia identificados
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Identificacion de genes de [3-lactamasas por PCR convencional

Los 75 aislados caracterizado por Kirby-Bauer para la produccion de BLEE fueron
procesados mediante PCR convencional para la deteccion de genes de resistencia (blasny,
blatem, blactx-m Y blaoxa) y confirmar los resultados obtenidos fenotipicamente en el
Kirby-Bauer. De estos aislados se logré identificar un total de 69 blactx-m, 47 blaoxa y 41
blatem. EStos genes se encuentran distribuidos en patrones genotipicos diferentes donde el
mas prevalente fue la asociacion de blactx-w + blaoxa (Ver Tabla 7). El gen blasyy no fue
identificado en ninguno de los aislados testados. Estos genes no tienen predileccion por
fenotipos y las zonas estudiadas, sino que se encuentran diseminados en los diferentes

ambientes y fenotipos (Ver Grafico 5)

Aunque en el método de Kirby-Bauer resultaron 3 aislados negativos (fenotipicamente) el
PCR convencional mostro de presencia genes que codifican para B-Lactamasas de Espectro
Extendido en dos de los aislados, uno de ellos proveniente de la Planta 1 era portador de
blapxa + blatewm, el otro aislado proveniente del Hospital fue positivo para los genes blacrx-
m *+ blaoxa El Ultimo aislado fue negativo tanto por Kirby-Bauer como por PCR, este
aislado era proveniente del Hospital (ver Imagen 2)
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Tabla N°7 Patrones genotipico identificados por PCR (n=75)

Genotipos Individuales n (%) Patrones Genotipico n (%)
ZONA n(%)

blatem  blacrxm  blaoxa | blagxatblarem  blacrxmtblarem  blacrx.mtblaoxa  blacrx-m*blagxa+blarey

Hospital | 15(200) - - - 1(67) 1(6,7) 8(53,3) 4(26.7)
iE 3(40) - - - - 2(66,7) - 1(33.3)
PS2 ; ] ) .
Entrada | OO 3(50) 2(33,3) 1(16,7)
PS2 ; ] ) . _
Salida 221 1(50) 1(50)
PS1 2432)  2(83)  2(83) - 1(4,1) 7(29,1) 8(33,3) 4(16,7)
Entrada
PSL 114087 171) 2042) - 3(21,4) 4(28,6) 4(28,6)
Salida
PS3 - ; ) ;
Enrada | O 1(25) 2(50) 1(25)
Rio 1 7(9,3) 1(14,2) - - - 2(28,6) 4(57‘1) )

TOTAL  75(100) 4(3) 4(5.3)

2(2,7) 19(25,3) 29(38,7) 16(21,3)

Un aislado proveniente del Hospital resulto6 NEGATIVO para el andlisis genético. PP: Punto de Partida a
seguimiento de Rio 1. PS1: Planta Sutiaba, PS2: Planta Cocal, PS3: Planta San Isidro, Rio 1: Rio Chiquito

Imagen 2. Ensayo del Multiplex PCR para blaspy, blatem, blactx-m Y blaoxa

IME2 S SRRAR E5RE00 7 FeR RO 0N 110 12 S130E14 1157 167 171118819120

ESC C+ C+ C ESC

w o/

1,20: Escalera de 100 pb. 2,3: Control positivo (blargm, blacrx-m, Y blaoxa), 4,6-18: Aislados positivas
para los genes buscados. 5: Aislado Negativo. 19: Control Negativo.
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H‘2015

0s 06

07 08 09 Antibiéticos Kirby-Bauer PCR
Sample phe [cro [caz [rp [ ¢ o [wa ] m [ [ on Jrox [wen | ax [ o Jrenotipo Genotipo
SUEBIABC / i1 R R R R R R R R S S S S S Bl XM, TEM
SuEB13JIC / i1 R R R R R R R S S S S S S BUE TEM
PRIBSAEC i R R R R R R R S§ S R S S S BEEAmMPC CXMTEM
HoB1SInC / 6§ R R R S R R R S S 5 8§ S S BUE XM, oA
SuSB22InC / 6 R R R ] R R S S s s S S S BLEE CTX-M, OXA
SUEBBAGC 6 R R R S R R S R S S S S S BuEt TEM
CoEB2IC / 6 R R R R R R R R S S 5 S S BUE cIX-M, TEM
HoB12InC / s R R R t S S R S S S S S S BUE CTX-M, OXA
SIEB2ABC / s R R R {1 R R S R S S S S S BuE CTXM, OXA
RchéC/ 9 R R R S R R R S S S S S S BUEE CTXM, OXA
SIEBSALC / s R R R I R R R R S § S S S BUEE XM, TEM
suEBl)C/ 9 R R R R R R R R S S S S S BEE CTX-M, OXA
PBIBBAGC 9 R R R S5 S S R R S S S S S Bl XM, TEM
CoEB6AGC 9 R R R I R R R R S 5 S S S BUE XM, 0%
HoB22UIC / 2 s s§ S § S S S S S S 5 S S Negtvo NEGATIVO

+ ] suEB4MRC 2 R R R S R R R R S S S S S BuEE XM, TEM
™sussMac/ S R R R 1 S S R S S S S5 S S BUEE cm
T SuSBLInC / Si R R R R R R R R S S s s S BLEE CTX-M, OXA, TEM
vdjch812ic/ S R R R I S S R S S S S S 5 bk TEM
1:— / si R R R R R R R R S S s s S B XM, TEM
L——!—-_ | SuSB10ARC si R R R R R R _R__R__S S S S5 S Bt CTXm, TEM
SUEBGALC / 3 R R R | R R R S5 S S S S S5 BUE CTX-M, OXA
CoEB1ABC / 3 R R R R R R R S S S S S S BUE CTX-M, OXA, TEM
RChBBADC / 3 R R R I R R R R S S S 5 S BuE CTX-M, OXA
SUEB7InC / i R R R R R R R R S S S S S BUE CTX-M, OXA, TEM
RChB2M2C 3 R R R R R R R R S S S S S BUE XM, TEM
SuEBMaC/ 3 R R R R R R R R S S S S S BUE CIX-M, OXA, TEM
susBlMaC/ 3 R R R R R R R R S S S I S BUE CTX-M, OXA, TEM
HoB23AgC 3 ® R R R R R R S S S S S S BuE XM, OXA
SEBl2Mac/ 3 R R R R R R R R S S S S S BUE CTX-M, OXA, TEM
HoBLINC / 3 R R R | R R R S S S S S S BuE CTX-M, OXA, TEM
SUEB7AEC 3 R R R 1 R R R 5 § S S 5 5 e cnem
| susB2AgC 3 R R Rt R _R_R S S 5 S S S BIE CTX-M, OXA, TEM
CoEBSMaC/ 4 R R R I R R R R S S S S 5 BUE OXAy CTX-M
frees =1 suEBIIC / 4 s s s S S S R R S5 S 5 S S Negtw OXA, TEM
b1 PBIB2AGC ss R R R | S R R R S S S 5 S BUE CTXM, OXA, TEM
== HoB&InC / s R R R I S S R R S S 5 § S BEE CTX-M, OXA
. (YSuEBI3ABC / S R R R R R R R S S S S S S BUE XM, TEM
11 Y suss1sinc / 5 R R R R R R R R S S S S S BUE CTX-M, TEM
CoEBGMaCc/ S R R R R R R R I S I S S S BUE CTX-M, TEM
| SUSBEARC 5 R R R ! R R R S S S S S S__BLEE XM
HoB1MaC / R R R | R R S S § S S 1 5 BUE CTX-M, OXA
HoB2AgC 1 R R R | R R S § S S5 § .S S5 BEE CTX-M, OXA, TEM
HoB3AgC 1 R R ®& I R R S S S S S S S BUE XM, Oxa
SUEBSAGC % R R R ! R R S I S S S S S BUE XM, XA
HoB17AgC 0 R K R | R R S S S S S S S BUE CTX-M, OXA, TEM
HoB26JIC / 6 s S S S S R S S S S S S S RNegtw CT-M, OXA
B SuEB1I7Mac/ 10 R R R S R R R R S S S S S BUE CTX-M, OXA
RChBIM2C 10 R R R S R R R R & 8§ S S 5 BUEE M, OXA
CosB22InC/ 10 R R R S R R R R S S 5 | S BLE CTX-M, XA
SuSB7AGC % R R R S R R R R 5 S S S S BUEE TEM
= SUEB2MZC £ 3 L 3 TR 3 | a— T 1 S 3 T BUT T
sy SUEBIAGC ss R R R | R R R R S S S S 5 BUE CTX-M, TEM
st HoB12/1C / s R R ® | R R R R S 5 S S S BUE CTXM, OXA
Lf—'i SuSBIAGC ss R R R I S R S S s s S S S BUEE XM, TEM
- s R R R R R R R R S S S S S BUEE CTX-M, OXA, TEM
| SUEBGAGC si R R _R R _R_R_R_R_R__R_ R __R S KPC/aseB _ CTXM,OXA
SusB20AbC/ 7 R R R S R R R S S S 5 S S BLEE CTX-M, OXA
SufBOMaC/ 7 R R R I R R R R S S S S S BLE CTX-M, OXA, TEM
SuEB22nC/ 7 R R R S R R S R S S S S 5 BUE CTX-M, OXA
SIEBSINC / 7 ®R R R S R R S R S 5§ S | S BUEE CTX-M, OXA
SuSBSAGC 7 ®R R R !t R R S 5 5 S S S S BUE CTX-M, OXA
SuEB2AgC 7 R R R s R R s R S s s S S BLEE CTX-M, OXA
CoSB2AC 7 R R R R R R S R S S S S S BIE CTX-M, OXA, TEM
HoB18AgC i2 R R R 1 R R R S S S s s s BuEt CTXM, OXA, TEM
st SuSBSAGC 2 R R R S R R R R S S S S 5 BUE CIX-M, OXA, TEM
HoB25)IC / 8 R R R R R R R R S | S5 S S BUE OXA, TEM
SuEBl6Mac/ & R R R S R R R R S S S S S BUE XM, TEM
Wi HosLIIC / 8 R R R R R R R R S S S5 S 5 BUEE CTXM, TEM
+ bt SuEBAINC / 8 R R R S R R R R S S S 1 S BUuE XM, OXA
CoEB23MaC/ 11 R R R I R R R R S | s S S B XM, TEM
—E SuSB1AgC 1 R R R R R R R R S R S 5§ S BLEEAmPC  CTXMOXA
e sueB1agC 4 R R R | R R S S S S S S 5 BUE M, TEM
=1 RChB1AgC ss R R R R R R R R S S S 5 S BLE XM, TEM
L——-———-I— RChBAMZC ss R R R I R R R R S S S S S B CT*-M, OXA

Gréfico 5. Dendograma representando grupos fenotipicos de 75 aislados procesados por

PhP, Kirby-Bauer y PCR. Los recuadros agrupan los fenotipos dominantes a lo largo del

estudio.

R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible. CRO: Ceftriazona (30), CAZ: Ceftazidime (30); CEF: Cefepime (30); C: Cloranfenicol (10); CIP
Ciprofloxazine (5); NAL: Acido Nalidixico (30); TE: Tetraciclina (30); SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol (25); CN: Gentamicina (120);
FOX: Cefoxitina (30); MEM: Meropenem (10); AK: Amikacina (30); CT: Colistina (10)Rango de Inhibicion tomados del WHONET 5.6

(CLSI 2015)
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9. Analisis de Resultados

La amplia distribucion de las cepas resistentes a los antibidticos esta relacionada con la
transmision entre hospitales, medio ambiente, plantas de tratamientos y aguas residuales; en
donde diferentes articulos han hecho énfasis en ello y relacionan a las aguas como el

principal vehiculo de unién entre ellos, lo que facilita su esparcimiento (3 # 1% 1415, 24,50,
51)

En muchos paises en vias de desarrollo, las ventas no regulada y dispensacion de
antibidticos es muy comun, tanto que; hoy en dia, los antibi6ticos no sélo son utilizados
para la terapia clinica, sino también para la crianza de animales y la agricultura®”, por tal
razon es importante no solo tener en cuenta la contribucion de los efluentes del hospital,
sino también la contribucion de la comunidad en la introduccion de las bacterias resistentes

a antibioticos en el medio acuatico® ®.

Haciendo uso del sistema PhenePlate-RE se logréd identificar un total de 27 fenotipos
comunes, de los cuales tres de ellos son fenotipos dominantes y representan el 37.9% del
total de analizados, todos ellos fueron encontrados en 8 de los 10 ambientes acuéticos
estudiados y se sabe que son fenotipos antibidticos resistentes. Estos datos nos corroboran
que las aguas residuales y de recreacion son el principal vehiculo de diseminacion de este

tipo de bacterias.

En el presente estudio, se detectaron E. coli productoras de BLEE en el 31.4% de los
aislados provenientes del hospital, 3.7% de los aislados provenientes de las plantas de
sedimentacion, 2.8% en aislados de los rios y 0% de las zonas costeras. El porcentaje de
BLEE obtenidas en el hospital concuerda con los resultados de Amaya E y cols., realizados
en el 2010 en el mismo sitio, en el que encontraron un 36% de E. coli productoras de
BLEE®, pero difieren con los valores publicados por Korzeniewska E. y cols., quienes
encontraron un 76.5% de E. coli BLEE en el hospital de Olsztyn, Polonia en el 2013V,
Otro estudio realizado por Kwak Y y cols., encontraron 13.6% de E. coli productoras de

BLEE en el hospital de Estocolmo, Suecia . Estos datos podrfan indicar que las aguas
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residuales de los hospitales son uno de los principales aportadores de bacterias resistentes al

entorno ambiental.

El anélisis genotipico de los aislados del hospital detectd 13/14 blactx-m, 13/14 blaoxa,
6/14 blatgm y 0/14 blasyy, siendo la asociacion blactx-mtblaoxa (8/14) y blacrx-
mtblapxatblarem (4/14) las mas prevalentes; estos resultados se asemejan a los encontrado
por Amaya y cols., quienes detectaron predominio de blactx.m (65%); sin embargo,
difieren en la prevalencia de blasyy (53%) y blaoxa (0%)™. Chagas y cols., encontraron que
la asociacion de genes prevalente en el Hospital de Rio de Janeiro fue blarem+blacTx-wm

(36%) seguida por blactx-m+blaoxa+blarem con un 23%%>

En relacion a las plantas de sedimentacion de aguas residuales, se encontr6 3.7% de E. coli
productoras de BLEE, lo que difiere totalmente del estudio de Amaya E. y cols., en el cual
no detectaron E. coli productoras de BLEE en estos mismos sitios”. Sin embargo otros
estudios han publicado presencia de E. coli BLEE en las aguas residuales de plantas de
tratamiento reportando 17.7% y 2.3% en Polonia y Suecia respectivamente ™ ). E|
analisis genético de 50 aislados provenientes de las plantas, demostré predominio de blacrx-
m (46/50), también se detectaron blaoxa Yy blatem (ambos 29/50) lo que se relaciona con lo
encontrado por Korzeniewska E. y cols., donde el principal gen asociado a la resistencia fue
que blacrxm (60.6%)™V.

De los aislados de agua de rios se detecté 2.8% de E. coli productoras de BLEE; sin
embargo, este resultado es bajo en comparacion al estudio realizado por Korzeniewska E. y
cols., quienes detectaron 44.2% de E. coli productoras de BLEE en muestras provenientes
de rios de Polonia ‘Y. El estudio genético de 10 aislados de esta zona detectd 9/10 blacTx.w,
5/10 blapxa, 6/10 blatem y 0/10 blasyy los que se asemejan con los encontrados por Zhang
y cols., en China, quienes encontraron mayor prevalencia de blargm (51.3%) y blacTx-m
(17.4%) pero difieren con los genes blaoxa (14.9%) y blasny (8.7%).%%

Mediante Kirby-Bauer se observd que los aislados mostraron altos porcentajes de

resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion (ceftriazona ceftazidime y
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cefepime), asi también a ciprofloxacine, acido nalidixico y tetraciclina. 9 aislados
confirmados como productores de KPC, mostraron resistencia a 12 de 13 antibidticos
probados (incluyendo meropenem), siendo Colistine el Unico antibidtico sensible. Articulos
han publicado que Colistine uno de los antibidticos de eleccion para este tipo de bacteria;
sin embargo, debido a su alta toxicidad es poco recomendado en la terapia clinica y su uso

debe ser racional .

Aunque los porcentajes de E. coli productores de BLEE varian dependiendo de la zona
estudiada, las E. coli productoras de KPC son bajas en todos los sitios de muestro (0.01%),
siendo el hospital el principal aportador con tan solo 0.2 %. Los estudios de E. coli
productoras de KPC son escasos, y raramente son identificadas en muestras ambientales;
Aun asi, se logré detectar aislados productores de KPC en el Hospital y plantas de
sedimentacion, donde predominan las Metalobetalactamasas en 23 de 24 aislados.

E. coli se ha encontrado ser responsable de la produccién de betalactamasas CTX-M y
parece ser una verdadera patdgeno-BLEE de la comunidad. Ademas, los genes que
codifican BLEE estan a menudo presentes junto con otros genes de resistencia en los
plasmidos, confiriendo patrones multi-resistentes que, en consecuencia alteran el entorno
clinico y disminuyen las opciones de tratamiento. Diferentes estudios han detectado altas
prevalencia del gen blacrxm™ ¥ 17 32 El presente estudio no es la excepcion ante la
proliferacion de este gen, el cual se detectd en 92% de los aislados procesados por PCR y se

observd mayor asociacion con blagxa.
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10. Conclusiones

Existe una gran diversidad de E. coli que circulan por el entorno ambiental de la ciudad de
Ledn, muchas de ellas estan agrupadas en patrones fenotipicos comunes y su vez, son

antibioticos resistentes productoras de BLEE y KPC.

La mayoria de las E. coli antibidtico resistente presentes en estas aguas, son productoras de
p-lactamasa de Espectro Extendido, siendo el HEODRA la principal aportador de estas
bacterias (31.4% de los aislados de este punto), y una a su vez, contienen diversos patrones
genotipicos para produccion de Betalactamasas, siendo el méas comun las BLEE
codificadas en el gen blactx-m. Estos aislados también fueron identificados en las diferentes

plantas de sedimentacion y aguas de recreacion

Aunque los aislados de E. coli productoras de KPC representaron un minimo porcentaje, es
necesario mantener una vigilancia activa de ella, ya que representan una amenaza para la
salud publica. Ademas, este trabajo es el primero en identificar este tipo de grupo
bacteriano, identificando mayormente metalobetalactamasas o Clase B en la clasificacion
de Ambler®?.

En general, 27 patrones fenotipicos fueron identificados a lo largo de este estudio, se logré
caracterizar 75 aislados productores de BLEE de los cuales el gen predominate es blactx-m
(92%) y se encuentra comUnmente asociado blapgxa en el 38.6%. Los aislados E. coli
productores de KPC son escasos; sin embargo, estan presentes principalmente en las aguas
residuales del HEODRA. Los principales puntos donde se encuentran mayor concentracion
de aislados antibidticos resistentes son provenientes de las aguas residuales de las plantas
de sedimentacion y del HEODRA
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11. Recomendaciones

Nuestro estudio representa una alternativa a la busqueda de un gran numero de
microorganismos antibiotico-resistentes en las aguas residuales y ambientales, este
estudio es factible para que autoridades responsables implemente este disefio para dar
mayor seguimiento de estas bacterias aumentando el area de estudio y periodo de
tiempo; y de esa manera, conocer la situacion poblacional de la distribucién bacteriana
antibiotico-resistentes y tomar las medidas de prevencion necesarias ante un posible

esparcimiento de este tipo de bacteria.
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13.Anexos

Cronograma de Actividades

Actividades i i Septiembre

Elaboracion
del Protocolo

Revisién de
protocolo

Recoleccion,
transporte y
procesamiento

analisis de los
resultados

Escritura del
informe final

Imagen A. Posible ruta de transmisidn de bacterias antibidtico resistentes por medio de
las aguas residuales hacia las aguas de recreacion.

Hospital

Remisién al Descarga

centro hospitalario

Colonizacién de Pacientes
Transmitida por: Personal de Salud
;Medio Ambiente

Persitencia de colonizacion
Transmision de Resistenca

; T
y Adap

Consumo
Presi6n Selectiva antimicrobiana
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Imagen 1. Disefio metodologico utilizado en el estudio

Plantas de Sedimentacién

Aguas de Recreacién_

600 mL
(75 mL cada 15 min
por dos horas)

\ Diluciones seriadas

CHROMagar KPC

\ UFC/100mL
Resistente a Meropenem
. . . pen
Aislamiento y purificacion (10 ug) >

Test de Hodge Clasificacion
de Carbapenemas

ks L Modificado
2 90;00,0000000
R d S
Rk % 2 B R
BSOS beem — e
::::::::::' Clase A ClaseB
' ¢ ”‘*’04000* - (KPC o (MetaloB-
Slstelna PhP-RE PCR (OXA, SHV, Hiper AmpC) lactamasa)

Identificacién de BLEE
Carbapememasas y AmpC

Cultivo 200 uL en
medios Cromogénicos

Recuento Bacteriano:

CTX-M y TEM)

45 ‘“ Gutiérrez L. & Herrera R.



Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC m 2015

Imagen 2. Patron fenotipico de resistencia de las E. coli productoras de KPC

El aislado muestra resistencia a todos los antibiéticos probados, excepto Colistine

Imagen 3. Identificacion de Carbapenemasas mediantes el Test de Hodge modificado
(Izquierda) y Clasificacion de Ambler por medio de Discos con inhibidores (Derecha)

Izquierda: 4 aislados con Test de Hodge positivos. Derecha: Aislado identificado como Metalobetalactamasa
o Clase B de Ambler
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Grafico 6: Dendograma fenotipo 7 (n=26). En este fenotipo de observan aislados de las

tres plantas estudiadas, Hospital y Rio Chiquito.

Mecanismo
FENOTIPO #7 {n=26) Fenotipico
T T T ! H R0 OZ RP C OP ML TE ST ON FOX MON A O
SuSB20ABC/ R R RR S S § § § 5§ BLEE
RChB1SINC /
SIEBSINC / R RR §$ RR SR S S S 1 5§ BLEE
SuEB11MaC /
CosBI5MaC /
CosB13InC /
f{suEBMaC/ R R R I R R R R § § § § 5§ BLEE
IISuEBwnC/RRRSRRSRSSSSS BLEE
SuSB4InC /
I CoSB4ABC /
-IICDSBISAbC/
CosB8MaC /
M CosB23AC /
M RChB&MaC /
P CosB15inC /
M CoEBSAC
M SIEB24InC /
SuSB3AgC R RR I RRS S S S § S S BLEE
CoEB2AgC
CoSB2AgC R R RRRRSRS S § § S BLEE
RChB3MzC
SuEB2AgC R R R SRR SRS S S § S BLEE
HB2c/ R R R R R R R R S I S § § BLEE
RChB20InC /
SusBargC
CoSBALC /

20
£
w

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
i
1
'
'
1
1
i
i
'
1
i
1
'
i

W e o [ ——"

R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible. CRO: Ceftriazona (30), CAZ: Ceftazidime (30); CEF: Cefepime (30); C:
Cloranfenicol (10); CIP Ciprofloxazine (5); NAL: Acido Nalidixico (30); TE: Tetraciclina (30); SXT:
Trimetoprim-Sulfametoxazol (25); CN: Gentamicina (120); FOX: Cefoxitina (30); MEM: Meropenem (10); AK:
Amikacina (30); CT: Colistina (10). Rango de Inhibicién tomados del WHONET 5.6 (CLSI 2015)
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Gréfico 7: Dendograma fenotipo 3 (n=60). En este fenotipo de observan aislados de las
tres plantas estudiadas, Hospital, Punto Blanco y Rio Chiquito. Se observan 13 de los

aislados identificados fenotipicamente BLEE y 2 identificados como KPC Clase B.
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Cloranfenicol (10); CIP Ciprofloxazine (5); NAL: Acido Nalidixico (30); TE: Tetraciclina (30); SXT: Trimetoprim-
Sulfametoxazol (25); CN: Gentamicina (120); FOX: Cefoxitina (30); MEM: Meropenem (10); AK: Amikacina (30);
CT: Colistina (10) Rango de Inhibicion tomados del WHONET 5.6 (CLSI 2015)
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Grafico 8: Dendograma fenotipo 10 (n=31). En este fenotipo de observan aislados de
las dos plantas estudiadas y Hospital. Se observan 5 de los aislados identificados como
BLEE.

Mecanismo
05 06 07 08 08 FENOTIPO 10 (n=31) fenotipico
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R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible. CRO: Ceftriazona (30), CAZ: Ceftazidime (30); CEF: Cefepime (30); C:
Cloranfenicol (10); CIP Ciprofloxazine (5); NAL: Acido Nalidixico (30); TE: Tetraciclina (30); SXT: Trimetoprim-
Sulfametoxazol (25); CN: Gentamicina (120); FOX: Cefoxitina (30); MEM: Meropenem (10); AK: Amikacina (30); CT:
Colistina (10) Rango de Inhibicién tomados del WHONET 5.6 (CLSI 2015)
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Procedimiento 1: Soluciones del sistema PhenePlate (PhP)
Para la realizacion del PhP-RE se preparo el medio de suspension, el cual se obtiene a

partir de la soluciébn madre de azul de Bromotimol (0.11%) y el Buffer Fosfato
(Na;HPO, + NaH,POy)
a) Solucién Madre Azul de Bromotimol (0.11%)
» Pesar 1.1 gr de azul de bromotimol
» Disolver en 900 ml de agua destilada.
» Afadir 10 ml 1M de NaOH vy disolver cuidadosamente
» Aforar a 1000 ml

Nota: NaOH 1 M se prepara pesando 40 gr de NaOH vy diluirlo en 1000 ml. Esta
solucion es suficiente para preparar 10 litro del medio de suspension de PhP
b) Preparar Buffer fosfato (Na2HPO4 + NaH2PO4) 7.5 pH al 0.2 M

El NaH,PO, tiene un peso molecular de 120 g/mol, para preparar 1 It al 0.2 M se hace

la siguiente forma:

0.2M X 1lt= 0.2mol 0.2mol X 120gr = 24 gramos
11t 1 mol

El Na,HPO, tiene un peso molecular de 141.99. Por tanto, preparar un 1 It de solucion

0.2 Molar se realiza de la siguiente manera:

0.2M X 11It= 0.2mol 0.2mol X 141.99gr = 28.4 gramos
11t 1 mol

Pesar los gramos respectivos expresados anteriormente y aforar a 1 litro para obtener el
buffer fosfato al 0.2 molar. Ajustar pH a 7.5
Nota: De no contar con Na,HPO,, se puede utilizar Na,HPO,.2H,0 (PM: 177.99), en
este caso se requiere pesar 36 gr.
Para obtener el medio de suspension para el PhP-RE, debemos de prepararlo de la
siguiente manera:

e Pesar un gramo de proteasa peptona

e Agregar 8 ml de buffer fosfato 0.2 M (descrito anteriormente)

e Agregar 100 ml de la solucion madre de Azul de Bromotimol (0.11%)

e Aforar a 1000 ml y Ajustar PhP 7.8-8.0 (con HCL y NaOH a 1M)
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1)
2)

3)

4)
5)

6)
7)

Procedimiento 2: Pasos para el analisis de PhPlate-RE
Preparar materiales
Dispensar 350 pL del medio de suspension PhP en la primera columna de la
placa (Pocillo de inoculacién) y 150 uL en el resto de los pocillos
Inocular la muestra a procesar (Colonia bacteriana) con ayuda de un palillo
estéril, homogenizar
dejar reposar 5 minutos
Transferir 12.5 pL del pocillo de inoculacion a cada uno del resto de los pocillos
(columna 2-12)
Colocar la placa en cdmaras humedas e incubar a 37°C
Realizar lectura colorimétrica utilizando un ordenador y un Scanner HP Scanjet
4890 a las 16, 40 y 64 horas.

Procesar lecturas utilizando PhPWin Software 6.0

Paso 8 Paso 7 Paso 6 Paso 5
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Procedimiento 3: Identificacion fenotipica de mecanismos de resistencia

El método de Kirby-Bauer es el indicado para realizar las pruebas de susceptibilidad por
el CLSI, este método es realizado en Agar Mueller Hinton, debido a que éste tiene una
alta reproducibilidad debido a que contiene bajo contenido de sustancias inhibidoras,
por lo que el crecimiento es satisfactorio para la mayoria de los patdgenos no
fastidiosos.

Procedimiento:
» Prepara platos de Mueller Hinton segun fabricante
» Preparar la suspension del inoculo de la escala de MacFarland
» Tomar una colonia de los medio cromogénico y disolverla en 2 ml de solucién
salina hasta alcanzar la turbidez al 0.5 MacFarland
» Con un hisopo estéril, introducirlo en el tubo con la suspension e inocularlo en la
placa con Mueller Hinton.

» Realizar un rayado de estrias completo en todo el plato.

A\

Dejar reposar por 5 minutos y colocar los antibidticos cuidadosamente.

» Meter a incubar el plato a 37°C por 24 horas.
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Procedimiento 4: Identificacion de Carbapenemasas por el Test de Hodge Modificado

El test de Hodge modificado es utilizado para la deteccion fenotipica de carbapenemasa.
La inactivacion de los carbapenémicos para la cepa productora de carbapenemasa
permite el crecimiento del microorganismo indicador sensible a los lados de la estria
efectuada con la cepa productora en una placa con un disco de carbapenémico. Esta
prueba no permite identificar la clases de Carbapenemasa, para ello es necesario usar

discos con inhibidores.

Procedimiento:

» Preparar platos con Agar Mueller Hinton segun indicaciones del fabricante

» Preparar suspension a 0.5 McFarland de la cepa E. coli ATCC 25922, y
posteriormente diluya 1:10 con solucion salina.

» Inocular en platos con Agar Mueller Hinton realizando un estriado similar a la
difusion en disco para Kirby-Bauer

» Dejar reposar la Cepa ATCC de 3-10 minutos y colocar disco de Ertapenem 10 ug
en el centro del plato.

» Utilizando un asa de 10 pL o hisopo estéril, tome de 3-5 colonias crecida (24 horas
después) en Agar Sangre y realizar una estria del borde del disco al borde del plato.

» Incubar por 24 horas a 37°C

Procedimiento 5: Prueba de Discos combinados para clasificacion de Carbapenemasas

Esta técnica se basa en la actividad de los inhibidores junto al carbapenémico, la
medicion de los halos son comparados con la medicién del carbapenémico (sin
inhibidor), si la diferencia del halo es mayor de 5 mm, el resultado es positivo para la
clase en dependencia del inhibidores. Para la clase A, el inhibidor utilizado es el Acido

Boronico y para la clase B es el EDTA.

Procedimiento
» Seguir el procedimiento estandar para la realizacion de un antibiograma por el

método de difusion con discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a
partir de una suspension de la cepa problema en solucion salina equivalente a un
0,5 de la escala McFarland

> Colocar un Disco de Meropenem, Meropenem+Acido  Bordnico,
Meropenem+EDTA Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas

53| Gutiérrez L. & Herrera R.



Caracterizacion fenotipica y genotipica de E. coli productoras de BLEE y KPC W 2015

» Medir en mm los diametros de las zonas de inhibicion completa

Preparacion Disco Meropenem+EDTA (10/1500 pg)
Para tener EDTA 1500 pg/10 pl se realiza de la siguiente manera:
ElI EDTA tiene un peso molecular de 372.22 gr/mol; Por tanto:

0.1 melEDFA X 372.22gr =37.22gr/Lt

1L sol 1 molEDTA
0.1 melEDTA X 372.22gr X 10 EDTA  =0.0003722 gr
1 x 10° i 1 melEDTFA- =372.2 ug

0.4 melEDTA X 372.22gr =148.89gr/L
11t sol 1 melEDTA

Para preparar EDTA 0.4 M, se debe pesar 148.89 gr de EDTA y aforar a 1000 ml con

agua destilada.
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Procedimiento 6: Deteccion de E. coli productoras de g-lactamasas tipo SHV, TEM,
CTX-M y OXA; en técnica de PCR convencional

Pasos para preparar MasterMix a una concentraciéon Final de 0.2 uM:
1) Utilizando los primers de 100puM diluiremos F y R hasta 10uM de la siguiente

manera: Tomamos 50uL de cada Primer de 100puM y lo diluimos en 450uL de
Agua MQ.

Nota: Se prepara F y R de cada gen ESBL (CTXM, SHV, OXA 'y TEM)

S0uL S
450pL de

H,0 MQ

100 uM 10 pM

2) Utilizando los Primer a concentracion de 10uM (Paso 1), se prepara una
solucion a una concentracién de 2.5uM. Para mayor facilidad en la
preparacion se puede realizar de la siguiente manera:

TEMe 125uL CTXM; SHV 125uL OXA:

10 uM 125uL 10 uM 10 uM ﬂ /-\ 10 pM
% (w—-\ 125uL 125uL

TEMg o~ T N TXMR SHVR =~ WP OXAg

10 uM 10 uM 10 uM

10 uM TEM SHV
CT;(MI O;(A
500 pL a 2.5 uM 500 pL a 2.5 uM

3) Preparar el MasterMix a 0.2 UM de los tubos de 2.5 uM. Por cada muestra a
procesar se necesitan 23 pL del MasterMix el cual estara distribuido de la

siguiente forma:

> CTXM+TEM (2.51M)=2 L 23 pL de MasterMix + 2uL de Mx
» SHV+OXA 25uM =2 puL

19uL

> HOMQ =19u)  Cpw H.0
M.Q.
2.5uM ‘--;;:-‘\§, <¢"1;17--.‘ Q
SHV+O Maste Muestra
XA l\llriv
2.5 uM

MasterMix 0.2 uM
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Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

Pesar 1.5 gramos de agarosa; agregar 100ml de TBE 1X y disolver por calentamiento
sin ebullicion, agregar 4 pl de Bromuro de etidio cuando la solucion no esté
evaporando; para evitar la inhalacion de gases, verter la solucion aun liquida en la

camara electroforeética; que previamente ha sido nivelada y se le ha colocado el peine.

Carga del gel

Mezclar 8 pl del amplicén con 2ul de buffer de corrida y cargar cada pozo; el primer y
ultimo pozo se carga con la escalera de peso molecular.

La corrida electroforética del producto en el gel se hara pasar 100 voltios por 45 min.
Transcurrido este tiempo se observara en el transiluminador UV.
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