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1. RESUMEN

En los dltimos afos el tratamiento de las infecciones cérvico-vaginales por cepas de
Escherichia coli se ha complicado, debido a la seleccibn de cepas resistentes a los
antibiéticos, principalmente a los betalactdmicos, que son ampliamente administrados por
el sector salud. El propésito de este estudio fue identificar los diferentes grupos de genes
qgue codifican para betalactamasas en cepas de E. coli aisladas de pacientes con
infecciones cérvico-vaginales. Se estudiaron 200 cepas de E. coli aisladas de pacientes
con infecciones cérvico-vaginales de dos clinicas del IMSS, ubicadas en el Edo. de
México. Las cepas de E. coli fueron identificadas por PCR mediante la amplificacion del
gen 16SrRNA vy los diferentes grupos de betalactamasas por PCR multiplex. El 61.5%
(n=123) de las cepas de E. coli fue portadora del gen TEM, 35.5% (n=71) de SHV, 24.5%
(n=49) de OXA-1, 4y 30, 9.5% (n=19) de CTX-M1, M3 y M15, 11.5% (n=23) de CTX-M2,
5% (n=10) de CTX-M9 y M14, 2% (n=4) de CTX-M8, M25, M26 y M39-41, 10.5% (n=21)
de LAT-1, 8.5% (n=17) de ACT-1, 1.5% (n=3) de MOX, 0.5% (n=1) de VEB-1, 26.5%
(n=53) de IMP, 8.5% (n=17) de VIM y 0.5 (n=1) de KPC. La presencia de los diferentes
grupos de genes que codifican para un gran numero de enzimas de betalactamasas en
las cepas vaginales de E. coli, pone de manifiesto la necesidad indiscutible de mejorar o

implementar nuevas alternativas para el tratamiento médico de las infecciones vaginales.



2. INTRODUCCION

Caracteristicas de Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
mide 0.5 p de ancho por 3 u de largo, es una bacteria mévil debido a la presencia de
flagelos peritricos, presenta mutiples fimbrias que le permiten adherirse a las células
epiteliales, produce hemolisinas, crece en el medio de cultivo EMB (eosina azul de
metileno) y en el agar MacConkey. En el agar EMB su morfologia colonial se observa de
coloracién verde metalica, las colonias tienen de 2 a 4 mm de didmetro y un centro grande
de color negro, en agar MacConkey las colonias son rojas con un halo turbio. E. coli
puede fermentar la glucosa y la lactosa con produccién de gas, ademas de que es un
organismo anaerobio facultativo. E. coli tiene una estructura antigénica constituida por un
antigeno capsular (antigeno K) y antigeno somatico (Antigeno O). Se puede determinar el
grupo patégeno al que pertenece con un esquema de serotipificacion que continuamente
varia y que actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60

capsulares (K) (Rodriguez, 2002).

La estructura de E. coli consiste en una membrana interna (o citoplasmética) de una
doble capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes, metabolitos vy
macromoléculas. La capa siguiente, o capa externa, consiste en un peptidoglucano
delgado junto con un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de
proteinas. La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que
incluyen lipopolisacaridos (LPS) (endotoxina), lipoproteinas que estan fijas al
peptidoglucano, proteinas (porinas) multiméricas que facilitan el paso de diversas
sustancias, incluidos los antibidticos betalactamicos y otras proteinas de la membrana

externa (Garcia y Rodriguez, 2010).



Patologia que causa Escherichia coli

E. coli coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de la microbiota normal, pero hay cepas que pueden ser
patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea.
E. coli se clasifica en tres grupos: (i) comensal, (i) patégeno intestinal y (iii) patdgeno

extraintestinal.

E. coli como ya se mencioné esta presente en las mucosidades del intestino grueso del
hombre, dando lugar a una relacion de mutuo beneficio, este grupo de cepas de E. coli
son comensales. No obstante estas cepas también pueden producir infecciones en
pacientes inmunodeprimidos (Duriez et al. 2001).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli
patdgenas intestinales causantes de diarrea se clasifican en diferentes grupos:
enterotoxigénica (ETEC), que es causante de deshidratacién en nifios por diarrea y la
causante de la diarrea del viajero. Enterohemorragica también conocida como productora
de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), este grupo causa
principalmente diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica, sindrome
hemolitico urémico y muerte. Enteroinvasiva (EIEC), causante de fiebre elevada y diarrea
sanguinolenta. Enteropatégena (EPEC), que provoca diarrea acuosa en neonatos de
paises subdesarrollados. Enteroagregativa (EAEC), este grupo es causante de diarrea
aguda y crénica (Chulain et al. 2005).

Entre las cepas de E. coli patbgenas extraintestinales se encuentra E. coli uropatégena
(UPEC, por sus siglas en inglés) que puede causar infecciones urinarias agudas e
infecciones recurrentes. La mayoria de estas cepas UPEC poseen genes que les
confieren resistencia a multiples antimicrobianos. El tratamiento administrado
frecuentemente para infecciones urinarias incluye antibiéticos betalactdmicos,
fluoroquinolonas o trimetoprim/sulfametoxazol. Otras infecciones provocadas por cepas
de E. coli patdgenas extraintestinales son; infecciones respiratorias, donde el cuadro
clinico que causa produce una bronconeumonia. Infecciones del sistema nervioso central,
estas infecciones afectan principalmente a los neonatos en su primer mes de vida
provocando meningitis bacteriana. Infecciones cérvico-vaginales afectando a una gran

parte de la poblacion de mujeres (Garcia y Rodriguez, 2010).



Factores de virulencia en Escherichia coli

La capacidad de E. coli para causar infecciones urinarias, cérvico vaginales, entre otras,
se debe a la gran cantidad de factores de virulencia que posee (Tabla 1), los cuales
codifican para adhesinas, sistemas de adquisicion de hierro, citotoxinas, enterotoxinas y
antigenos capsulares (Momtaz et al, 2013). Estos factores son componentes
microbianos que favorecen el crecimiento o sobrevivencia de la bacteria durante alguna

infeccion. (Cardenas et al., 2014).

La severidad de infecciones producidas por E. coli se amplifica y esto puede deberse a la
accion de varios factores de virulencia que actian en combinacién durante el proceso
infeccioso (Rashki 2014), por lo que las cepas uropatdgenas o cérvico vaginales son
capaces de colonizar las partes anatdmicas claves fuera del intestino del hospedero y
causar enfermedad (Hilbert el al. 2008).

FUNCION GEN PRODUCTO
_ Proteina de membrana externa receptora
roN de sideroforo
irp2 Proteina reprimible por hierro
iuC Aerobactina

Sistema de adquisicion de feoB Proteina transportadora de hierro
hierro fyuA Siderdéforo Yersiniabactina

_ Proteina de membrana externa de
reA regulacion de hierro
iutA Aerobactina
SitA Sistema transportador de hierro
fim Fimbria tipo 1
afal Adhesina afimbrial |

Adhesinas sfa Fimbriae S
iha Adhesina no hemaglutinante
tsh Hemagutinina sensible a la temperatura




papC
papG allele |
Pilus asociados con pielonefritis
papG allele I
papG allele Il
KpsMT Antigeno K
ompT Proteina de membrana externa
Protectinas _ Proteina que incrementa la sobrevivencia
1SS en suero
traT Proteina de transferencia
cnfl Factor citotoxico necrotizante 1
hlyA Hemolisina
set Enterotoxina 1 de Shigella
Toxinas astA Toxina enteroagregativa termo estable
vat Toxina autotransportadora vacuolizante
usp Proteina uropatogenica especifica
cvalcvi Genes del operén del plasmido colicina

Tabla 1. Factores de virulencia en E. coli.




Infecciones cérvico-vaginales; signos y sintomas

Las infecciones cérvico vaginales constituyen una de las enfermedades infecciosas mas
comunes a nivel mundial. Las infecciones cérvico vaginales ocurren mas frecuentemente
porque la distancia desde el colon a la abertura uretral es mucho mas corta en las
mujeres que en los hombres (Figura 1). La incidencia de infecciones cérvico vaginales
varia fundamentalmente con la edad. Las mujeres menores de 10 afios y las de 18 a 40
afos son las que mas frecuentemente adquieren estas infecciones. En el caso de las
menores de 10 afios es debido a que no pueden asearse bien después de defecar, de
modo que las heces llegan con facilidad a la zona cérvico vaginal. Las mujeres
sexualmente activas corren mas riesgo de infectarse durante un encuentro sexual.
Aproximadamente la mitad de todas las mujeres han tenido una infeccién cérvico vaginal
antes de alcanzar los 30 afios de edad. Estas infecciones se han presentado en un 80%
en la poblacion femenina (Molina, 2015).

Los signos y sintomas mas frecuentes que presentan las mujeres con infecciones
cérvico-vaginales son: dolor, ardor, picazén y flujo con olor a pescado. La gravedad de
las infecciones cérvico vaginales producidas por E. coli se incrementa por la existencia de
un amplio rango de factores de virulencia que codifican para sistemas de adquisicion de
hierro, adhesinas, toxinas, y protectinas (Rashki, 2014). En los ultimos afios el tratamiento
de las infecciones cérvico vaginales por E. coli se ha complicado debido a la seleccion de

cepas resistentes a los antibiéticos (Shaikh et al., 2015).
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HOMBRE

Figura 1. Diferencias anatémicas del tracto urinario de la mujer y el hombre.

Resistencia de E. coli a los antibiéticos

El uso indiscriminado de los antibioticos, tanto para uso humano, como veterinario y
agricola ha ocasionado con el tiempo que las bacterias se seleccionen como resistentes a
ellos. La emergencia de cepas de E. coli multirresistentes a los antibidticos es
considerado un serio problema de salud que complica el tratamiento de las infecciones
(World Health Organization, 2014). Dentro de los factores mas importantes que
contribuyen al incremento de la multirresistencia bacteriana se encuentra la transferencia
de los genes de resistencia a los antimicrobianos por elementos genéticos moviles,
incluyendo plasmidos, transposones, genes de cassettes e integrones (Hall, 1998).
Existen cinco mecanismos principales de accion de los antibiéticos; 1. Interferencia con
la sintesis de la pared celular en donde antibiéticos betalactdmicos como penicilina y
cefalosporinas impiden la sintesis de enzimas responsables de la formacion de la capa de
peptidoglucano. 2. La inhibicibn de sintesis de proteinas, en este caso algunos

antibiéticos se unen a alguna subunidad del ribosoma, sea 30S o 50S, bloqueando la
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interaccion del ribosoma con el tRNA. 3. Interferencia con la sintesis de acidos nucleidos
mediante enzimas que inhiben la sintesis de DNA en el ciclo de replicacion. 4. Inhibicion
de una via metabdlica, en este caso se bloquean los pasos clave en la sintesis de folato,
que es un cofactor en la biosintesis de nucle6tidos. 5. Desorganizacion de la membrana
celular, donde ocurren efectos inhibidores al aumentar la permeabilidad de la membrana
celular, provocando una fuga de contenido bacteriano lo que conduce a un mecanismo de

eflujo de potasio dando lugar a la muerte celular (Shaikh et al., 2015).

Por otra parte se han descrito siete mecanismos de resistencia a antibiéticos en las
bacterias Gram negativas mediados por plasmidos (Peleg et al., 2010). El primer
mecanismo es la disminucion de las porinas (Tabla 2), lo que reduce el movimiento de los
antibiéticos a traves de la membrana bacteriana, también la produccion de
betalactamasas que hidrolizan el enlace amida de los antibiéticos betalactamicos. El
incremento de la expresion de las bombas de eflujo transmembranales, que conduce a la
expulsion del antibidtico antes de que ejerza su efecto. La presencia de enzimas que
modifican el antibiético, impidiendo que la droga actie en el sitio blanco. Mutaciones o
modificaciones en el ribosoma, que generan que el antibiético no pueda unirse al sitio de
accion y de esta manera sea incapaz de inhibir la sintesis de proteinas. Otro de ellos es el
mecanismo bypass metabdlico, que utiliza una enzima alternativa insensible al antibiético,
y por ultimo la mutacion de los lipopolisacaridos, que impide a los antimicrobianos de la

clase de las polimixinas unirse al blanco (Paniagua et al., 2016).

La identificacion de los genes de resistencia a antibiéticos en cepas de E. coli es esencial
para prescribir adecuadamente el tratamiento y reducir el periodo de duracion de la
infeccion. Entre los genes que codifican resistencia a los antimicrobianos se encuentran
(Tabla 2); accAl (estreptomicina), aac(3)-IV (gentamicina), sull (sulfonamida), blaSHV y
CITM (betalactdmicos), catl y cmlA (cloranfenicol), tet(A) y tet(B) (tetraciclinas), dfrAl

(trimetoprim) y gnr (quinolonas) (Saenz et al., 2004).
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ANTIBIOTICO

MECANISMO DE
ACCION

MECANISMO DE
RESISTENCIA

GENES
IMPLICADOS

BETALACTAMICOS

® PENICILINAS
CEFALOSPORINAS
CARBAPANEMES

CLAVULANICO

MONOBACTAMICOS
SULBACTAM Y ACIDO

INHIBICION DE LA
SINTESIS DE LA
PARED CELULAR

1 PRODUCCION DE
BETACTAMASAS
2. MUTACION DE PBPs
3. BAJA PENETRACION

blaTEM, blaSHYV,

blaCARB, blaOXA,

blaCTX-M, CITM y
blaGES.

POLIMIXINAS
® POLIMIXINA B,
COLISTINA

ALTERACION DE
LA MEMBRANA
CELULAR DE

GRAMNEGATIVOS.

BAJA PENETRACION

AMINOGLUCOSIDOS
® ESTREPTOMICINA
® GENTAMICINA
® NEOMICINA
® KANAMICINA

INHIBICION DE LA
SINTESIS DE
PROTEINAS AL
UNIRSE A LA
SUBUNIDAD
RIBOSOMAL 30S

1. MUTACION DEL SITIO
DE UNION EN EL
RIBOSOMA
2. BAJA PENETRACION
3. MODIFICACION
ENZIMATICA
(ACETILACION,
FOSFORILACION)

aadAl, acc(3)-IV

TETRACICLINAS

INHIBICION DE LA
SINTESIS DE
PROTEINAS AL
UNIRSE A LA
SUBUNIDAD
RIBOSOMAL 30S

1. DESTOXIFICACION
ENZIMATICA
2. BAJA PENETRACION

tetA y tetB,

INHIBICION DE LA

1. MODIFICACION

CLORANFENICOL SINTESIS DE ENZIMATICA catl, floR y cmlA.
PROTEINAS (ACETILTRANSFERASA)
MACROLIDOS INHIBICION DE LA .
. 1. MUTACION DEL
® ERITROMICINA SINTESIS DE

® [ INCOMICINA
® CLINDAMICINA

PROTEINAS AL
UNIRSE A LA

SITIO DE UNION EN EL
RIBOSOMA
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SUBUNIDAD 50S

® PEFLOXACINA
® NORFLOXACIN

AFECTANDO LA
REPLICACION DEL
DNA

LA ADN GIRASA
2. DISMINUCION DE LA
CAPTACION

INHIBICION .
1. MUTACION DE LA
QUINOLONAS ACTIVIDAD DE LA
. SUBUNIDAD ALFA DE
® AC. NALIDIXICO DNA GIRASA gyrA, parC, acrAB-

lik y, gnr.

RIFAMPICINA, RIFABUTINA

ACTUA SOBRE LA
RNA POLIMERASA,
INHIBIENDO LA
TRANSCRIPCION

1. MUTACION DE LA
RNA POLIMERASA

SULFONAMIDAS Y
TRIMETOPRIM

INHIBICION DE LA
SINTESIS DEL
ACIDO FOLICO
QUE PARTICIPA
EN LA SINTESIS

DE PURINAS

1. SINTESIS DE ViA
ALTERNA NO
SENSIBLE AL FARMACO

sull, sul2, dfry
dfrAl

Tabla 2. Principales grupos de antibiéticos, mecanismo de accién, mecanismo de resistenciay genes

implicados.

14




Clasificacion de las betalactamasas

Las betalactamasas pueden ser encontradas en el espacio periplasmatico (Bush, 1988).
Los genes que codifican para estas enzimas pueden estar localizados en el cromosoma
bacteriano o en plasmidos, lo cual permite su facil transferencia entre diferentes bacterias,

lo que representa un gran reto para el control de las infecciones (Tafur et al., 2008).

Las betalactamasas se clasifican principalmente en dos esquemas (Tabla 3): la
clasificacion molecular de Ambler (1980) y la clasificacién funcional de Bush, Jacoby y
Medeiros (1995). La clasificacion de Ambler o también llamada clase molecular o
subclase divide las betalactamasas en cuatro clases (A-D). Se basa en la homologia de
las proteinas. Las clases A, C y D son serina-betalactamasas y la clase B son metalo-
betalactamasas. La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros se divide en los grupos 1, 2 y
3, que a su vez estan divididos en 16 subgrupos. El niumero de betalactamasas
actualmente descrito es sumamente elevado, incrementdndose de manera continua.
Dentro de las mas de 890 betalactamasas que actualmente se han caracterizado, las
familias mas comunes dentro de las enterobacterias son: blargy, blashy, blaoxa1 Y blacare.
Las dos primeras pertenecen al grupo 2b, es decir son penicilasas, inhibidas por el acido
clavulanico y que en algunos casos también tienen accion contra cefalosporinas de
tercera generacion, blaoxa.1, pertenece al grupo 2d donde estan las penicilasas que se
caracterizan por la hidrdlisis de cloxacilina (oxacilina); por su parte blacars pertenece al
grupo 2c, el cual se caracteriza por tener penicilasas con accion hidrolitica contra
carbenicilina (Mosquito et al.,, 2011). Esta clasificacion se basa en las caracteristicas
funcionales, teniendo en cuenta distintos criterios como las propiedades bioquimicas
(peso molecular, secuencia de nucleétidos), las propiedades fisicas (punto isoeléctrico), el
espectro de hidrdlisis, el espectro de inhibicién, si son codificadas por plasmidos o por el
cromosoma, etc. Esta clasificacion es mucho mas importante en el diagndstico
microbiologico de laboratorio ya que considera los substratos y los inhibidores de las
betalactamasas clinicamente relevantes (Carrillo y Garcia, 2007). La clasificacién de las

betalactamasas se resume en la Tabla 3.
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Grupo Bush- Clase Substratos Inhibidas por: Enzimas
Jacoby molecular preferidos representativas
(2009) (subclase) AC EDTA
AmpC, P99, ACT-
1 C Cefalosporinas No No 1, CYM-2, FOX-1y
MIR-1
le C Cefalosporinas No No GCly CMY-37
2a A Penicilinas Si No PC1
Penicilinas, . TEM-1, TEM-2y
2b A Cefalosporinas St No SHV-1
Cefalosporinas de TEM-3, SHV-2,
2be A espectro extendido Si No CTX-M-15, PER-1
y Monobactamicos y VEB-1
2br A Penicilinas No No TEM-30y SHV-10
Cefalosporinas de TEM-50
2ber A espectro extendido No No
y Monobactamicos
2C A Carbenicilinas Si No PSE-1y CARB-3
2ce A CarbenC|_I|nas y S No RTG-4
Cefepime
2d D Cloxacilina Variable No OXA-1y OXA-10
2de D Cefalosporinas _de Variable No OXA-11y OXA-15
espectro extendido
2df D Carbapenemes | Variable No OXA-23 y OXA-48
2 A Cefalosporinas _de S No CepA
espectro extendido
. KPC-2, IMI-1y
2f A Carbapenemes | Variable No SME-1
. IMP-1, VIM-1, CrA
3a B(B1) Carbapenemes No Si y IND-1
3b B(B2) Carbapenemes No Si CphAy Sfh-1

Tabla 3. Clasificacion de betalactamasas. AC: acido clavulanico. Modificada en el 2009.

16




Genes de resistencia a los betalactamicos

Entre los genes que codifican para la resistencia a los antibidticos betalactdmicos se
encuentran: TEM-1, TEM-2, SHV, OXA-1, OXA-48, CTXM-1, CTXM-2, CTXM-9, CTXM-8-
25, ACC-1, FOX-1, MOX-1,2, SHA-1,2, LAT-1-3, ACT-1, GES-1-9, PER-1,3, VEB-1-6,
GES-11, IMP-2, VIM-2, KPC1-5 (Dannelle et al., 2010).

En 1983 se descubri6 en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar las
cefalosporinas de mas amplio espectro (SHV-2). Posteriormente en Francia se describid
una TEM-3 con fenotipo semejante. En 1989 se detectd una cepa clinica 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. El grupo CTX-M ha
adquirido una gran relevancia epidemiolégica debido a su dispersion intra y
extrahospitalaria. Se han aislado en casi todas las enterobacterias, en particular en
Klebsiella pneumoniae, E. coli y Enterobacter spp. Actualmente se detectan, sobre todo,
en E. coli. En 1991, en Turquia, y mas 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, la mayoria de OXA- 10. Se han descrito 11 variedades hasta la
fecha, y aunque principalmente afectan a Pseudomonas spp., también se han descrito en

enterobacterias (Garcia at al., 2010).

Hoy se conocen méas de 160 variantes de TEM, la mayoria de ellas BLEE, pero también
aqui se incluyen las enzimas IRT (inhibitor resistant TEM) y CMT (complex mutant TEM),
més de 115 para SHV y mas de 80 de CTX-M (clasificadas en cinco grupos: CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25), y la cifra sigue creciendo. Ademas, aparecen
nuevas BLEE como PER, VEB, GES, SFO, TLA, BEL, BES e IBC (Al-Agamy et al., 2014).

17



Inhibidores de betalactamasas

Los antibidticos betalactdmicos ocupan actualmente el primer puesto en la terapéutica
antibacteriana, pero con la aparicibn de enzimas que degradan estos farmacos
(betalactamasas) se ha introducido un nuevo grupo de antibiéticos, los inhibidores de
betalactamasas, que asociados a los betalactamicos (ampicilina, amoxicilina, ticarcilina y
piperacilina) permiten, por una parte, recobrar la eficacia de éstos y, por otra, amplian el
espectro de accion. Constituyen un importante avance en la terapéutica antibacteriana,
particularmente contra bacterias que se han seleccionado como resistentes por la
produccion de betalactamasas inducibles y plasmidicas. El término inhibidores de
betalactamasas es muy amplio, ya que incluye compuestos con diferencias en su origen y
estructura quimica, a lo que hay que afadir distintos modos de accion. Ahora bien, los
inhibidores mas importantes son de naturaleza betalactamica, destacando ademas del
acido clavulanico, el acido olivanico, las sulfonas del acido penicilanico, la tienamicina,
sulbactam y las monobactamas aztreonam y tazobactam (Cuadro 1). Estas sustancias
tienen una gran afinidad por las betalactamasas, se unen de forma irreversible y se
metabolizan con ellas. Los principales efectos adversos que puede provocar el uso de
inhibidores de betalactamasas consisten fundamentalmente en fénomenos de intolerancia
(trastornos digestivos, alteraciones hematoldgicas, de la funciéon hepética o renal,

dermatoldgicas y neuroldgicas) y reacciones alérgicas (Tabla 4) (Giner et al. 1996).
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e Clavamas
-Acido clavulanico

e Derivados del acido penicilanico
-Sulfonas del acido penicilanico:

Sulbactam
Tazobactam

-Sulfona del acido 6-alfa-cloro-penicilanico
-Sulfona del acido 6-B-bromo-penicilanico
-Sulfona de la meticilina

-Sulfona de la quinacilina

-Acido 6-acetilmetilen-peniciléanico

e Penemas
-Carbapenemas:

Acidos olivanicos
Compuesto PS
Carpetimicinas
Asparenomicinas
Epitienamicinas
Tienamicinas

-Triazolmetilen-penemas:
BRL 42715
e Derivados del acido heptenoico

-Cilastatina

Cuadro 1. Clasificacién estructural de los inhibidores de betalactamasas.
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SINTOMAS A/IC % A/S % P/T %
Nauseas 3 1.1 0.3
Voémitos 1.8 0.9 0.4
Diarrea 4.1 10.4 3.8
Exantema 1.1 1.1 :

morbiliforme
Urticaria 0.08 0.08 0.6
Flebitis - 1.2 0.2
Tromboflebitis - - 0.32
Sobreinfeccién por 1 1 ]
Candida
Alteracion
transitoria de 1-2 1-2 -

enzimas hepéticas

Tabla 4. Efectos adversos de los inhibidores de betalactamasas. A/C: amoxicilina méas acido

clavulanico. A/S: ampicilina mas sulbactam. P/T: piperacilina mas tazobactam.
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3. ANTECEDENTES

Warjri y colaboradores en el 2015 detectaron mediante PCR los genes de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE, bla ctx.m-1 Y bla spy ) en E. coli, Salmonella spp. y Klebsiella
pneumoniae provenientes de 180 muestras fecales. En total aislaron 414 bacterias
entéricas, de las cuales 333 (80.44%) fueron E. coli. La mayoria de las cepas fue
portadora de genes de BLEE. E. coli presento estos genes en un 21.6% (n=72), dentro de
los cuales el gen bla crx.v.1 Se detecto en el 8.7% (n=36), y el gen bla s,y se identificd en
el 1.21% (n=5).

Al-Agamy y colaboradores en el 2014 realizaron un estudio para estimar la prevalencia de
genes de BLEE en 152 cepas de E. coli, de las cuales 119 provenian de orina de
pacientes de Arabia Saudita. Unicamente 31 cepas fueron positivas para BLEE; de las
cuales 96.77% (n=30) fueron productoras de CTXM-15 y 3.23% (n=1) de CTXM-27. El
100% (n=31) de las cepas fueron portadoras del gen TEM-1.

Garcia en el 2013 realiz6 un estudio retrospectivo para conocer la frecuencia y el patrén
de sensibilidad a los antibiéticos en cepas de E. coli identificadas en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Basico de la Defensa San Carlos (San Fernando). Los
resultados mostraron que 34 cepas de E. coli fueron productoras de BLEE. EI 100% (n=
34) de las cepas fue resistente a las cefalosporinas asi como al aztreonam y ampicilina,
mientras que el 20.6% (n=7) fue resistente a piperacilina/tazobactan, 38.2% (n=13) a
amoxicilina/clavulanico, 65% (n=22) a ciprofloxacino y levofloxacino, en ambos casos,
14.7% (n=5) a amikacina, 23.5%, (n=8) a gentamicina, 38.2% (n=13) a tobramicina, 50%
(n=17) a trimetoprim/sulfametoxazol 13%, (n=4) a fosfomicina y 5.9% (n=2) a cefoxitina.

En el 2010 Dannelle y colaboradores desarrollaron un método de PCR multiplex y uno de
PCR sencillo para detectar los genes mas comunes que codifican para betalactamasas en
cepas de la familia Enterobacteriaceae aisladas de muestras clinicas que mostraban un
fenotipo de resistencia hacia cefalosporinas, cefamicinas o carbapenemes de amplio

espectro.

Tena y colaboradores en el 2010 investigaron la evolucion del patrén de sensibilidad de E.
coli en infecciones del tracto urinario en un periodo de cuatro afios (2003-2007), donde
analizaron datos de sensibilidad de 33,651 cepas de E. coli. Los antimicrobianos que
fueron sensibles frente a E. coli fueron ampicilina, &cido nalidixico y cotrimoxazol, con
porcentajes de 37.7% (n=12,686), 60.5% (n=20,358) y 67.3% (n=22,647). Asi mismo el
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3.2% (n=1,076) de las cepas de E. coli fue portadora de genes de BLEE. Durante los
cuatro afos del estudio, se observé un incremento significativo de la frecuencia de cepas

de E. coli portadoras de genes de BLEE.

Van y colaboradores en el 2008 realizaron un estudio del perfil antimicrobiano y de
virulencia de cepas de E. coli recuperadas de alimentos, como la carne cruda, pescado y
pollo que son vendidos en mercados de Vietnam. Un alto porcentaje de cepas aisladas de
dichos alimentos fueron resistentes a uno o varios antibiéticos. También se empleo un
método de PCR multiplex para determinar los genes de betalactamasas, siendo el méas
frecuente el gen TEM.

Por otra parte Baraniak y colaboradores en el 2005 detectaron los genes de
betalacatamasas de espectro extendido en 17 cepas de la familia Enterobacteriaceae
recuperadas en hospitales de cinco ciudades diferentes en Polonia, donde detectaron
variantes del gen TEM. Estos autores también realizaron un andlisis comparativo de la
secuencia de los genes que codifican para betalactamasas, demostrando la existencia de

diversas mutaciones.
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4. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais en los Ultimos afios ha ocurrido un incremento notable de la
resistencia a los antibiéticos en cepas cérvico vaginales de E. coli, principalmente a los
betalactdmicos, el presente trabajo contibuird a establecer la distribucion de los diferentes
grupos de genes que codifican para betalactamasas en cepas de E. coli aisladas de

mujeres con infecciones cérvico vaginales.

5. OBJETIVOS

General:

Establecer la frecuencia de los diferentes grupos de genes que codifican para
betalactamasas en cepas vaginales de E. coli.

Particulares:

e Estimar la frecuencia de E. coli en las infecciones cérvico-vaginales.

e Determinar la resistencia a los antibiéticos en las cepas de E. coli por el método de
Kirby-Bauer.

e Identificar por PCR los diferentes grupos de genes que codifican para
betalactamasas en las cepas de E. coli.

e Determinar los diferentes patrones de asociacion de los genes de betalactamasas

en las cepas de E. coli.
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6. MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras

Se seleccion6 un grupo de aproximadamente 210 mujeres de edad reproductiva (20-40
afos) con signos y sintomas de infeccion cérvico-vaginal (ICV) de los departamentos de
ginecologia de las Unidades Médicas Familiares No. 64 y No. 62 del IMSS, asi como de
la Clinica Universitaria de la Salud Integral de la FES-Iztacala (CUSI). A las pacientes
seleccionadas y bajo firma de consentimiento informado, se les aplic6 un cuestionario
para obtener informacién como edad, antecedentes de infecciones cérvico vaginales, etc.
Mujeres con tratamiento previo de antibiéticos fueron excluidas del estudio. Por medio de
hisopos estériles y con ayuda de un espejo vaginal se tomaron las muestras de la cavidad
vaginal. Las muestras fueron sembradas en Agar Sangre, Sabouraud, S-110 y EMB y se
incubaron a 37° C por 24 h. A partir del crecimiento bacteriano, una colonia con
morfologia tipica de E. coli fue seleccionada para la identificacion por las pruebas
bioguimicas bacteriolégicas como; indol, manitol, kligler, sacarosa, citrato y urea. Las

cepas de E. coli identificadas fueron guardadas en caldo Luria-Bertani/glicerol.

Determinacién de la susceptibilidad a los antibi6ticos

Para probar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibiéticos en cada una las cepas de
E. coli se utilizo la técnica de Bauer-Kirby (Bauer et al., 1966). Con un hisopo estéril se
tomaron 5 colonias de cada cepa crecida en MH (Mueller Hinton) y se inocularon sobre la
totalidad de la superficie del agar de Mueller-Hinton. Por Gltimo se tomd un sensidisco
con los doce antimicrobianos a determinar (BIO-RAD) con una pinza estéril y se colocé
sobre el agar de Mueller-Hinton. Asi el antimicrobiano se difundié formando un halo de
concentracion, que inhibié o permitié el crecimiento de la bacteria en un tiempo de 24
horas a 37°C, asi de esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o
resistentes (R) dependiendo del diametro del halo de inhibicién (el cual se midié con un

vernier), conforme a las recomendaciones del fabricante respecto a los puntos de corte.
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Extraccion del DNA bacteriano

Las cepas de E. coli fueron sembradas en el medio de Mueller-Hinton y se incubaron a
37°C por 24 horas; se realizo la extraccion del DNA bacteriano por ebullicion, para lo cual
varias colonias fueron tomadas por medio de un asa estéril y fueron suspendidas en tubos
de rosca de 16x150 que contenian 2 mL de agua desionizada estéril. Las muestras se
agitaron en un vortex durante 20 segundos y posteriormente los tubos fueron colocados
en bafio Maria (100°C) por 20 minutos; los tubos se colocaron en hielo por 10 minutos.
Posteriormente 1.5 mL de cada muestra fue depositada en un tubo eppendorf nuevo y
estéril y se centrifug6 por 10 minutos a 14,000 rpm; el sobrenadante que contenia el DNA
bacteriano fue separado en otro tubo eppendorf y se guard6 a -20° C, hasta su utilizacion

para las reacciones de la PCR.

La identificaciéon de las cepas de E. coli se realiz6 por PCR convencional mediante las
amplificacion del gen 16SrRNA conforme a lo descrito previamente (Momtaz et al., 2013).
La cepa de E. coli ATCC 11775 fue utilizada como control positivo.

Identificacion de los genes de betalactamasas por PCR multiplex

Las condiciones de PCR y los oligonucleétidos para identificar cada grupo de genes que
codifican para betalactamasas se realiz6 mediante el método de PCR Multiplex conforme
a lo descrito por Dannelle en el 2010; para lo cual se utilizé el equipo comercial Kapa Taq
Ready Mix™ (Kapa Biosystems™) (1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y
100 mmol de dNTPs). El volumen final para la mezcla de reaccion fue de 20 microlitros, 1
microlitro de cada oligonucleétido (Sigma-Genosys) (Tabla 5), 10 microlitros de Kapa Taq,
3 microlitros de ADN molde, y el volumen restante de agua libre de nucleasas. Las
condiciones para la amplificaciébn consistieron en una desnaturalizacion inicial de 10
minutos a 94°C; 30 ciclos a 94°C por 40 segundos, para la alineacion a 60°C por 40

segundos y 72°C por 1 minuto y la extensién final de 72°C durante 7 minutos.
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PCR Gen oligonucleétido Secuencia del primer (5’-3’) Tamafio
del
amplicon
(pb)
Variantes MultiTSO-T_for CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800
TEM MultiTSO-T_rev CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
incluyendo
TEM-1y
Multiplex | | TEM-2
TEM,SHV | Variantes MultiTSO-S_for AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713
y OXA-1- | SHV MultiTSO-S_rev ATCCCGCAGATAAATCACCAC
like incluyendo
SHV-1
OXA-1, MultiTSO-O_for GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564
OXA-4y MultiTSO-O_rev GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
OXA-30
Variantes MultiCTXMGp1_for | TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688
de CTX-M MultiCTXMGp1- CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
grupo 1 2 _rev
incluyendo
CTX-M-
1,CTX-M-3
y CTX-M-15
Multiplex Il | Variantes MultiCTXMGp2_for | CGTTAACGGCACGATGAC 404
CTX-M de CTX-M MultiCTXMGp1- CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
grupos 1, 2 | grupo 2 2_rev
y 9. incluyendo
CTX-M-2
Variantes MultiCTXMGp9_for | TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561
de CTX-M MultiCTXMGp9_rev | TGATTCTCGCCGCTGAAG
grupo 9
incluyendo
CTX-M-9y
CTX-M-14
CTX-M-8, CTX-Mg8/25_for AACRCRCAGACGCTCTAC 326
CTX-M-25, | CTX-Mg8/25_revb | TCGAGCCGGAASGTGTYAT
CTX-M-
grupo 8/25 CTX-M-26y
CTX-M-39 a
CTX-M- 41
ACC-1y MultiCaseACC_for | CACCTCCAGCGACTTGTTAC 346
ACC-2 MultiCaseACC _rev | GTTAGCCAGCATCACGATCC
FOX-1a MultiCaseFOX_for CTACAGTGCGGGTGGTTT 162
FOX-5 MultiCaseFOX_rev | CTATTTGCGGCCAGGTGA
Multiplex 1l MOX- Mult?CaseMOX_for GCAACAACGACAATCCATCCT 895
1,MOX-2, MultiCaseMOX_rev | GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA
ACC,FOX,
MOX. CMY-1,
DHA, CITy | EMY-82
EBC CMY-11y
CMY-19
DHA-1y MultiCaseDHA _for | TGATGGCACAGCAGGATATTC 997
DHA-2 MultiCaseDHA_rev | GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG
LAT-1a MultiCaseCIT_for CGAAGAGGCAATGACCAGAC 538
LAT-3, BIL- | MultiCaseCIT_rev ACGGACAGGGTTAGGATAGY
1, CMY-2 a
CMY-7,
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CMY-12 a

CMY-18y
CMY-21a
CMY-23
ACT-1y MultiCaseEBC_for | CGGTAAAGCCGATGTTGCG 683
MIR-1 MultiCaseEBC _rev | AGCCTAACCCCTGATACA
GES-1a MultiGES_for AGTCGGCTAGACCGGAAAG 399
. GES-9y MultiGES_rev TTTGTCCGTGCTCAGGAT
Multiplex GES-11
VEBly\I/DER PER-1y Mult!PER_for GCTCCGATAATGAAAGCGT 520
y G:ES PER-3 MultiPER_rev TTCGGCTTGACTCGGCTGA
VEB-1 a MultiVEB_for CATTTCCCGATGCAAAGCGT 648
VEB-6 MultiVEB_rev CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
Multiplex V GES-1a Mult?GES_for AGTCGGCTAGACCGGAAAG 399
GESy GES-9y MultiGES_rev TTTGTCCGTGCTCAGGAT
OxA-dg- [SESLL .
like OXA-48-like Mult!OXA-48_for GCTTGATCGCCCTCGATT 281
MultiOXA-48 rev GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
Variantes MultilMP_for TTGACACTCCATTTACDG 139
de IMP MultiiMP_rev GATYGAGAATTAAGCCACYCT
excepto
IMP-9, IMP-
16, IMP-18,
IMP-22 y
Multiplex | IMP-25
VI IMP,VIM | Variantes MultiVIM_for GATGGTGTTTGGTCGCATA 390
y KPC de VIM MultiVIM_rev CGAATGCGCAGCACCAG
incluyendo
VIM-1y
VIM-2
KPC-1 a MultiKPC_for CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC 538
KPC-5 MultiKPC_rev ACGACGGCATAGTCATTTGC

Tabla 5. Oligonucle6tidos que se utilizaron para la deteccién de los genes que codifican
para betalactamasas en las cepas de E. coli.
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Electroforesis

Los amplicones obtenidos de la PCR se observaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2%; a la cual se le agregaron 0.3 pL de Midori Green (BIORAD) para su
visualizacién; las condiciones de corrimiento fueron: 120 volts, 94 miliampers por un
tiempo de 35 minutos. Los tamafios de los amplicones fueron comparados con un
marcador de 100 pb y los geles se observaron bajo luz UV y fueron fotografiados con el
sistema de foto documentacion GEL LOGIC 100 (KODAK).
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7. RESULTADOS

Infecciones cérvico vaginales

A partir de las 210 mujeres estudiadas con signos y sintomas de infecciones cérvico-
vaginales, E. coli fue identificada por métodos microbiol6gicos y por PCR mediante la
amplificacion del gen 16SrRNA (Imagen 1) en el 95% de las muestras vaginales (n= 200)
(Figura 2).

>919pb

Imagen 1. Identificacién del gen 16SrRNA en las cepas de E. coli. Carriles 2-3y 6-8
cepas de E. coli. Carril 1: control negativo (sin DNA molde). Carril 5: Control positivo
(E. coli ATCC 11775). Carril 4: MWM (100 pb).

29



IDENTIFICACION DE E. coli.
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Figura 2. Porcentaje de cepas E. coli aisladas de pacientes con infecciones cérvico

vaginales.
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Edad de las pacientes

El rango de edad de las pacientes mas abundante fue de 31 a 50 afios con 43 % (n= 86),
seguido por 51 a 70 afios con 30 % (n= 60), 18 a 30 afios con el 21 % (n=42) y 71 a 90
afios con el 4 % (n=8). En el 2 % (n=4) de las mujeres no se determiné la edad (Figura
3).
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Figura 3. Porcentaje de edad de las mujeres estudiadas.
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Resistencia a los antibioticos

Un mayor porcentaje de cepas de E. coli fue resistente a los antibiéticos betalactamicos,
como ampicilina (AM) con un 74% (n=151), carbencilina (CB) con 63% (n=129) y
cefalotina (CF) con un 54% (n=110). Seguido de nitrofurantoina (NF) con un 51% (n=104)
y trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) con un 50% (n=102). Los antibiéticos con menor
porcentaje de resistencia fueron amikacina (AK) con un 18% (n=37) y cloranfenicol (CL)
con un 21% (n=43) (Figura 4).

Porcentaje de resistencia a los
antibioticos
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Figura 4. Porcentaje de resistencia a los antibidticos en cepas de E. coli cérvico vaginales. AM=
Ampicilina, CB=Carbenicilina, CF=Cefalotina, NF= Nitrofurantoina, SXT=Trimetoprim con
sulfametoxazol, NOF=Norfloxacina, CPF=Ciprofloxacina, GE=Gentamicina, NET=Netilmicina,
CFX=Cefotaxima, CL=Cloranfenicol y AK=Amikacina.
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Deteccién de genes que codifican betalactamasas

En este estudio se analizd por PCR la presencia de 21 genes de B-lactamasas en las
cepas de E. coli (n=200), de los cuales solo 14 de ellos se lograron identificar en las
cepas. El gen TEM estuvo presente en el 61.5% (n=123), SHV en 35.5% (n=71) (Imagen
2), OXA-1 OXA-4 Y OXA-30 en un 24.5% (n=49), para CTXM-1, CTXM-3 y CTXM-15 un
9.5% (n=19), para CTXM-2 11.5% (n=23), para CTXM-9 y CTXM-14 un 5% (n=10), para
CTXM-8, CTXM-25, CTXM-26 y CTXM-39, 40 y 41 es el 2% (n=4), para LAT-1 10.5%
(n=21) (Imagen 3), para ACT-1 y ACT-2 un 8.5% (n=17), para MOX-1 y MOX-2 1.5%
(n=3), para VEB-1 a VEB-6 un 0.5% (n=1) (Imagen 4), para IMP un 26.5% (n=53), para
VIM-1 y VIM-2 8.5% (n=17), para KPC-1 a KPC-5 0.5% (n=1) (Imagen 5) y los genes
ACC-1, ACC-2, FOX-1 a FOX-5, DHA-1, DHA-2, GES-1 a GES-9, PER-1, PER-3 y OXA-

48 no fueron identificados en ninguna de las cepas estudiadas. (Tabla 6).

Numero de Porcentaje

cepas (n=200)

TEM 123 61.5
SHV 71 355
OXA-1, OXA-4 y OXA-30 49 245
CTXM-1, 3y 15 19 9.5
CTXM-2 23 115
CTXM-9 y CTXM-14 10 5
CTMX-8, 25, 26 y CTXM-39, 40 y 4 2
41

ACC-1y ACC-2 0 0
FOX-1 a FOX-5 0 0
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MOX-1y MOX-2 3 15
DHA-1y DHA-2 0 0
LAT-1 21 10.5
ACT-1y ACT-2 17 8.5
GES-1 a GES-9 0 0
PER-1y PER-3 0 0
VEB-1 a VEB-6 1 0.5
OXA-48 0 0
IMP 53 26.5
VIM-1y VIM-2 17 8.5
KPC-1 a KPC-5 1 0.5

Tabla 6. Porcentaje de cepas de E. coli portadoras de los diferentes genes de

betalactamasas.
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Patrones de asociacion de genes de betalactamasas con fenotipos de resistencia a

antibioticos

En las cepas de E. coli se encontraron trece diferentes patrones de genes que codifican

para betalactamasas en asociacion con fenotipos de resistencia a antibioticos (tabla 7). El

patrén no. 1 formado por los genotipos TEM y OXA, en asociacion con los fenotipos de
resistencia AM, CB, CF, CFX, CPF y NOF fue el mas frecuente con el 13.5% (n=27),
seguido por el patrén no. 2 con el 3.5% (n=7). Los fenotipos de resistencia a Ampicilina,

Carbenicilina, Cefalotina, Cefotaxima y Norfloxacina fueron encontrados en el 18% de las

cepas (n=36), principalmente en los patrones No. 1 al 4 (Tabla 7). Por otro lado el patron

con mas asociacion de genes de betalactamasas fue el No. 5 con cinco asociaciones

presente en un 0.5% (n=1), mientras que el patrén No. 2 con un 3.5% (n=7) present6 una

asociacion de dos genes asociados fenotipicamente a nueve antibiéticos (Tabla 7).

AM, CB, CF,
1 CFX,
CPF,NOF
AM, CB, CF,
2 CFX, CPF, NF,
GE, NET, NOF
3
AM, CB, CF,
4 CFX, CPF,
NOF, SXT
5 CF, NF
6 CF, NF
7 NF
8 NF
9 AM, CL, NF,

TEM, OXA

SHV, OXA

IMP, VIM

TEM, SHV,
OXA

SHV, OXA,
CTXM-2,
CTXM-9, IMP
TEM, OXA,
IMP, VIM
LAT-1, ACT-1,
IMP, VIM
IMP, VIM, KPC
CTXM-1,

27

| —

13.5

3.5

0.5

0.5

0.5

0.5
0.5
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GE, NET, CTXM-9
NOF, SXT
10 TEM, SHV 1 0.5 |
AM, CFX,
11 CPF, GE, LAT, ACT 1 0.5
NOF, SXT
AM, CB, CPF, | CTXM-9,
12 NF CTXM-8 1 0.5
AM, CB, CPF,
13 | NF,GE,NOF, | 2 1 0.5
SXT

Tabla 7. Patrones de asociacién de genotipos de betalactamasas con fenotipos de
resistencia a los antibidticos en las cepas de E. coli.

—> 8oopb b
> 713p
—> 564pb

Imagen 2. Identificacion por PCR multiplex de los genes de betalactamasas en las cepas
de E. coli. Carril 1: MWM (100 pb). Carril 2: Control positivo (cepa de E. coli del cepario
del Lab. Clin.). Carril 3-6: TEM (800 pb). Carril 7: TEM (800 pb), SHV (713 pb) y OXA1-4-30
(564 pb). Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).
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——> 688pb

> 561pb
” 4o4pb
Imagen 3. Identificacion por PCR multiplex de los genes de
betalactamasas en las cepas E. coli. Carril 1: control negativo (sin DNA
molde). Carril 2: CTX-M grupo 1 (688 pb). Carril 3: MWM (100 pb). Carril 4:
Control positivo (cepa de E. coli del cepario del Lab Clin.). Carril 5: CTX-M
grupo 2 (404 pb) y CTX-M grupo 9 (561 pb).
> 895pb
> 538pb

Imagen 4. Identificacion por PCR multiplex de los genes de betalactamasas
en las cepas E. coli. Carril 1: MOX1-2, CMY1-8-11 y DHA1-2 (895 pb). Carril 2:
Control negativo (sin DNA molde). Carril 3: LAT (538 pb). Carril 4: Control
positivo (cepa de E. coli del cep ario del Lab. Clin.). Carril 5: MWM (100 pb).
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———> 350pb

—> 139pb

Imagen 5. Identificacién por PCR multiplex de los genes de betalactamasas
en las cepas de E. coli. Carril 1: IMP (139 pb). Carril 2: Control positivo (cepa
de E. coli del cepario del Lab. Clin.). Carril 3: IMP (139 pb) y VIM1-2 (390 pb).
Carril 4: Control negativo (sin DNA molde). Carril 5: MWM (100 pb).
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8. DISCUSION

Pacientes estudiadas

En este estudio se analizaron los exudados vaginales de 210 mujeres con infecciones
cérvico-vaginales atendidas en las unidades médicas No. 62 y 64 de IMSS y en la Clinica
Universitaria de la Salud Integral CUSI, FES lztacala, UNAM, donde E. coli fue
identificada en el 95% (n=200) de las muestras por las pruebas bioquimicas
tradicionales y por PCR mediante amplificacion del gen 16SrRNA (Imagen 1). La elevada
frecuencia de E. coli en las infecciones cérvico vaginales es muy superior a lo reportado
por Flores et al.,, (2003), en un estudio realizado en mujeres infectadas en el Hospital
Juarez de la Ciudad de México. Estos autores identificaron a E. coli en el 13.4% (n=916)
de los cultivos cérvico vaginales, y también es superior al descrito en un estudio realizado
en 425 mujeres con infecciones cérvico-vaginales, en donde E. coli fue identificada en el
23% (n=96) (Padilla et al., 2007). En otro estudio realizado en mujeres embarazadas con
infecciones cérvico vaginales (n=2135) se identificé a E. coli en el 15.5% (n=330) de las
muestras (Garcia et al., 2017). La elevada frecuencia de E. coli en las infecciones cérvico
vaginales puede deberse a que en las mujeres la distancia desde el colon a la abertura
uretral y la zona vaginal es muy corta, lo que permite frecuentemente las infecciones por
E. coli (Molina y Manjarrez, 2015), no solamente las infecciones vaginales sino también
las de las vias urinarias, por ejemplo en un estudio realizado en el Hospital de la Mujer de
Culiacén, Sinaloa, se encontré a E. coli uropatdgena asociada al 74.4% (n=72) de las
infecciones de las vias urinarias (UTIs) (Acosta et al., 2014).

En este estudio se encontré6 que las pacientes entre 31 a 50 afios fueron las que
presentaron mas frecuencia de infecciones cérvico vaginales (figura 3). Se ha descrito
que el 80% de la poblacion femenina entre 18 a 40 afios con vida sexual activa presenta
mayor probabilidad de adquirir infecciones vaginales (Molina y Eslava, 2015). En un
estudio realizado por Sanchez et al., (2010) se encontré que las adolescentes entre 12 y
20 afios fueron mas propensas a infecciones de este tipo con un 70% (n=70), este
resultado se lo atribuyen a un mal habito higiénico. Por otra parte en un estudio realizado
en mujeres embarazadas de 15 a 35 afios se encontrd que la mayoria de las infecciones
vaginales ocurrié entre los 15 y 19 afios con un 36.2% (n=773) (Garcia et al., 2017), lo

cual coincide con lo descrito por Sanchez et al., (2010).
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Por otro lado se ha descrito que la frecuencia de E. coli en mujeres menopausicas entre
38 a 65 es del 3.7% (n=18) (Gonzalez et al., en el 2007), la baja frecuencia que se
atribuye al déficit estrégenico que provoca que el epitelio vaginal se adelgace y que en el

moco vaginal sélo se encuentren células parabasales e intermedias.

Resistencia a los antibiéticos

El tratamiento de las infecciones cérvico vaginales por E. coli se ha complicado
recientemente debido a la seleccion de cepas resistentes a los antibidticos (Shaikh et al.,
2015). La resistencia bacteriana a los antibiéticos betalactamicos se debe principalmente
a que E. coli es portadora de numerosos genes que codifican para betalactamasas, las
cuales hidrolizan el enlace amida del anillo betalactdmico del nacleo estructural (acido 6-
aminopenicilamico), provocando la formacion de acido penicildico sin actividad
antimicrobiana (Tavares, 2001). Los genes que codifican para betalactamasas
frecuentemente se encuentran en plasmidos, transposones e integrones (Pérez y Robles
2013).

En este estudio se encontrd6 que la mayoria de las cepas de E. coli fue resistente a
ampicilina (AM) con el 74% (n=151), carbencilina (CB) 63% (n=129) y cefalotina (CF) 54%
(n=110) (Figura 4). Estos porcentajes son semejantes a los descritos en cepas de E. coli
obtenidas de mujeres con infecciones urinarias en México, en donde la resistencia para
ampicilina/sulbactam fue del 75.9%, ampicilina 55.2% y trimetoprim 56.1% (Lopes et al.,
2014). En este estudio la resistencia a ampicilina en las cepas vaginales de E. coli fue
inferior al 96.6% descrita en cepas UPEC (Alyamani et al., 2017), y también al 94.6%

detectado en cepas de E. coli cérvico vaginales (Rashki, 2014)

Los antibiéticos a los que las cepas de E. coli presentaron menor resistencia fueron
amikacina con 18% (n=37), gentamicina con 30% (n=62) y cefotaxima con 28% (n=57)
(Figura 4). Estos porcentajes son inferiores a los descritos por Lopes et al., (2014), para
amikacina (93.5%), gentamicina (72.2%) y cefotaxima (78.9%) y también con los descritos
por Rashki (2014) para amikacina (68.9%) y gentamicina (77.2%). Por el contrario se
han descrito porcentajes de resistencia muy bajos en cepas UPEC para amikacina
(0.5%) y gentamicina (13.4%) (Troya et al., 2016).
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En este estudio se encontré que el 50% (n=100) de las cepas de E. coli fue resistente al
trimetroprim/sulfametoxazol (SXT), 40% (n=80) a ciprofloxacina (CPF), 43% (n=86) a
norfloxacina (NOF) y 51% (n=102) a nitrofurantoina (NF) (Figura 4). Estos resultados
coinciden con los encontrados en cepas UPEC, en donde el 56.7% de las cepas fue
resistente al trimetoprim y 32.5% a ciprofloxacina (Guaman et al., 2017).

Deteccién de genes que codifican betalactamasas en cepas de E. coli

Las infecciones cérvico-vaginales causadas por E. coli productoras de betalactamasas ha
aumentado en los dltimos afios. Se ha reportado que entre los principales factores que
influyen en la rpida diseminacién de las cepas productoras de betalactamasas se
encuentra el uso excesivo de antibiéticos de amplio espectro (Barguigua et al., 2013). En
este estudio se encontr6 a TEM en el 62% (n=123) de las cepas de E. coliy a SHV en el
35.5% (n=71) (Tabla 6, Imagen 2). Estos resultados son semejantes con los descritos por
Baraniak (2005) en cepas de la familia Enterobacteriaceae recuperadas en hospitales de
cinco ciudades diferentes en Polonia, en donde detecté un alto porcentaje del gen TEM,
ademas de otras variantes del mismo; también coinciden con los reportados en un estudio
realizado sobre perfiles antimicrobianos y de virulencia en cepas de E. coli recuperadas
de alimentos de granja, en Vietnam (Van et al., 2008). Estos autores determinaron
elevados porcentajes de los genes de betalactamasas, siendo el méas frecuente TEM. Los
altos porcentajes de TEM y SHV puede deberse al hecho de que estos genes se
encuentran frecuentemente en plasmidos, lo que ha facilitado la propagacion entre las
bacterias, ademas de que a partir de ellas puedieron haber evolucionado otro tipo de
betalactamasas como las de espectro extendido, como resultado de mutaciones en su

centro activo, (Garcia, 2013).

De manera global en este estudio la frecuencia de las variantes de los genes CTX-M fue
del 28% (n=56) (Tabla 6). Estos resultados son inferiores a los descritos por Morgand et
al., (2014) en cepas de E. coli provenientes de hospitales pediatricos de Paris; teniendo
como resultado un 97.2% de cepas portadoras del gen CTX-M y también son diferentes a
los encontrados en cepas aisladas de infecciones del tracto urinario en Arabia Saudita, en
donde la prevalencia para CTX-M1y CTX-M15 fue del 46.7%, en ambos casos (Alyamani,
2017). Blanco et al., (2016) ha descrito recientemente que el 53.7% de las cepas de

E. coli aisladas de infecciones en el tracto urinario en Colombia fueron portadoras de
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CTX-M15. Las diferencias de los estudios pueden deberse a la distribucion geografica, ya
que se ha descrito que en los ultimos afios CTX-M de tipo BLEE son mas prevalentes en
cepas bacterianas de Europa y América del Sur (Pitout, 2008).

Por otro lado Rodriguez et al., (2004) realizaron un amplio estudio en donde analizaron
112 cepas productoras de betalactamasas de espectro extendido aisladas de pacientes
con infecciones urinarias. Estos autores reportaron que el 69% de las cepas de E. coli fue
portadora del grupo CTX-M, dentro de las cuales el gen mas frecuente fue CTX-M-9,
seguido de CTX-M-14. También encontraron que el 32% de las cepas fue portadora del
grupo SHV y solo un 6% para el grupo TEM.

Patrones de asociacion de genes de betalactamasas en las cepas de E. coli

En este estudio se identificaron 13 diferentes patrones de asociacion de genes que
codifican para betalactamasas en asociacion con fenotipos de resistencia a antibidticos
(tabla 7). Los resultados dieron un total de 43 cepas, los que difieren con un estudio

donde reportan Unicamente 30 cepas (Sana et al., 2011).

Es interesante hacer notar que la mayoria de los patrones presentaron la combinacion de
dos genes de betalactamasas siendo los mas predominantes TEM y OXA, en asociaciéon
con los fenotipos de resistencia a ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima y
norfloxacina (Tabla 7). Estos resultados son diferentes a los reportados por Sana et. al.,
(2011), ya que la asociacién de genes que se presentaron con mayor frecuencia fueron
CTX-M y OXA. También son distintos a los resultados de Cortés et al., (2017) donde los

genes con mayor frecuencia de asociacion fueron CTX-M15 y OXA1.

El patron de asociacion de genes TEM-SHV en este estudio estuvo presente Unicamente
en 1 cepa, nUmero que no muestra mayor diferencia con los resultados de Barreto et al.,

(2009) donde dicha asociacion estuvo presente en 2 cepas.

Por otra parte, las cepas con los patrones de genes IMP-VIM y TEM-SHV mostraron
sensibilidad fenotipica a los antimicrobianos probados en este estudio. Estos resultados
difieren con lo reportado en un estudio de cepas de E. coli provenientes de muestras
fecales de humanos en México donde las cepas con la asociacion entre todos los genes

implicados en el estudio mostraron resistencia fenotipica a esos antibidticos. En ese
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mismo estudio el antibiético que presentd mayor resistencia fue ampicilina, presente en un
100% (n=11) de las asociaciones de genes de betalactamasas, lo que difiere de igual
forma con lo obtenido en este estudio ya que los antibiéticos ampicilina y nitrofurantoina
fueron los que presentaron mayor frecuencia en los patrones de asociacion con un 13.4%
(n=7).

Por otra parte el patrébn con mas asociacion de genes es el cinco con 0.5% (n=1),
presentando una resistencia Unicamente a dos antibiéticos, cefalotina y nitrofurantoina, en
contraste con el patron nimero dos con un 3.5% (n=7) presentando una asociacion de
dos genes (SHV y OXA) y una resistencia fenotipica a nueve antibioticos (tabla 7). Con
dichos resultados se puede observar que a pesar de tener una asociacion mayor de
genes no quiere decir que presentar una resistencia fenotipica a varios antibiéticos, sin
embargo al tener una asociacion de dos genes puede presentar una resistencia fenotipica

a un mayor nimero de antibioticos.
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9. CONCLUSIONES

e En este estudio E. coli fue la principal bacteria asociada a las infecciones cérvico-
vaginales de las mujeres de la zona norte del Estado de México muestreadas.

e Lafrecuencia de E. coli fue més elevada en mujeres de edad reproductiva.

e Las cepas de E. coli fueron resistentes con mayor frecuencia a la ampicilina,
carbenicilina, cefalotina, nitrofurantoina y trimetoprim/sulfametoxazol.

¢ Los genotipos de betalactamasas TEM y SHV fueron los més frecuentes entre las
cepas de E. coli.

e Los genes OXA-48, PER, GES, DHA, FOX y ACC no fueron identificados en
ninguna de las cepas.

e La combinacién de los genes TEM-OXA en asociacion con los fenotipos de
resistencia a ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima, ciprofloxacina y
norfloxacina fue muy frecuente entre los patrones 1y 4.

e Los resultados encontrados aqui demuestran la elevada frecuencia de cepas
resistentes a los antibioticos en las cepas de E. coli causantes de infecciones
vaginales, por lo que es indispensable implementar programas de monitoreo para
mejorar las alternativas de tratamiento médico a fin de disminuir las infecciones
por esta bacteria y evitar la propagacion de cepas multirresistentes a los

antibioticos.
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