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Abreviaturas

BLEA. B-lactamasa de espectro ampliado.

BLEE. B-lactamasa de espectro extendido.

DNA. Acido desoxirribonucleico.

E.coli. Escherichia coli.

EDTA. Acido etilendiaminotetraacético.

Gp. Grupo.

HIMFG. Hospital Infantil de México, Federico Gomez.
IAAS. Infecciones asociadas a la atencion en salud.
IMViC. Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato.
IAAS-N. Infecciones asociadas a la atencion en salud-neonatos.
LPS. Lipopolisacaridos.

OMS. Organizacion mundial de la salud.

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.

RHoVE. Red hospitalaria de vigilancia epidemioldgica.
TBE. Disolucion de Tris, borato y EDTA.

TAE. Disolucion de Tris, acetato y EDTA.

UCIN. Unidad de cuidados intensivos neonatales.
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Resumen

Antecedentes: Las p-lactamasas son enzimas producidas por las bacterias,
especialmente gramnegativas, como mecanismo de proteccién frente a antimicrobianos,
lo que ha provocado que los tratamientos empiricos sean ineficaces, generando una
reduccion del nimero de opciones terapéuticas. Una de esas bacterias es Escherichia
coli que hoy en dia es comunmente encontrada en IAAS. Sin embargo, la identificacion
molecular de los tipos de B-lactamasas producidas en la UCIN del HIMFG no ha sido
estudiada.

Objetivo: Identificar y determinar los genes prevalentes para las B-lactamasas que
inducen a la resistencia bacteriana en cepas de E. coli obtenidas de neonatos en la UCIN
del HIMFG.

Metodologia: Se realizd un estudio experimental descriptivo transversal y prolectivo de
58 muestras de E. coli de cultivos provenientes de neonatos en la UCIN del HIMFG en el
periodo comprendido entre enero de 2015 a diciembre de 2016. La extracciéon de DNA se
realizd con el estuche comercial “Genomic DNA Purification” segun su protocolo de
purificacion rapida Wizard®. Los tipos de B-lactamasa fueron identificados por ocho PCRs
de punto final y se evidenciaron por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2%,
con marcador de 100pb, tefiido por bromuro de etidio. Los datos obtenidos fueron
analizados utilizando el programa estadistico SPSS version 15 para Windows por medio
de frecuencias y x? como medida de comparacion entre variables con un valor de p<0.05.

Resultados: De las 58 cepas de Escherichia coli aisladas de neonatos con una edad
promedio de 30.26 dias, se identifico que 91.4% de las cepas presentaban la B-lactamasa
tipo GIM, 89.6% O1-GD2M, 84.5% CTXM Gp-1, 72.4% SIM, 58.6% OXA, 44.8% TEM,
19% OXA-48, 12% SHV y 3.4% CTXM Gp-9. Se encontré una diferencia significativa
entre SHV y Sexo (p=0.015); O1-GD2M y Sexo (p=0.036); TEM y Cultivo (p=0.029); SIM
y Cultivo (p=0.028); SHV, Urocultivo y Sexo (p= 0.004); O1-GD2M, Varios y Sexo
(p=0.028). Respecto a los perfiles de B-lactamasas se encontrd una frecuencia de 31%
para el perfil I, 10.3% para perfil I, 8.6% para perfil 1ll, 5.2% para perfil IV, 3.4% para
perfiles V-VIIl y 1.7% para el resto de los perfiles. La asociacion de S-lactamasas mas
frecuente fue OXA + CTXM-Gpl + GIM + SIM + O1-GD2M.

Conclusion: Se identificd y determind la distribucion y prevalencia en de los diferentes
tipos de B-lactamasas, aisladas de pacientes con IAAS en la UCIN del HIMFG, asicomo
las asociaciones entre ellas agrupandolas en perfiles. La enzima con mayor frecuencia
encontrada fue tipo carbapenemasa clase B (dependiente de Zinc): GIM, seguida de -
lactamasas de espectro extendido: O1-GD2M y CTXM Gp-1. La prevalencia de los
perfiles de B-lactamasas estuvo encabezada por el perfil | (OXA + CTXM-1 + GIM + SIM

+ O1-GD2M) distribuido en mayor parte en los urocultivos.
Resumen




Introduccion

Los antibiéticos o antimicrobianos son farmacos utilizados para tratar infecciones
producidas por bacterias. Su fin es ser una molécula de alta toxicidad para la bacteria
(especifica) y una molécula lo menos téxica para el humano; sin embargo, al poseer un
mecanismo de accion tan especifico ha ayudado a las bacterias a incluir informacion de
los mismos en su codigo genético, permitiéndoles generar sustancias que alteren la

estructura de estos farmacos.

Una de esas sustancias son las B-lactamasas, que son enzimas producidas por las
bacterias, adquiridas por mecanismos tales como, mutaciones o transferencia de

plasmidos que implican una amplia variedad de genes codificantes de estas enzimas.

La peculiaridad de este grupo de enzimas es su capacidad de hidrolizar el anillo -
lactdmico estructural de una gamma de farmacos conocidos como f-lactamicos,
inhibiendo sus propiedades farmacoldgicas. Este hecho ha tomado relevancia a nivel
mundial, debido al uso inapropiado de antimicrobianos sin prescripcion médica y de
tratamientos empiricos inadecuados, ademas de las constantes mutaciones bacterianas,
gue ha incrementado la resistencia a los antimicrobianos y ha provocado la reduccién de

las alternativas de tratamiento para los pacientes.

De acuerdo con un comunicado de prensa de la OMS del 27 de febrero del 2017, E. coli
es una de las bacterias con alternativas de tratamiento casi nulas, pues se han registrado
resistencias a carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion; por ello se ha

enlistado como prioridad critica para la basqueda de nuevas alternativas farmacolégicas.!

Introduccion



Debido a que las alternativas farmacoldgicas estan disminuyendo, el sector salud debe
ser mas cuidadoso con el manejo de antimicrobianos y sobre todo detectar y reducir los
factores de riesgo para la diseminacién de los microorganismos causantes de infecciones

asociadas a cuidados sanitarios.

Actualmente, es importante identificar adecuadamente al microorganismo causante de la
infeccion su sensibilidad y resistencia a antibiéticos, para administrar el tratamiento
adecuado al paciente evitando generar también, nuevas resistencias que provocarian un

problema de salud publica alin mas serio.

Introduccion E



Marco teorico

Las estructuras de las bacterias gramnegativas y grampositivas son similares, sin embargo,
existen algunas diferencias en su pared celular (cuadro 1) que permiten a un agente

antimicrobiano actuar sobre ellas inhibiendo su crecimiento.?

Cuadro 1. Diferencia de la pared celular entre bacterias grampositivas y gramnegativas.3

Bacterias grampositivas  Bacterias gramnegativas

Capa de peptidoglicanos  Gruesa (multiples capas) Delgado (una sola capa)
Acidos teicoicos Presentes Ausentes
Espacio periplasmico Ausente Presente
Membrana externa Ausente Presente
Contenido de LPS Casi nulo Abundante

Modificado de Tortora, 2007.

Estructura de las bacterias grampositivas (figura 1):2

» Capa de peptidoglicano: Polimero grueso que consiste en N-acetil muramico y N-acetil
glucosamina entrelazados, responsable de mantener la forma del organismo.
> Acidos teicoicos: Polimeros entrelazados en la capa de peptidoglicano que se extienden

en forma de cilios en la superficie de las células.

A
Peptidoglucano Acido
lipoteicoico

Acido teicoico Pared celular

Membrana
citoplasmatica

Proteinas estructurales y enzimaticas

Figura 1. Estructura de la pared celular de bacterias grampositivas.*
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Estructura de las bacterias gramnegativas (figura 2):2

» Capa de peptidoglicanos: Polimero delgado responsable de mantener la forma del
organismo. Se localiza en el espacio periplasmico.

> Espacio periplasmico: Se localiza entre la membrana citoplasmética y la membrana
externa. Contiene al peptidoglicano en donde se encuentran numerosas enzimas, entre
ellas las B-lactamasas.

» Membrana externa: Funciona como la primera barrera de permeabilidad de la célula 'y
como mecanismo de proteccion contra los mecanismos de defensa del hospedador.

> Lipopolisacaridos: Localizados en la superficie de la célula, contribuyen a la capacidad
de la bacteria para causar enfermedad y aportan carga negativa a las bacterias
gramnegativas.

» Porinas: Canales llenos de agua que facilitan el transporte de nutrientes y sustancias

de bajo peso molecular a la célula, incluyendo antimicrobianos.

B Lipopolisacaridos

Membrana
externa

Espacio
periplasmatico

Membrana
citoplasmatica

P'Y.!‘JM‘

Proteina fijadora Lipoproteina

de nutrientes  Proteina
transportadora

Peptidoglucano

Figura 2. Estructura de la pared celular de bacterias gramnegativas.*
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Escherichia coli

Es un bacilo gramnegativo (figura 3) con fimbrias y flagelos, anaerobio facultativo, suele

producir pruebas positivas para indol, lisina descarboxilasa y fermentacion de un gran nimero

de carbohidratos, ademas de la produccion de gas a partir de glucosa (cuadro 2). En agar

sangre crece como colonias circulares de bordes enteros, convexas y de color blanquecino.®
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Cuadro 2. Resultados de algunas de las pruebas bioquimicas utilizadas para E. coli.’

Prueba bioguimica Resultado
Catalasa Positivo
NO3: & NO2 Positivo
O/F de glucosa Fermentativo
H2S Negativo
Glucosa y gas Positivo
Lactosa Positivo
L-Arabinosa Positivo
Maltosa Positivo
D-Manitol Positivo
D-Manosa Positivo
D-Sorbitol Positivo
Trehalosa Positivo
D-Xilosa Positivo
Indol Positivo
Rojo de Metilo (RM) Positivo
Voges-Proskauer (VP) Negativo
Citrato (Simmons) Negativo
Lisina descarboxilasa Positivo
Ornitina descarboxilasa  Variable 26-75% positivo
Ureasa (Christensen) Negativo

MacFaddin, 2004.
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Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, cuyo habitat natural es el tubo

intestinal del hombre y los animales.®

Las enterobacterias poseen una estructura antigénica compleja (figura 4) y producen diversas
toxinas y otros factores de virulencia®. Se clasifican en mas de 150 antigenos somaticos O
termoestables (lipopolisacaridicos), mas de 100 antigenos K termolébiles (capsulares) y mas
de 50 antigenos H (flagelares). Los antigenos O constituyen la parte mas externa de los
lipopolisacéaridos de la pared celular, y consisten en unidades repetidas de polisacaridos. Los
antigenos K son externos, algunos son polisacéaridos y otros proteinas. Pueden relacionarse
con la virulencia (por ejemplo, las cepas de E. coli que producen el antigeno K1 que son
predominantes en la meningitis neonatal, y los antigenos K de E. coli producen fijacién de las
bacterias a las células epiteliales antes de la invasion de las vias gastrointestinales y urinarias).
Los antigenos H estan localizados sobre los flagelos, y el calor y el alcohol los desnaturaliza o

elimina.®

Envoltura celular (membrana citoplasmatica,
peptidoglucano, membrana externa)

Figura 4. Estructura antigénica de las enterobacterias.®
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Epidemiologia

El feto humano se desarrolla en un ambiente estéril de la cavidad uterina y su colonizacién
comienza durante su paso por el canal vaginal y el contacto con la flora fecal materna durante
el parto. Otras fuentes de bacterias para la formacion de la poblacion microbiana del tubo
digestivo del recién nacido son la piel materna y el medio ambiente que lo rodea. Este ultimo

puede transmitirle incluso patégenos de diversos tipos desde los primeros dias de vida.?

Algunos de los microorganismos intestinales constituyen un problema de primer orden en las
infecciones de los hospitales. Dentro de los hospitales y otras instituciones, esas bacterias
suelen transmitirse mediante el personal, los instrumentos y los medicamentos parenterales.
El control de la diseminacion, depende del lavado de manos, asepsia rigurosa, esterilizacion
del equipo, desinfeccion, limitacion del tratamiento intravenoso, y precauciones estrictas para

conservar estériles las vias urinarias.®

Infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS)

Las IAAS son las denominadas infecciones “hospitalarias” o “hosocomiales”; son infecciones
contraidas por un paciente durante su tratamiento en un hospital sin que dicho paciente las
presentara con anterioridad ni en el momento de ingreso. Pueden afectar a pacientes en

cualquier tipo de entorno y pueden aparecer incluso después de dar de alta al paciente.®

En México, se calcula que se producen anualmente 450 mil casos de estas infecciones, yque
son causantes de 32 defunciones por cada 100 mil habitantes. La vigilancia epidemioldgica

esta a cargo de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHoVE) donde reportan que

Marco teéricol 11 I




la mayor proporcién de infecciones notificadas fueron bacteremias (23.4%) y neumonias (20%)

en Medicina Interna, Cirugia General y Unidad de Cuidados Intensivos.'!

En neonatos, especialmente en prematuros, representa un mayor riesgo contraer estas
infecciones en comparacion con pacientes adultos, debido a que su sistema inmunolégico es
naturalmente inmaduro. Uno de los factores importantes para la adquisicién de estas IAAS son
las técnicas asépticas y las diferentes practicas de manejo de los recién nacidos, es decir, los
articulos que se encuentran en constante contacto con ellos como: termometros, estetoscopios
e incubadoras contaminadas; asi como el acercamiento con su madre y familiares, y las

superficies, manos y vestimenta de trabajadores de la salud contaminados.*?

En el caso de los recién nacidos prematuros que se encuentran internados en las UCIN, tienen
aun una desventaja, ya que, requieren de procedimientos invasivos que los hacen mas
susceptibles a la adquisicién de infecciones causadas por bacterias multiresistentes que

habitan de manera alarmante esta area médica.1?

Antimicrobianos

Los antibiéticos son sustancias quimicas utilizadas para eliminar o inhibir el crecimiento de
microorganismos infecciosos. Estos pueden clasificarse de diferentes formas de acuerdo asu

origen, espectro de accion, forma y mecanismo de accién y por su estructura:3
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I.  Por su origen:
a) Bioldgicos. Producidos por microorganismos. Por ejemplo, penicilina por
Penicillium notatum.
b) Sintéticos. Producidos exclusivamente por sintesis quimica. Por ejemplo, las
sulfamidas.
c) Semisintéticos. Producidos por el microorganismo y se adicionan radicales
obtenidos por sintesis.
II.  Por su espectro de accion:
El rango de actividad en géneros y especies en los que actuan los agentes antimicrobianos
recibe el nombre de espectro. De acuerdo con esto se clasifican en:
a) De amplio espectro: Interfieren en el crecimiento de numerosas especies
bacterianas, como las tetraciclinas.
b) De espectro intermedio: Actdan frente a un nimero mas limitado de especies,
como las penicilinas y macrolidos.
c) De espectro reducido: Solo actuan frente a un nimero limitado de especies, como
las polimixinas.
[ll.  Por su forma de accion:
a) Bacteriostaticos: Bloguean el desarrollo y multiplicacion de las bacterias. Su efecto
es reversible.
b) Bactericida: Provoca la muerte bacteriana y es irreversible.
IV.  Por su mecanismo de accion (figura 5):
Estos agentes pueden interferir o inhibir ciertos mecanismos, tales como la sintesis de la pared

celular o membrana citoplasmatica, la sintesis de proteinas, la sintesis de acido nucleico o de
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una ruta metabdlica.l3

Por ende, los antimicrobianos se clasifican de acuerdo con el sitio de accion en el que actian

y por su estructura quimica caracteristica:'4

a) Antimicrobianos que actuan a nivel de pared celular

b) Antimicrobianos que acttan a nivel de membrana citoplasmatica

¢) Antimicrobianos que actian sobre la sintesis de proteinas o vias metabdlicas

d) Antimicrobianos que actian a nivel de la replicacion de DNA

e) Antimicrobianos inhibidores especificos de B-lactamasas

V.  Por su estructura quimica (cuadro 3y figura 6):13v1°

Se agrupan en familias que tienen caracteristicas comunes, no solo quimicas, sino también,

de mecanismo de accién y espectro semejantes.

Cuadro 3. Clasificacién de los antimicrobianos por estructura quimica.'3y *®

B-lactamicos

Grupo Farmacos
Penicilina G
Penicilina V
Penicilinas Amoxicilina

Amoxicilina (+sulbactam)
Amoxicilina (+acido clavul6nico)
Piperaciclina (+tazobactam)

Cefalosporinas

Primera generacion:
Cefalotina

Cefalexina

Segunda generacion:
Cefamicinas: Cefoxitina
Cefaclor

Cefuroxima

Tercera generacion:
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefotaxima

Cuarta generacion:
Cefpiroma
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Cefepima

Quinta generacion:
Ceftobiprole
Ceftarolina

Monobactamas

Aztreonam

Carbapenems

Tienamicina (Thienpenem)
Meropenem

Ertapenem

Imipenem

Meropenem

Macroélidos

Eritromicina

Aminoglucésidos

Amikacina
Estreptomicina
Gentamicina
Neomicina
Tobramicina
Espectiomicina
Mupirocina
Puromicina

Lincosaminas

Lincomicina
Clindamicina

Tetraciclinas

Tetraciclina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina

Polipeptidicos

Polimixina B
Vancomicina
Bacitracina
Cicloserina
Actinomicina

Quinolonas

Acido nalidixico
Ciprofloxacino
Levofloxacino
Moxifloxacino

Sulfonamidas

Sulfametoxasol
Trimetoprim

Ansamicinas

Rifampicina
Estreptovaricina

Nitrofuranos

Nitrofurantoina
Nitrofurazona

Aminocumarinicos

Novobiocina

Modificado de Lorenzo, 2008 y Del Arco, 2014.
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do nalidoo
Ciprofioxacin | (Guinolonas)
Novobiocin

Tetraciclinas
Espectinomicina
Estreptomicina

Gentamicina, tobramicina )
- Kanamicina (aminoglicésidos)
[Estructura de la membrana citoplasmética Amikacing

Nitrofuranos

Sintesis de proteinas
(tRNA)

Mupirocina

Puromicina

Figura 5. Mecanismo de accién de los antimicrobianos.®

- Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nlcleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO
o// NH
R S
] Anillo tiazolidinico Acido 6-aminopenicilanico PENICILINAS
o N
S
R-N
. Anillo dihidrotiacinico Acido 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS
o N “R
R ZR
. —R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
g M
R R
RS Ni_ R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
g N
R 0
- Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
o N

Figura 6. Estructura quimica de los B-lactamicos.’
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El mecanismo de accién de los medicamentos S-lactamicos es a nivel de sintesis de pared
bacteriana. En el caso de las bacterias gramnegativas, como se mencioné anteriormente
(cuadro 1); cuentan con una capa delgada de peptidoglucano que consta de una serie de largas
cadenas de glucidos formados por la repeticion de moléculas de N-acetiimuramico y N-
acetilglucosamina. A su vez, el acido muramico fija cadenas de tetrapéptidos que se unen entre
si formando una malla.?’

Para su formacion requiere de pentapéptidos y por medio de la pérdida de un aminoacido, se
une por medio de transpeptidasas a otro tetrapéptido. El papel de estos agentes S-lactamicos
inicia en la fase final de la sintesis de la pared bacteriana, en donde se une covalentemente a
la enzima por contar con una similitud estructural a la de los pentapéptidos, por lo que la
bloquea e impide la sintesis de la pared celular. Al estar expuestas al medio, son susceptibles

a los cambios de presion oncética.’

Mecanismos de resistencia

Existen diferentes formas en que los microorganismos son resistentes a los antimicrobianos.
Estos incluyen: 1) la bacteria produce enzimas que alteran la estructura del agente
antimicrobiano, por lo que ya no puede ser reconocido por su blanco; 2) el sitio blanco es
alterado por mutacién, de tal manera que ya no permite la unién del agente antimicrobiano; 3)
por transferencia de plasmidos entre bacterias.?Y 18

Una de las enzimas que producen las bacterias son las S-lactamasas. La produccién de la gran

variedad de estas enzimas ocurre por diversas modificaciones en la informacion genética.
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Estas pueden ocurrir por dos tipos de mutaciones: cromosomicas 0 por elementos

extracromosomicos.®

En el tipo cromosomico, la resistencia ocurre por mutaciones en los genes de la bacteria,
involucrados en el control de las funciones y estructuras sobre las que actdan los distintos
antibidticos, modificando la susceptibilidad de la bacteria a ellos. En este caso, ocurre una
modificacién en la secuencia de bases del acido nucleico de la bacteria, transmitiendo esta
informacion a su descendencia o en el transcurso de varias generaciones, haciendo a la
bacteria totalmente resistente a la droga. Estas mutaciones ocurren espontaneamente y
pueden dar lugar a la alteracion o superproduccién de una enzima especifica,?® o afectar
proteinas que participan en la permeabilidad de la membrana alterando asi, la entrada del
antibidtico, o bien, producen la acumulacién de éste en el espacio periplasmico situado entre

la membrana externa e interna de las bacterias gramnegativas.?!

El otro mecanismo de resistencia ocurre por elementos extracromosémicos, portadores de
determinada informacién, como lo son los plasmidos, que tienen la capacidad de transferirse

de una bacteria a otra, de igual o diferente género y especie.??

Con estos mecanismos de resistencia, las bacterias productoras de S-lactamasas han sufrido
mutaciones, generando B-lactamasas de espectro extendido??, que se definen como enzimas
capaces de hidrolizar las penicilinas, monobactams y cefalosporinas de tercera generacion,

pero son inhibidas por el acido clavulanico, sulbactam o tazobactam.?4Y 25
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Historia de las B-lactamasas

En 1940; Edward P. Abraham y Ernest Chain, quienes habian participado junto con Howard
Florey y Heatley en la purificacidén y aplicacion de las penicilinas, observaron que en ciertos
cultivos de Escherichia coli habia una inactivacion de las soluciones de penicilinas por una
sustancia producida por dichas bacterias.?® Afios después (1944), Kirby identificaria que
existian cepas de Staphylococcus aureus que producian una sustancia capaz de inactivar las
penicilinas, que resultaron ser las penicilinasas.?’ La primera B-lactamasa mediada por
plasmidos en gramnegativos, TEM-1, se describio a principios de los afios 60’s. Esta enzima
se encontrd originalmente en una sola cepa de E. coli aislada de un hemocultivo de una
paciente llamada Temoeira en Grecia, de ahi la designacion TEM.?® Posteriormente, fue
aislada una B-lactamasa cromosomal en K.pneumoniae y mediada por plasmido en E.coli,
capaz de inactivar tanto a las aminopenicilinas como a las cefalosporinas de primera
generacion, carboxipenicilinas y las ureidopenicilinas, le llamaron SHV-1, por la variable

sulfhidrilo o tiol.28Y 29

Asi continud el desarrollo de estas enzimas inactivadoras de B-lactdmicos hasta que, productos
de mutaciones de los genes que codificaban las B-lactamasas tipo TEM-1, TEM-2, SHV-1
aparecieron las actuales B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). En 1983, un grupo de
investigadores alemanes, encabezados por Knothe y otros, aislaron de una cepa de Klebsiella
0zaenae una nueva S-lactamasa producto de mutaciones de la SHV-1, la nombraron SHV-2,
la misma era capaz de hidrolizar las cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona,
cefotaxima, ceftazidima) y el aztreonam. Fueron Philippon y otros, en 1989, quienes la
llamaron, por primera vez, B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).3° En el momento

actual se han descrito mas de 160 tipos de TEM y 100 tipos de SHV. Estas enzimas son de
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codificacion plasmidica y transferibles a otras bacterias por conjugacién, lo que favorecio su
rapida dispersion.3! Un nuevo tipo de BLEE aisladas de enterobacterias hace su apariciéon en
1989 de forma simultanea en Alemania, Argentina y Francia, fueron llamadas CTX-M, se
comprobd que no tenian relacion alguna con las BLEE descritas hasta ese momento, eran
filogenéticamente diferentes a las TEM y SHV. En la actualidad se reconocen alrededor de 65

tipos de CTX-M. 24y 32

En el afio 1991 se aislaron las primeras enzimas del grupo de las oxacilinasas (OXA), el reporte
fue realizado en Ankara, Turquia, con un perfil superponible a las BLEE, pero aisladas mas
frecuentemente de Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii. Continuamente se
estdn descubriendo BLEE, algunas semejantes a las ya conocidas y otras con escasa
homologia genética a las anteriores, en la actualidad suman mas de 200 tipos. Otras familias

de BLEE menos prevalentes son las PER, VEB-1 y BES-1, SFO-1, TLA-1, CME-1, GES/IBS.33

Clasificacion de B-lactamasas

Existen dos sistemas principales de clasificacion: la clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiros

y su correlacién con la clasificaciéon molecular de Ambler (cuadro 4).34

La clasificacion de Ambler se basa en la estructura molecular de las B-lactamasas y su
secuencia de aminodcidos. En esta clasificacion, se reconocen cuatro tipos moleculares
designados con la letra A hasta la D. Los tipos A, C y D incluyen grupos de enzimas
relacionados por su evolucién que poseen serina en su zona activa. Las B-lactamasas de tipo

B tienen una o dos moléculas de zinc en su zona activa y son inhibidas por EDTA.34Y35
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» Clase A: Penicilinasas (encontradas en Staphylococcus aureus), TEM-1, SHV-1, G-
lactamasas cromosomales de Proteus, Klebsiella y carbapenemasas.

> Clase B: Metalo B-lactamasas que requieren un ién bivalente para su actividad (Zn?*).

» Clase C: B-lactamasas usualmente tipo cromosomal AmpC propia de la mayoria de las
enterobacterias.

> Clase D: B-lactamasas mediadas por plasmidos tipo OXA.3*

La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros se basa en los sustratos que la B-lactamasa
hidroliza y en la inhibicién de su actividad por compuestos como el acido clavulanico, EDTA 'y
aztreonam u oxacilina. Las mutaciones puntuales pueden alterar la afinidad por el sustrato
especifico y la susceptibilidad a los inhibidores, cambiando el grupo al que esta asignada la
enzima. Este modelo define cuatro grupos de acuerdo a los sustratos hidrolizados y perfiles de
inhibicion.3
» Grupo 1: Cefalosporinasas que no son inhibidas por el &cido clavulanico.
» Grupo 2: Penicilinasas, cefalosporinasas y carbapenemasas que son inhibidas por
inhibidores de B-lactamasas como el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam.
» Grupo 3: Metalo pB-lactamasas que hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemes y que son inhibidas por EDTA.

> Grupo 4: Penicilinasas que no son inhibidas por el 4cido clavulanico.®*
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Cuadro 4. Clasificaciéon y sustratos de las -lactamasas de acuerdo a los criterios de Ambler
y Bush, Jacoby y Medeiros.3

[-lactamasas Bush,Jacoby, Molecular Familias de Sustratos
Medeiros | (Ambler) [-lactamasas
2b A TEM-1, TEM-2, SHV-1 Bencilpenicilinas, minopenicilinas,
Carboxipenicilinas, ureidopenicilinas,
1 ek
Espectro Cefalosporinas de espectro estrecho
Ampiiado 2d D OXA-1a OXA-10,PSE-2 | El mismo sustrato de TEM-1, TEM-2, SHV-1,
(OXA-10) mas cloxacilina, meticilina y oxacilina.
Inhibidas escasamente por acido clavulanico.
TEM-3 a TEM-26 El mi§mo su§uato del gm.po de espectro
2be A SHV-2 A SHV-6, K1 ampliado mas tfgfalosponms de tercera
de Klebsiella oxytoca generacion™ y aztreonam
TEM-30 a TEM-36, [-lactamasas tipo IRT (Inhibitor Resistant TEM).
2br A IRT-2 Resistentes a los inhibidores de }-lactamasas
eist:f:z;% acido clavulanico y sulbactam, pero sensible
bactam.
(BLEE) a tazobactam
2d 0 O0XA-1 2 OXA-10 El mismo sustrato del grupo de espectro
ampliado mas cefepima para algunas enzimas.
Otras (BES-1, familia GES/IBC, | El mismo sustrato de la familia TEM y SHV
of A PER-1, PER-2, SFO-1, TLA-1,
VEB-1 yVEB-2)
ACC-1, ACT-1, CFE-1, El mismo sustrato del grupo de espectro
ADC 1 c familia CMY, DHA-1, DHA-2, ampliado mas cefamicinas**. No inhibidas
P familia FOX,familia LAT, por el acido clavulanico.
MIR-1, MOX-1 y MOX-2
Familia IMP, familia El mismo sustrato del grupo de Espectro
32 3b. 3¢ 3 VIM, GIM-1, SPM-1 y extendido mas cefamicinas**,
sl L1 (S. Maltophilia) y carbapenémicos. Aztreonam se mantiene
estable. No inhibidas por acido clavulanico
Carbapenemasas of A KPC-1, KPC-2 y KPC-3 El mismo sustrato del grupo de la familia
IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM-1
0XA-23, 0XA-24, 0XA-25, El mismo sustrato del grupo de la familia
ND* D 0XA-26, 0XA-27, 0XA-40 IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM-1
y OXA-48
1 |
Porhiinasas Penicilinasa cromosomica @ Penicilinasas no incluidas en los otros grupos.
4 ND* de B.cepacia No inhibidas por acido clavulanico
* No determinado
** Benzilpenicilinas, penicilina G; aminopenicilinas, amoxicilina y ampicilina; carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina; ureidopenicilinas,
piperacilina; cefalosporinas de espectro estrecho, cefazolina, cefalotina, cefamandol y cefuroxima, entre otras; cefalosporinas de tercera generacion,
cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, y ceftriaxona; carbapenémicos, ertapenem, imipenem, y meropenem; cefamicinas, cefotetan,cefoxitin.

Martin S, 2014.
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B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA): TEM-1, TEM-2 y SHV-1 son las BLEA mediadas
por plasmidos comunmente distribuidas en los bacilos gramnegativos y pertenecen al grupo

2b de la clasificaciéon de Bush, Jacoby, Medeiros.®*

» BLEA: hidrolizan aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina) y carboxipenicilinas
(carbencilina y ticarcilina). Cefamicinas, cefalosporinas aminotiazélicas (cefotaxima,
ceftriaxona y ceftazidima), monobactam y carbapenémicos son estables frente a estas
enzimas.

» BLEE: Presentan resistencia a penicilinas y cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Pueden inhibirse por el acido calvulanico, tazobactam y sulbactam. Debido
a mutaciones su efecto hidrolitico se ha extendido a cefalosporinas de espectro
extendido y a los monobactadmicos. Han evolucionado a partir de sustituciones de
aminoacidos en las penicilinasas, Temoeira (TEM), variable sulfhidrilo (SHV) y oxacilina
(OXA). Los carbapenems (imipenem, meropenem y ertapenem) y cefamicinas
(cefoxitina y cefotetan) mantienen su actividad frente a estas enzimas.

» Las B-lactamasas CTX-M o cefotaximasas: Pertenecen a la clase molecular A, confieren
resistencia a cefuroxima, cefotaxima y cefepima. Son mejor inhibidas por tazobactam
gue por sulbactam o acido clavulanico.

» [-lactamasas resistentes a los inhibidores de las B-lactamasas (IRT, por sus siglas en
inglés): La produccion de estos inhibidores se debe a mutaciones que cambian la
secuencia de los aminoacidos en la regiébn de los genes pB-lactamasa TEM,
responsables de la produccién de TEM-1y TEM-2.2Y34

» [-lactamasas tipo AmpC: Son B-lactamasas de codificacion cromosomal, conocidas

como cefalosporinas de tipo AmpC. Son capaces de inactivar aminopenicilinas,
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ureidopenicilinas, cefalosporinas de distintas generaciones y cefamicinas. Normalmente
estan reprimidas y son inducibles so6lo en presencia del antibiético B-lactamico. Por el
hecho de ser inducible puede suceder un cambio en el mecanismo regulatorio, es decir,
se seleccionen mutantes que generen la produccion de B-lactamasas en ausencia del
farmaco B-lactamico. No son inhibidas por acido clavulanico, tazobactam y sulbactam.
El espectro de estas enzimas depende de la cantidad de enzima que produzcan.3*

» Carbapenemasas: Hidrolizan todos los B-lactdmicos incluyendo carbapenems como
imipenem, meropenem y ertapenem. Se transmiten por plasmidos y se han descrito tres
diferentes tipos en enterobacterias que pertenecen a las clases A, B y D de Ambler:

e Clase A (serin-carbapenemasas): Inhibidas por acido clavulanico. Enzimas tipo
KPC, SME, GES, NMC e IM|.36y37

e Clase B (metalo B-lactamasas (MBLS)): Son dependientes de Zinc, sensibles a
EDTA vy resistentes a los inhibidores de las B-lactamasas. Enzimas tipo GIM,
NDM, SPM, SIM, IMP y VIM.36y37

e Clase D (grupo OXA): Variantes de los subtipos OXA-23, OXA-24, OXA-143,

OXA-51 Y OXA-48.38

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una de las técnicas mas empleadas en los laboratorios de investigacion, basada en la
replicacion in vitro de una molécula de ADN gendmico o complementario por medio de ciclos

repetidos que constan de tres temperaturas.3®
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La longitud del producto amplificado la delimitan los oligonucledtidos, de cuyo disefio depende

el resultado de la PCR.3?

Los componentes de una PCR son los siguientes (figura 7):3°

COMPONENTES PARA UNA REACCION DE PCR

: Molde ,
oﬂ\ —
-~ WS = dsDNA o cDNA

Primers u oligonucledtidos

Enzima DNA polimerasa

@ Cofactores (MgCl,)

dNTP

Lh

Termociclador
Figura 7. Componentes necesarios para realizar una PCR.%°

v DNA molde: Puede obtenerse de cualquier muestra bioldgica.

v DNA polimerasa: La Taq DNA polimerasa, es una enzima que polimeriza una nueva
cadena de DNA de una cadena molde existente. Proviene de una bacteria encontrada
en un géiser Thermophilus aquaticus, que soporta temperaturas elevadas (como la
requerida en PCR: 95°C). La concentracion recomendada es de 1-2.5 U/reaccién de
PCR.

v' Desoxinucle6tidos (dNTP: dATP, dGTP, dCTP y dTTP): Se requieren para que la
polimerasa pueda llevar a cabo su funcién de sintesis de una nueva hebra de DNA. Se

requiere que estén en su forma trifosfatada para su estabilidad y para proporcionar un
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grupo fosfato para formar el enlace fosfodiéster en la unién nucle6tido-nucleétido. Su
concentracion optima es entre 50 y 200uM.

v Cloruro de Magnesio: Funciona como cofactor de la DNA polimerasa y su concentracion
ideal es entre 1.0 y 2.5mM, ya que el exceso produce amplificacion inespecifica y una
falta de éste disminuye la produccién de amplificado.

v' Oligonucle6tidos: Poseen una secuencia especifica y se emplean para reconocer por
complementariedad secuencias blanco del DNA molde. Su funcién es proporcionar un
extremo 3’ libre al que se afiadan los nucledtidos consecutivos mediante enlace
fosfodiéster, ya que la DNA polimerasa requiere un extremo 3'OH preexistente. A partir
de ahi, la sintesis se realiza en direccidon 5—3’ (este iniciador se conoce como sentido
o forward). El iniciador antisentido o reverse, es complementario y antiparalelo a la
cadena 5—3 por lo que la polimerizacion dara origen a la cadena 3'—-5. Su
concentracion ideal es de 0.3-1uM.

v' Termociclador: Es el equipo que lleva a cabo los cambios de temperatura, por
calentamiento/enfriamiento, en cuestion de segundos para realizar la PCR.
Normalmente los rangos de temperatura que abarca van desde los 4 a los 96°C. Cuenta
con una tapa a 103°C para evitar la condensacién de agua en las tapas que podria
afectar la concentracion de los solutos en la reaccion. El enfriamiento se realiza por

medio de flujos de aire frio.3°

Una PCR incluye los siguientes pasos (ver figura 8):3°
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DNA de interés
P i e \\\) PCR

e s

5

3
Desnaturalizacion 95°C

2 5 a1l 142

5
3
Alineacion de primers l 50°C

! TTTTTTTTTTTT T °
Primer
tid Primer
sentido
T 3’ 5
T T T antisentido ~ "1™ PP rEIerrr
5 ¥ L“JJ.LLLLLI.LLL}
5 3

72°C

Extension
Figura 8. Esquema general de una PCR.*°
a) Inicio de la desnaturalizacién: Se requiere de una temperatura de 95°C para la
desnaturalizaciéon de la doble cadena de DNA, esto permite el acceso de los
oligonucleétidos. Se mantiene por 5 minutos al inicio de la PCR.
b) Ciclos de amplificacion: Consta de tres temperaturas

1) 95°C: desnaturalizacion por unos 30s.

2) 55-60°C: Alineacion por 30-40s. Se requiere esta temperatura para generar la
energia cinética necesaria para que los oligonucleétidos busquen en el DNA su
secuencia complementaria y formen puentes de hidrogeno, dejando el extremo
3’OH libre para que la enzima DNA polimerasa incorpore los nucleotidos.

3) 72°C: Extension, segun considerando la longitud del producto que se va a

amplificar. Esta temperatura es la éptima para que trabaje la DNA polimerasa.
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c) Amplificacion final: Una vez terminados los ciclos, se mantiene esta temperatura para
gue la polimerasa termine la extension.

d) Almacenamiento temporal: Se programa un ciclo a 4°C por varias horas, lo que permite
conservar los productos de PCR hasta que se retiren del termociclador y se refrigeren

a-20°C.*°

PCR multiple o multiplex

En este tipo de PCR se realiza la amplificacién de méas de un fragmento de ADN en una sola
reaccion de PCR con dos o mas juegos de oligonucleoétidos. Presenta la ventaja de que ahorra
tiempo y reactivos, pero presenta el inconveniente de que el disefio de los oligonucledétidos

debe ser adecuado para que no se complementen entre ellos (hibridaciones inespecificas).3®

PCR en punto final

Es aquella en la que el producto se analiza después de 25-35 ciclos. Se basa en la deteccion
del producto de amplificacion mediante electroforesis de agarosa o acrilamida. El producto se
visualiza como una banda. La intensidad de la banda se considera proporcional a la cantidad
de producto amplificado y su longitud se verifica interpolando contra un marcador de peso
molecular. Una desventaja es que depende de la resolucion del gel y la cantidad de material

de inicio da lugar a una cantidad diferente de producto final.3°
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Electroforesis

Debido a que los grupos fosfato les confieren carga negativa a los acidos nucleicos, estos
migraran al polo positivo; es decir al anodo. El principio de la electroforesis consiste en la
migracion proporcional de las moléculas a través de un gel con caracteristicas porosas, segun

el peso molecular o tamafio; debido a un movimiento generado por un campo eléctrico.*®

Los elementos para realizar una electroforesis son los siguientes (ver figura 9):

Cémara de
electroforesis

Peine para pocillos

Transiluminador

s

Marcador de peso

molecular

Buffer de carga

]
1=
2
E
S
5]
o
©
S
5=}
[+=]

Figura 9. Elementos necesarios para realizar una electroforesis.*°

La camara de electroforesis es un dispositivo capaz de generar un campo eléctrico, éste se
genera dentro de una soluciéon amortiguadora en la que se encuentra sumergido el gel con las

muestras. El alto contenido en electrolitos le permite la transmision de la corriente eléctrica,
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manteniendo el pH estable. La camara cuenta con dos polos (rojo/positivo/anodo y

negro/negativo/catodo) que se conectan a una fuente de poder.3®

Otro componente de la electroforesis es el gel, siendo éste el medio de soporte donde se
colocan las muestras. El soporte ideal es un gel semisélido o gelatinoso, compuesto por
polimeros que forman una especie de malla porosa, por donde avanzan las moléculas de
diferente peso molecular, permitiendo su separacion por tamafio. Existen geles de agarosa y
acrilamida que se preparan con la solucion buffer de corrimiento pesando la cantidad que se
requiere y calentando hasta su disolucion, posteriormente, se vacia en un molde con un peine
previamente colocado para la formacion de los pozos. Una desventaja de la agarosa (extraida
de algas marinas), sobre la acrilamida es su poder de resolucion, ya que ésta ultima permite

un mejor corrimiento y una mejor visualizacion al transiluminador.®

Respecto al buffer de corrimiento, es de la misma composicién y pH que el que se emplea para
preparar el gel. Este proporciona un medio adecuado para transmitir la corriente eléctrica y
mantener el pH. Esta puede ser TBE o TAE para los acidos nucleicos. El buffer TBE contiene
Tris-base, acido borico y EDTA y maneja un pH de 7.2 y en el caso de TAE es Tris-base, acido

acético y EDTA con pH final de 8.5.%°

El marcador de peso molecular, son proteinas o moléculas de DNA que permiten determinar
el tamafio, por comparacion, de los fragmentos. Pueden ser fagos o plasmidos sometidos a un
corte con enzimas de restriccion para generar fragmentos de distintos tamafios, o son DNA
sintético denominados escaleras, porque contienen fragmentos con incrementos de tamafio

gradual.®

Marco teéricol 30 I



El buffer de carga tiene como finalidad, brindar peso, densidad y color a la muestra, lo que
facilita su depdsito en los pocillos y evita su salida del gel. Ademas, permite observar el avance

del corrimiento en el gel. Contiene Tris, azul de bromofenol, azul de xileno y glicerol.3®

Por ultimo, el transiluminador ultravioleta, excita la molécula cromogénica emitiendo energia
fluorescente. En general emiten longitud de onda de 302nm, aunque también existen de 254 y

365nm.3°

Para la visualizacion de las muestras se emplean colorantes fluorescentes, uno de ellos es el
bromuro de etidio, que tiene la propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas
observandose de color rojo al transiluminador. Es teratogénico, mutagénico y cancerigeno por
lo que debe manejarse con extremo cuidado y siempre con uso de guantes. Actualmente
existen otros colorantes como SYBR®-Green que es mas fluorescente que el bromuro de etidio

y resulta una alternativa menos peligrosa y téxica.3?y40
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Planteamiento del problema

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un grave problema de salud publica, en particular
por la produccion de B-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan antibiéticos S-lactamicos, los
cuales son utilizados comunmente para tratar infecciones a nivel del tracto urinario, del torrente

sanguineo y de liquidos biolégicos como cefalorraquideo y peritoneal.

El uso irracional de antibiéticos y los tratamientos empiricos utilizados por los médicos son la
principal causa de resistencia bacteriana, por lo que las alternativas farmacologicas cada vez
se ven mas reducidas y el empleo de carbapenems es una de las ultimas alternativas. Por ello
es importante identificar los tipos de B-lactamasa generados en el ambiente hospitalario para

su control y manejo.

Por lo anteriormente mencionado, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

» ¢Cudles son los genes productores de B-lactamasas que inducen a la resistencia
bacteriana en cepas de E. coli obtenidas en el area de neonatologia en el Hospital
Infantil de México, Federico Gomez?

> ¢ Existe relacion entre el tipo de muestra biologica, el sexo, y el o los tipos de

B-lactamasas encontradas?
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Hipotesis

Si se identifican de manera molecular los genes productores de los diferentes tipos de (-
lactamasas en cepas de E. coli causantes de Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud
en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, entonces comprenderemos su distribucion

entre cepas de esta bacteria, frecuentemente aislada en nuestro @mbito hospitalario.
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Objetivos

GENERAL

Identificar y determinar los genes prevalentes para las -lactamasas que inducen a la

resistencia bacteriana en cepas de E. coli obtenidas de neonatos en la UCIN del HIMFG.

PARTICULARES

e |dentificar y caracterizar las cepas de E. coli determinando presencia y ausencia de los
diferentes genes que producen los diferentes tipos de B-lactamasa en estudio.

e I|dentificar los genes mas frecuentes que codifican para 8-lactamasas en las cepas de
estudio.

e Determinar si existe alguna asociacion entre las variables clinicas sexo, tipo de muestra

bioldgica y el o los tipos de B-lactamasas encontradas.
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Material y méetodos

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo transversal y prolectivo.

Poblacion de estudio: La muestra estuvo constituida por 58 cepas de E. coli aisladas de
cultivos causantes de IAAS provenientes de neonatos atendidos en la UCIN del HIMFG
ubicado en la Ciudad de México, durante el periodo comprendido entre enero del 2015 a
diciembre del 2016. El procedimiento mediante el cual se procesaron las muestras, se

encuentra en la figura 10.

Criterios de seleccion:

Inclusioén:

e Cepasde E. coliaisladas de neonatos hospitalizados en la UCIN del HIMFG y asociadas

a lAAS.

Exclusion:
e Cepas no pertenecientes al género-especie E. coli

e Cepas que al resembrarse estén contaminadas o no viables (sin crecimiento).
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Variables
e Independiente: Cepas de E. coli

e Dependiente: Presencia de amplificados de los genes para los diferentes tipos de -

lactamasa.
VARIABLE DEFINICION VEE&@EE CATEGORIA
Cepa productora de Bact_e rias que producen Cualitativa Positiva
enzimas inactivadoras . .
B-lactamasas nominal Negativa

de B-lactamicos

Técnicas: Extraccion de DNA, PCR en punto final y electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Andlisis estadistico: Los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico SPSS
version 15 para Windows por medio de frecuencias y porcentajes, ademas de la prueba de ¥?,
como medida de comparacion entre variables con un valor de p<0.05 como estadisticamente

significativo.
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Figura 10. Esquema general de trabajo.
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Toma y siembra de muestras: Se llevé a cabo por personal del Laboratorio Central del

Hospital Infantil de México, Federico Gémez.

Identificacion de la bacteria: La identificacion de las cepas de E. coli se realiz6 por medio del
equipo Vitek® en el Laboratorio Central del HIMFG, a partir de diferentes tipos de cultivo
(urocultivo, hemocultivo y cultivo de liquidos biolégicos) obteniendo 58 muestras; el
almacenamiento de todas las cepas para conservacion se llevd a cabo en leche y
ultracongelacion a -70°C.

El equipo Vitek® es un sistema automatizado de identificacion bacteriana y estudio de
sensibilidad antimicrobiana. La identificacion de las bacterias se basa en la inoculacién (por
capilaridad) de una suspension de microorganismos en tarjetas con determinados paneles de

reacciones bioquimicas cuyos resultados se comparan en una base de datos.*!

Una vez identificadas, cada cepa fue etiquetada y rotulada de acuerdo a una clave internadel
laboratorio de Infectologia como se muestra a continuacion:
IAAS-N. (namero) E. coli
IAAS-N: Infecciones asociadas a la atencion en salud-neonatos.
Numero: Asignado por la directora de tesis, Dra. en C. Leticia Verdnica Jiménez Rojas.

Nombre abreviado del microorganismo Escherichia coli.

Con el fin de proteccion de datos personales, se ordenaron las cepas de menor a mayor de

acuerdo con la clave asignada en el hospital y se les reasigné un niamero consecutivo (1-58).
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Siembra en agar sangre y pruebas confirmatorias: Realizadas con el fin de confirmar que
las cepas conservadas en leche coincidan con el género y especie Escherichia coli.
» IMVIC (Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citratos)

a) Indol: El tript6fano es un aminodcido constituyente de muchas peptonas, y
particularmente de la tripteina, que puede ser oxidada por algunas bacterias para
formar indol. En este proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas
triptofanasas. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de
Kovac’s o Erlich, para originar un compuesto color rojo, indicativo de una prueba
positiva.

b) Rojo de metilo Voges-Proskauer: La glucosa puede ser metabolizada por los
microorganismos a través de distintas vias metabdlicas. Segun la via utilizada,
se originaran productos finales acidos (acido lactico, acido acético, acido férmico),
o productos neutros (acetil-metil-carbinol). El rojo de metilo detecta los productos
acidos, mientras que el a-naftol y el hidréxido de potasio evidencian los productos
finales neutros. Los productos acidos hacen virar el indicador rojo de metilo de
rojo a amarillo y en presencia de acetil-metil-carbinol se desarrolla un color rojo.

c) Citrato de Simmons: Se caracteriza por diferenciar los microorganismos en base
a su capacidad para utilizar citrato como Unica fuente de carbono y el fosfato
monoamonico como unica fuente de nitrégeno. ElI metabolismo de citrato se
realiza por las bacterias poseedoras de citrato permeasa, a través del ciclo del
acido tricarboxilico generando productos alcalinos que hacen virar el indicador
azul de bromotimol de verde a azul de Prusia.

d) Carbohidratos (por ejemplo, glucosa): Determina la capacidad del organismo
para emplear o degradar un hidrato de carbono especifico, produciendo acido,y

en algunos casos gas haciendo virar el indicador rojo de fenol, de rojo a amarillo.

Material y métodos I 39 I




e)

g)

h)

)

Lisina descarboxilasa: Se basa en la descarboxilacion de la lisina, dando como
origen una amina llamada cadaverina que alcaliniza el medio haciendo virar el
indicador purpura de bromocresol de amarillo a violeta.

Ornitina descarboxilasa: Se basa en la descarboxilacion de la ornitina, dando
como resultado putrescina que alcaliniza el medio, haciendo virar el indicador
purpura de bromocresol, de amarillo a violeta.

Urea de Christensen: Se basa en la hidrolisis de urea por la presencia de ureasas
gue liberan amoniaco y dioxido de carbono que alcalinizan el medio, haciendo
virar el indicador rojo de fenol, de amarillo a rojo.

Nitratos: Determina la capacidad de un organismo de reducir nitrato a nitrito o
hasta nitrégeno libre. Esta prueba permite detectar una respiracion anaerobia,
gue emplea nitrato como aceptor final de electrones. Para esta prueba se
requiere de a-naftilaminay acido sulfanilico, ademas de zinc. Una prueba positiva
para la reduccién a nitritos se evidencia por un color rojo después de adicionar
a-naftilamina y acido sulfanilico; mientras que la reduccién a nitrégeno libre se
evidencia por medio de zinc sin presencia de color.

Gelatinasas: Se basa en la presencia de la enzima gelatinasa capaz de hidrolizar
la proteina de la gelatina que le permite gelificar, por lo que un resultado positivo
implica la pérdida de gelificacion.

Acido sulfhidrico: Se basa en la produccion bacteriana de acido sulfhidrico, que
se identifica por la formacion de un precipitado negro de sulfuro de hierro a partir

de tiosulfato de sodio y sulfato de hierro y amonio.*?
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Extraccion de DNA: La extraccién de DNA de todas las cepas de Escherichia coli se realizd
con el estuche comercial “Genomic DNA Purification” segun su protocolo de purificacion rapida
Wizard®, con algunas modificaciones, para muestras bacterianas:
1. Descongelary sembrar las cepas en agar sangre al 5% por estria en cuatro cuadrantes,
incubar a 37°C durante 24 horas.
2. Enumerar tubos Eppendorf de 1.5mL de acuerdo a cada cepa.
3. Anadir 1mL de “Lysis Cell Solution” en cada tubo, en condiciones de esterilidad.
4. Tomar de cada cepa aproximadamente de 3-5 colonias y colocarlas en su tubo
Eppendorf por difusion.
5. Mezclar vigorosamente los tubos y centrifugar a 10,000rpm/2minutos.
6. Decantar el sobrenadante y repetir los pasos 3-5.
7. Adicionar 200uL de “Nucleic Lysis Solution” en cada tubo.
8. Mezclar vigorosamente los tubos e incubar a 80°C 5 minutos o hasta que la solucion se
vuelva transparente.
9. Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente.
10. Anadir 10pL de RNAsa e incubar 15 minutos a 37°C.
11. Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente.
12. Adicionar 100uL de “Protein Precipitation Solution”.
13. Mezclar durante 10-15 segundos.
14. Incubar en hielo por 5 minutos.
15. Etiquetar tubos Eppendorf de 1mL con el nimero de cepas correspondientes.
16. Adicionar 200uL de isopropanol frio a los tubos de 1mL.
17. Sacar los tubos de 1.5mL del hielo y centrifugar a 10,000rpm/5minutos.
18. Transferir el sobrenadante a los tubos Eppendorf que contienen el isopropanol frio.

19. Mezclar suavemente por inversion varias veces hasta observar la formacion de DNA.
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20.

21.

22.

23.

24.

Centrifugar a 10,000 rpm/2minutos y decantar el sobrenadante.

Lavar con etanol al 70% el boton de DNA dos veces.

Decantar el sobrenadante y dejar secando toda la noche.

Adicionar 50uL de “Rehydration Solution” y dejar reposar una hora.

Congelar a -20°C hasta su posterior uso.

Preparacion de mezclas de DNA de cepas: Se prepararon 7 mezclas de DNA de las 58

cepas de E. coli con el fin de optimizar material y trabajo, de tal manera que las mezclas de

DNA negativas se descartaban y se preparo6 la mezcla de reaccion para las cepas individuales

de las mezclas de DNA que resultaron positivas (cuadro 5).

Cuadro 5. Mezclas de DNA realizadas con las cepas de E.coli para optimizar material y
trabajo de las ocho PCR multiplex.

Numero de pool

Cepas que incluyo6

Pool 1
Pool 2
Pool 3
Pool 4
Pool 5
Pool 6
Pool 7

1-9.
10-18.
19-27.
28-35.
36-38, 42, 44-47.
39, 41, 43, 54-58.
43, 48-52.
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Reaccion en cadenade la polimerasa: Realizar las amplificaciones mediante PCRs multiplex
de punto final con controles negativo y positivo en cada corrida (cuadro 6).

Se llevaron a cabo un total de ocho PCRs multiplex para todas las cepas de E. coli.

La mezcla de reaccion se ajustd a un volumen final de 25uL segun las condiciones descritas
en el protocolo GoTag® Green Master Mix de Promega; Buffer de reaccion pH 8.5, 400uM
dNTPs y 3mM de MgCla.

Las PCR multiplex se realizaron en un termociclador digital AXYGEN Modelo: Maxygen II.

Los oligonucledtidos, marca IDT, se diluyeron hasta obtener una concentracion de 50ng/pL.

Cuadro 6. Cantidades de reactivos por cada tubo de reaccién de PCR.

Mezcla base o

Master Mix (MM) 12.5uL
Oligonucleoétidos 2L de mezcla de oligonucledtidos
Agua (H20) Cuanto baste para 25uL
DNA 2L

Procedimiento general para todas las PCR:

1 Preparar la campana de flujo laminar, realizando previa limpieza con alcohol,
posteriormente colocar material a emplear (gradillas, puntas, pipetas y tubos), y radiar
con UV por 10-15 minutos.

2. Enumerar los tubos correspondientes al nUmero de cepas a analizar en tubos para PCR

(58 cepas + un control negativo+ un control positivo= 60).
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Ajustar las cantidades de reactivos por numero de muestras (con un total de 60).
Etiguetar con mezcla de reaccion un tubo Eppendorf de 1.5mL y adicionar las
cantidades de reactivo correspondientes para 60 muestras sin adicionar DNA.
Adicionar en cada tubo para PCR 23uL de mezcla de reaccion.

Incorporar a cada tubo 2uL de DNA (mezclar bien succionando y expulsando el liquido
de la punta sin hacer burbujas), revisando que la numeracion tubo-cepa sea la
correspondiente.

Cerrar los tubos y colocarlos en el termociclador con las condiciones establecidas para
la PCR e iniciarla (ver cuadros 5y 6).

Al finalizar, se colocan los tubos con amplificados en una gradilla y se congelan a -20°C.

Analizar el producto de amplificacion por electroforesis en gel de agarosa.
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Cuadro 7. Oligonucledtidos utilizados en las ocho PCR multiplex grupo especificas para los
diferentes tipos de B-lactamasas.’Y 43

PCRYy Tama_lﬁo del
B-lactamasa _Nombre (;Ie_l Secuencia (5’—3) amplificado
objetivo oligonucleotido %n pares de
ases (pb).
22 TEM-SO-F CATTTC CGT GTCGCCCTTATTC 800
TEM-1y TEM- TEM-SO-R CGT TCATCC ATAGTTGCCTGAC
> SHV-1 SHV-SO-F AGC CGC TTG AGC AAA TTA AAC 713
OX A 1 OX,’A- 4 SHV-SO-R ATC CCG CAG ATA AAT CAC CAC
y OXA-30 OXA-SO-F GGC ACC AGATTC AACTTT CAAG 564
OXA-SO-R GAC CCC AAG TTT CCT GTAAGT G
e CTXMGpl-F TTA GGA ART GTG CCG CTG YA 688
CTXM grupo CTXMGp1-2-R CGA TAT CGT TGG TGG TRC CAT
1(13y 15), 2 CTXMGp2-F CGT TAA CGG CAC GAT GAC 404
) ’9 ©y 1’4) CTXMGp9-F TCAAGC CTGCCGATCTGGT 561
y é/25 (8,25, CTXMGp9-R TGATTC TCG CCG CTG AAG
26 y 39-41) CTXMGp8/25-F AAC RCR CAG ACG CTC TAC 326
CTXMGp8/25-R TCG AGC CGG AAS GTG TYAT
e IMP-F TTG ACA CTC CAT TTA CDG 139
IMP (9,16 IMP-R GAT YGA GAATTA AGC CAC YCT
1822 y’253, VIM-F GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390
VIM (Ly 2) VIM-R CGA ATG CGC AGC ACC AG
y KPC (1y 5) KPC-F CATTCAAGG GCTTTCTTGCTGC 538
KPC-R ACG ACG GCATAG TCATTT CG
GES 1,9,11-F AGT CGG CTA GAC CGG AAA G 399
[\V43 GES 1,9,11-R TTT GTC CGT GCT CAG GAT
GES (1-9y PER 1y 3-F GCT CCG ATAATG AAAGCG T 520
11), PER(1y PER 1y 3-R TTC GGC TTG ACT CGG CTG A
3) y VEB (1-6) VEB 1-6-F CAT TTC CCG ATG CAA AGC GT 648
VEB 1-6-R CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
V37 SME-GAM-F GAG GAA GAC TTT GAT GGG AGG AT 334
SME (1-3) SME-GAM-R TCC CCT CAG GAC CGC CAA G
e IMIl (1-3y IMI-GS-F GGT GTC TAC GCT TTAGAC ACT GGC TC 536
NMC-A) IMI-GS-R GCA CGAATACGC GCT GCACCG G
GIM-GBM-F CGT TGC CAG CTT TAG CTC AGG 279
GIM-GBM-R GCA ACT TGA TAC CAG CAG TGC G
VI¥7 SIM-GBM-F TTG CGG AAG AAG CCC AGC CAG 613
GIM-1, SIM-1, SIM-GBM-R GCG TCT CCGATTTCACTGTGG C
NDM-1Y NDM-GBM-F CCC GGC CACACCAGT GACA 129
SPM-1 NDM-GBM-R GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT
SPM-GBM-F GGG TGG CTAAGACTATGAAGCC 447
SPM-GBM-R GCC GCC GAG CTG AAT CGG
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Cuadro 7 (continuacion). Oligonucleotidos utilizados en las ocho PCR multiplex grupo

especificas para los diferentes tipos de B-lactamasas.3”y 43

Tamafio del
PCR _Nombre (;Ie_l Secuencia (53" amplificado
oligonucledtido en pares de
bases (pb).
023-GDM-F CCT GAT CGG ATT GGA GAACCAG
VIIF 023-GDM-R GAT GCC GGC ATT TCT GAC CG 516
OXA-232, 024-GDM-F GGT CGATAATTTTTG GTT AGT TGG CCC 937
OXA-24°y 024-GDM-R CCATTAGCTTGC TCC ACCCAACCAG
OXA-48° 048-GDM-F CCAAGCATTTTT ACCCGCATCKACC 389
048-GDM-R GYT TGA CCATACGCTGRCTGCG
01-GD2M-F CAA CGG ATT AAC AGAAGC ATG GCT CG 198
VI 01-GD2M-R GCT GTR AAT CCT GCACCAGTTTTC CC
OXA-19, 02-GD2M-F GAC CAAGATTTG CGATCAGCAATG CG 256
OXA-2°y 02-GD2M-R CYT TGA CCA AGC GCT GAT GTT CYA CC
OXAEL! 051-GD2M-F GAC CGAGTATGT ACCTGCTTCGACC
051-GD2M-R GAG GCT GAACAACCCATCCAGTTA 497

ACC

Las letras Ry F en el nombre del primer significan, R: Reverse y F: Forward.

Variantes: 223, 27, 49, 73. 133, 146. %24, 33, 40, 25, 26, 72, 139, 160 y (OXA-43 y 182) ©48, 54 y (OXA-181)

d1, 30, 31, 47 ©2, 3, 15, 21, 32, 34, 36, 46, 53, 141, 144, 161 y (OXA-118 y 119) 'Grupo 51 (51, 64-71, 75-80,
82-84, 86-95, 98-100, 106-113, 115-117, 128, 130-132, 138, 144, 148-150 y 172-180).

En las secuencias: Y=ToC,R=A0G,S=GoC,D=A0oGoT,K=ToG.

Cuadro 8. Condiciones necesarias para realizar las ocho PCR multiplex.

Temperaturas NGmero

T/?;I/Q\ll’llllll PCRIIL PCRIV PCRV PCRVII Tiempo de ciclos

95°C 94°C 94°C 94°C 95°C 5 minutos

95°C 94°C 94°C 94°C 95°C 40 segundos

60°C 55°C 57°C 60°C 59°C 40 segundos 30

72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 1 minuto X

72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 7 minutos

4°C 4°C 4°C 4°C 4°C Término
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Electroforesis en gel de agarosa: Los amplificados de PCR se corrieron electroforéticamente

en geles de agarosa al 2% con TBE al 0.5%.

Preparacién de TBE 0.5%

1. Pesar 27.5g de acido bérico

2. Pesar TRIS 549

3. Afnadir 20mL de EDTA (pH 7.6) 0.5M

4. Cuanto baste de agua para 1L.
Nota: En caso de no disolverse, introducir a la autoclave 15 minutos a 121°C o 15lb de presion.
Diluir el TBE que queda al 5% tomando 100mL de éste y adicionando 900mL de agua estéril

para que su concentracion final sea 0.5%.

Preparacién de gel de agarosa:

1. Pesar 0.8g de agarosa y colocarlos en un matraz Erlenmeyer de 125mL.

2. Medir 40mL de TBE al 0.5% y adicionarlos al matraz.

3. Mezclar y meter al horno o calentar para disolver la agarosa.

4. Una vez disuelta dejar enfriar hasta que el calor sea soportable al tacto y sin que se
generen vapores, para adicionar 3uL de bromuro de etidio 1:10.

5. Colocar los peines, con el nimero de pozos a emplear, en el molde de acrilico para
geles de electroforesis.

6. Verter en el molde y dejar enfriar.

7. Una vez gelificado, retirar los peines.

8. Colocar el molde en la cAmara de electroforesis y adicionar TBE al 0.5% hasta la marca

de llenado.
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9. Adicionar en cada pozo los amplificados de la PCR dejando los primeros pozos libres
de cada fila para el marcador de 100pb.

10. Adicionar en el primer pozo 5uL de marcador de 100pb Promega.

11. Correr las muestras a 70V y 45mA para amplificados entre 100-300pb 0 a 90V y 45mA
para amplificados mayores a 400pb por 1 hora.

12. Una vez terminado el corrimiento, colocar el gel en un transiluminador UVP y observar.
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Resultados

De un total de 58 muestras positivas a E.coli, aisladas de neonatos en la UCIN del HIMFG en
el periodo comprendido entre enero de 2015 a diciembre de 2016, se obtuvo un 56.9% de
neonatos que pertenecian al sexo masculino y 43.1% de neonatos que pertenecian al sexo
femenino, con una edad promedio de 30.26 dias. La muestra biolégica que presentdé mayor
frecuencia de presencia de E.coli fue la orina, con un 62% del total de las muestras (cuadro 9

y figura 11).

Cuadro 9. Medidas descriptivas de la poblacién de estudio de acuerdo al sexo y al tipo de
cultivo de cepas de E.coli provenientes de neonatos en la UCIN del HIMFG (2015-2016).

TIPO DE CULTIVO

SEXO Hemocultivo Urocultivo Varios TOTAL
| (H) (V) (V)
Masculino (M) 4 (12.1%) 21 (63.7%) 8 (24.2%) 33 (56.9%)
Femenino (F) 6 (24%) 15 (60%) 4 (16%) 25 (43.1%)
TOTAL 10 (17.2%) 36 (62%) 12 (20.7%) 58 (100%)

Edad promedio de los neonatos: 30.26 dias.

Frecuencia

'Femenino

Sexo

Masculino

Hemocultivo  Urocultivo Varios
Tipo de cultivo

Figura 11. Frecuencias de neonatos de acuerdo al tipo de cultivo de cepas de E.coli
provenientes de neonatos en la UCIN del HIMFG (2015 a 2016).
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A continuacion, se detallan las medidas descriptivas generales y de acuerdo con el sexo y el
tipo de cultivo del paciente para las ocho PCR multiplex de las 58 cepas de E.coli, aisladas de
neonatos en la UCIN en el periodo comprendido entre enero del 2015 a diciembre del 2016,

analizadas en el laboratorio de Infectologia area de Bacteriologia, en el HIMFG (figuras 12-15).

Frecuencia

12%

. 3.4% '

Tipo de B-lactmasa

Total de casos positivos: 276

Figura 12. Frecuencias de cepas de E.coli positivas a los genes productores de los tipos de
B-lactamasas por PCR multiplex, aisladas de neonatos en la UCIN del HIMFG (2015-2016).
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B Masculino @Femenino

Frecuencia

. O
Tipo de B-lactamasa

SHV y Sexo: x?= 5.894 con p= 0.015
0O1-GD2M y Sexo: x?=4.416 con p=0.036

Figura 13. Frecuencias de cepas de E.coli positivas a -lactamasas por PCR multiplex, de
acuerdo al sexo del neonato, aisladas en la UCIN del HIMFG (2015-2016).

EVarios HEHemocultivo ©EUrocultivo

Frecuencia

Iox
o~

Tipo de B-lactamasa

TEM vy Cultivo: x?= 7.055 con p= 0.029
SIM y Cultivo: ¥?=7.162 con p=0.028

Figura 14. Frecuencias de cepas de E.coli positivas a -lactamasas por PCR multiplex, de
acuerdo al tipo de cultivo del neonato, aisladas en la UCIN del HIMFG (2015-2016).
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M Varios-Masculino

O Hemocultivo-Femenino B Urocultivo-Masculino

10

Frecuencia

B Varios-Femenino

13

CTXM Gp- CTXM Gp-
9

1

14

GIM SIM OXA-48

Tipo de B-lactamasa

SHYV, Urocultivo y Sexo: x?= 8.129 con p= 0.004
01-GD2M, Varios y Sexo: x?=4.8 con p=0.028

E Hemocultivo-Masculino

O Urocultivo-Femenino

13

Ad

01-GD2M

Figura 15. Frecuencias de cepas de E.coli positivas a B-lactamasas por PCR multiplex, de
acuerdo al tipo de cultivo y sexo del neonato, aisladas en la UCIN del HIMFG (2015-2016).
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Al observar la asociacion enziméatica en las cepas de E.coli, se agruparon en perfiles asignados

de acuerdo con la frecuencia que presentaban. El total de perfiles encontrados fue de 25,

dentro de los cuales el mas comun esté representado con las enzimas tipo OXA + CTXM Gp-

1+ GIM + SIM + O1-GD2M, con una frecuencia de 18 cepas, aisladas en su mayoria de

urocultivos (cuadro 10).

Cuadro 10. Perfiles de B-lactamasa encontrados de acuerdo al tipo de cultivo y sexo para
cepas positivas de E.coli provenientes de neonatos en la UCIN del HIMFG (2015-2016).

e oo o0
de Perfil de B-lactamasas
perfil quelo v M F
presentan
I OXA CTXM-Gp1l SIM 01-GD2M 18 2 15 1 10 8
I TEM OXA CTXM-Gp1l SIM 01-GD2M 6 1 4 1 4 2
1 TEM CTXM-Gp1l SIM 0O1-GD2M 5 2 2 1 3 2
v TEM CTXM-Gp1l 01-GD2M 3 1 2 0 3 0
V OXA CTXM-Gp1l SIM OXA-48 O1-GD2M 2 0 2 0 1 1
VI SHV CTXM-Gpl SIM 01-GD2M 2 0 1 1 1 1
VI TEM SHV CTXM-Gp1 OXA-48 2 0 2 0 0 2
VIII TEM CTXM-Gp1l OXA-48 2 0 1 1 1 1
IX OXA CTXM-Gp1l SIM O1-GD2M 2 0 2 0 2 0
X OXA-48 01-GD2M 1 0 0 1 1 0
Xl TEM CTXM-9 OXA-48 01-GD2M 1 0 0 1 1 0
Xl 01-GD2M 1 0 0 1 1 0
Xl TEM SIM OXA-48 01-GD2M 1 1 0 0 0 1
XV OXA CTXM-Gp1l 01-GD2M 1 0 0 1 0 1
XV TEM OXA SIM 01-GD2M 1 1 0 0 1 0
XVI TEM SHV 1 0 1 0 0 1
XVII SHV CTXM-Gpl 0O1-GD2M 1 0 1 0 0 1
XVIII TEM OXA 01-GD2M 1 0 0 1 0 1
XIX TEM OXA CTXM-Gpl O1-GD2M 1 0 1 0 1 0
XX TEM CTXM-Gp1l SIM OXA-48 O1-GD2M 1 1 0 0 0 1
XXI SHV SIM 0O1-GD2M 1 0 1 0 0 1
XXl TEM CTXM-Gp1l SIM OXA-48 1 0 0 1 0 1
XX OXA CTXM-Gpl 0O1-GD2M 1 0 0 1 1 0
XXIV OXA CTXM-9 SIM O1-GD2M 1 1 0 0 1 0
XXV CTXM-Gp1l SIM 01-GD2M 1 0 1 0 1 0

H: Hemocultivo U: Urocultivo V: Varios
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En seguida, se muestran los geles de electroforesis con los amplificados correspondientes a

cada PCR multiplex a la que resultaron positivas las cepas de E.coli (figuras 16-21).

800ph —»
713ph ——

Figura 16. Amplificados de PCR | multiplex para los genes de B-lactamasas tipo TEM, SHV y
OXA. Carril 1 superior e inferior: Marcador de peso molecular Promega 100pb, Carril 2:
control negativo, carril 3: control positivo TEM + OXA + SHV (cepa de Klebsiella
pneumoniae); carriles superiores 4-6 y carriles inferiores 2-6 cepas de E. coli provenientes de
neonatos hospitalizados en la UCIN del HIMFG (2015-2016).

Resultadosl 54 I



1500 pb

BT B «— CTXM Gp-1

Figura 17. Amplificados de PCR Il multiplex para los genes de B-lactamasas tipo CTXM-Gp-
1, CTX-MGp-9 y CTX-MGp-8/25. Carril 1: Marcador de peso molecular Promega 100pb,
Carril 2: control negativo, carril 3: control positivo CTX-MGp-1 (cepa de Klebsiella
pneumoniae); carriles 4-6 cepas de E. coli provenientes de neonatos hospitalizados en la
UCIN del HIMFG (2015-2016).

Figura 18. Amplificados de PCR Il multiplex para los genes de S-lactamasas tipo IMP, VIM y
KPC. Carril 1: Marcador de peso molecular Promega 100pb, Carril 2: control negativo, carril
3: control positivo KPC (cepa de Klebsiella pneumoniae), carriles 4 control positivo IMP (de

cepa de Burkholderia cepacea), carriles 5-10 mezclas de DNA de cepas de E. coli
provenientes de neonatos hospitalizados en la UCIN del HIMFG (2015-2016).
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1500 pb

500 pb

279pb—> GIM

Figura 19. Amplificados de PCR VI para el gen de B-lactamasa tipo GIM. Carril 1: Marcador
de peso molecular Promega 100pb, Carril 2: control negativo, carriles 3-14 cepas de E. coli
provenientes de neonatos hospitalizados en la UCIN del HIMFG (2015-2016).

1500 pb

500 pb

Figura 20. Amplificados de PCR VII multiplex para los genes de B-lactamasa tipo OXA-23,

OXA-24 y OXA-48. Carril 1: Marcador de peso molecular Promega 100pb, Carril 2: control

negativo, carriles 3-7 cepas de E. coli provenientes de neonatos hospitalizados en la UCIN
del HIMFG (2015-2016).
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500 pb
198p O2-
GD2M
1500 pb
500 pb
198pb—> <—GC[>)22-M

Figura 21. Amplificados de PCR VIII multiplex para los genes de B-lactamasas tipo O1-
GD2M, 02-GD2M y O51-GD2M. Carril 1 superior e inferior: Marcador de peso molecular
Promega 100pb, Carril 2: control negativo, carril 3: control positivo O1-GD2M (cepa de
Klebsiella pneumoniae), carriles 4-14 superiores y 2-15 inferiores cepas de E. coli
provenientes de neonatos hospitalizados en la UCIN del HIMFG (2015-2016).
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Discusion
La frecuencia de bacterias resistentes a antimicrobianos es elevada en todo el mundo y la

produccion de B-lactamasas constituye el mecanismo de resistencia mas comun encontrado

en el ambiente hospitalario.

Las bacterias con mas relevancia médica son gramnegativas, entre ellas E.coli, causante de
infecciones asociadas a la atencion de la salud, debido al desarrollo de fenotipos con amplia
resistencia a antimicrobianos. En Latinoamérica, pocos estudios han reportado la prevalencia
de los diferentes tipos de B-lactamasas para E.coli, como Blanco et al.,2015, que reporta
prevalencias variables que van desde el 1.7% en infecciones urinarias en México, Argentina,

Brasil, Chile y Venezuela.**

Algunos estudios realizados en México, como los de Reyna-Flores et al, 2013 y Castro, 2014
mencionan que los tipos de B-lactamasas que se encuentran con mayor frecuencia son CTX-
M, TEM y SHV. Reyna-Flores et al, 2013 reportd una prevalencia de 96.4% para CTX-M-15,
59% para TEM-1 y 3.5% para SHV, Castro, 2014 reportd una prevalencia de 95% para TEM,

50% para CTX-M y 5.5% para SHV. 35Y45

En cambio, el presente trabajo mostré que en la poblacién estudiada se incluyen otros tipos de
B-lactamasas (no solo BLEE), detectando que enzimas tipo GIM, O1-GD2M, CTX-M Gp-1, SIM,
OXA, TEM, OXA-48, SHV y CTX-M Gp-9 se encuentran con mayor frecuencia, siendo GIM la

mas representativa con un 91% (figura 12).

Uno de los problemas a los que se enfrenta el sector salud de México es el aumento en la
frecuencia de casos de infecciones provocadas por bacterias productoras de B-lactamasas.
Estas se presentan, tanto en el ambiente ambulatorio como hospitalario y sobre todo en las

unidades de cuidados intensivos en donde se han tomado medidas para evitar la apariciéon de
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carbapenemasas. Afortunadamente ninguna cepa analizada en este trabajo presento este tipo
de enzimas, pero ya existe la presencia de carbapenemasas clase D (OXA-48) con un
porcentaje de 58.6% ocupando el quinto lugar entre los tipos de B-lactamasas, y clase B
(metalo-B-lactamasas) dependientes de Zinc como GIM y SIM que ocupan el primer y cuarto
lugar en positividad entre los tipos de B-lactamasas, con un 91.4% y 72.4% respectivamente

en la UCIN del HIMFG.

Cura, 2015 indica que existen ciertos factores de riesgo para que los neonatos se infecten por
BLEES, mencionando que un peso menor a 1000g presenta mayor susceptibilidad (37.5%) y
gue la ceséarea (11.7%) y parto natural (5.9%) son otros factores predisponentes a IAAS.46
Nordberj et al, 2017 menciona que existen ciertas caracteristicas que predisponen al paciente
pediatrico a la infeccion por enterobacterias productoras de BLEE indicando el porcentaje de
casos positivos dependiendo el factor de predisposicion, tales como: las semanas de gestacion
(42%), el sexo masculino (57%), el peso entre 1000g-2499g al nacer (50%), el tipo de
tratamiento como el que se administra en la UCIN (79%) y el tiempo de hospitalizacion entre
21-60 dias (50%). Los factores predisponentes mas significativos son el tipo de tratamiento en
la UCIN y el sexo del paciente (el sexo masculino es mas susceptible), presentan mayor
nimero de bacterias BLEE.#” Finalmente, O"Connor, 2017 agrega que el sistema inmune
inmaduro, el cuidado en incubadoras, la leche contaminada y la exposicion a cefalosporinas
de 32 generacién son caracteristicas considerables para la susceptibilidad a desarrollar

infecciones asociadas a cuidados sanitarios causadas por la enzima CTX-M.*8

Debido a que en este trabajo realizado en la UCIN del HIMFG no se cuenta con toda la
informacion que comentan los autores previamente mencionados, solo se analizaron los
resultados obtenidos en comparacion con el sexo y el tipo de cultivo realizado, observando 2

diferencias estadisticamente significativas entre SHV y Sexo (p= 0.015) y, O1-GD2M y Sexo

Discusic’)nl 59 I




(p=0.036), indicando que solo en estos dos tipos de enzima el sexo femenino es un
determinante para que la infeccibn por SHV se presente y el sexo masculino es un

predisponente para que la infeccién por O1-GD2M se presente.

De acuerdo con Cura, 2015 el tipo de infeccion que se presentd en mayor proporcion fue en
sangre (50%), seguida por liquido cefalorraquideo (20.6%), infecciones urinarias (14.7%),
neumonia (10.3%) y piel y tejidos blandos (4.4%), sin embargo, no hay evidencia de la relacion
del tipo de cultivo con cierto tipo de B-lactamasa.*’ Para el caso de la UCIN del HIMFG se
encontré un mayor porcentaje de urocultivos, seguido por los cultivos de diversos y finalmente
hemocultivos con porcentajes de 62%, 20.7% y 17.2%, respectivamente. Se encontré una
diferencia estadisticamente significativa entre TEM y Cultivo (p= 0.029) y, SIM y Cultivo
(p=0.028), indicando que el tipo de enzima encontrado tiene relacion con el tipo de cultivo del

cual se obtuvo.

Al incluir el sexo, tipo de cultivo y tipo de enzima encontrado (como se observa en la figura 15),
se encontré que SHV, Urocultivo y Sexo (p= 0.004) y, O1-GD2M, Varios y Sexo (p=0.028)
presentan una diferencia estadisticamente significativa lo que implica que, la enzima SHV
presenta relacion con los urocultivos y depende del sexo del paciente; mientras que la enzima
0O1-GD2M esta relacionada con los cultivos diversos y depende del sexo del paciente, como

se habia mencionado anteriormente, SHV en niflas y O1-GD2M en nifios.

Para este estudio, se llevo a cabo la clasificacion en perfiles de -lactamasas (cuadro 10) de
acuerdo a los resultados de las 58 cepas con las ocho PCR multiplex realizadas. Si bien, no
se ha encontrado un reporte similar al de este estudio, se han encontrado referencias que

presentan asociacion de enzimas, como por ejemplo Morfin-Otero, 2013 que presenta
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asociacion entre las enzimas CTX-M y SHV*®; Wojkowska-Mach, 2013 indica asociacion entre
CTX-M-3 y TEM-1y CTX-M-15 y TEM-1°0y finalmente Poirel, 2014 observé asociacién entre

CTX-M-3 + OXA-1 + TEM-1 en E.coli.*!

Con base en los resultados, el perfil que obtuvo un mayor nimero de cepas fue el | (OXA +
CTXM-1 + GIM + SIM + O1-GD2M) seguido por el perfil Il (TEM + OXA + CTXM-1 + GIM +

SIM + 01-GD2M) y lll (TEM + CTXM-1 + GIM + SIM + O1-GD2M). Analizando estos resultados
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en lo que refiere al sexo del
paciente-tipo de perfil, tipo de cultivo-tipo de perfil y sexo del paciente-tipo de cultivo-tipo de
perfil, respectivamente. Esto indica que el tipo de perfil que se presenta no depende de ninguna

de las variables anteriores.

Deben considerarse medidas para la prevencion de IAAS, como lo menciona Cura, 2015 con
un lavado de manos, suficiente papel para su secado y uso de guantes estériles durante el
cuidado neonatal.*” En contraste, O"Connor, 2017 indica que se requiere de la separacion de
equipo limpio y usado, un ambiente limpio, suficiente personal con servicio de higiene y
personal de limpieza y suficientes dispensadores de alcohol para manos, ademas de evitar el
contacto padres-hijo puesto que se considera que los padres son el principal vector para

introducir a la UCIN organismos asociados a la multirresistencia farmacolédgica.*®

Otro factor que debe considerarse, es la transmisién vertical madre-hijo como una de las
principales causas de infeccion por -lactamasas, debido a que las madres positivas a estas
enzimas pueden transmitirlas a sus hijos en el momento del parto. Como menciona Rettedal,

2015y Peretz et al, 2016 el canal de parto de la madre es un determinante en la colonizacién
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de neonatos al momento de dar a luz por lo que se recomienda un estudio de seguimiento de

las pacientes positivas y de sus hijos positivos aun después de su alta médica.>?y>3

En lo que respecta a este trabajo, puede enriquecerse con los datos de semanas de gestacion,
peso al nacer del neonato, tratamiento del neonato, presencia de B-lactamasas en leche
materna o en el intestino de las madres, duracion de hospitalizacion, admision a la UCIN y
datos de hospitalizacion previa de las madres para determinar los factores de riesgo que hacen

propenso a un neonato de adquirir uno o mas de los diferentes tipos de B-lactamasas.

El HIMFG debe seguir tomando medidas especiales para el manejo y control de los diferentes
tipos de B-lactamasas encontradas en la UCIN, en especial para las carbapenemasas clase B,
evitando su diseminacién y la aparicibn de nuevas resistencias por carbapenemasas que
dificulten el tratamiento y recuperacion de los neonatos. Asi, también informar al hospital para

la elaboracion de una nueva guia de tratamientos empiricos en la UCIN.
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Conclusién

Se identificaron y determinaron los genes productores de los diferentes tipos de B-lactamasas
gue inducen a la resistencia bacteriana en cepas de E.coli obtenidas de neonatos en la UCIN
del HIMFG, para comprender su distribucion y prevalencia en esta unidad, resultando ésta de:
91.4% para GIM, 89.6% para O1-GD2M, 84.5% para CTXM Gp-1, 72.4% para SIM, 58.6%

para OXA, 44.8% para TEM, 19% para OXA-48, 12% para SHV y 3.4% para CTXM Gp-9.
Ademas, existe asociacion entre:

v' Tipo de B-lactamasa SHV y sexo.

v' Tipo de B-lactamasa O1-GD2M y sexo.

v' Tipo de B-lactamasa TEM y tipo de cultivo.
v' Tipo de B-lactamasa SIM y tipo de cultivo.

v' Tipo de B-lactamasa SHYV, urocultivo y sexo.

v' Tipo de B-lactamasa O1-GD2M, varios y sexo.

No existe diferencia estadisticamente significativa entre el perfil de S-lactamasas, sexo y tipo

de cultivo.

El perfil con mayor prevalencia (31%) fue el | (OXA + CTXM-Gpl + GIM + SIM + O1-GD2M)
implicando la asociacién de cinco tipos de B-lactamasas, destacando que GIM y SIM son
carbapenemasas clase B (dependientes de Zinc), y podrian traer graves consecuencias para
el tratamiento con carbapenems, por lo que debe mantenerse una revision constante de las

mismas.
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Perspectivas

Secuenciar las cepas productoras de B-lactamasas TEM, SHV, OXA, CTXM, GIM, SIM,
OXA-48 y 01-GD2M para determinar su variable.

Determinar los factores predisponentes a adquirir infecciones por bacterias productoras
de B-lactamasas.

Replantear las opciones terapéuticas empiricas, de acuerdo con lo reportado, con el fin
de reducir resistencia a antibiéticos.

Llevar a cabo vigilancia de brotes para su manejo y control.

Realizar la desinfeccion de materiales u objetos que estuvieron en contacto con el

paciente infectado con bacterias portadoras de S-lactamasas.
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Apéndice |. Cuadros de datos y resultados por cepa de E.coli.

Cuadro 11. Datos y resultados de cepas 1-30 de E.coli por oligonucleétido (PCR | a PCR V) aisladas de neonatos en la UCIN

del HIMFG en un periodo comprendido de enero del 2015 a diciembre del 2016.

feg‘; ('fj‘?:g) Sexo  P0de TEM sHv  oxa (gs('\l" (gs(_'\é' G%Té(/';/'S IMP VIM KPC GES PER VEB SME IMI
1 7 M Varios - - - - - - - N - - N N - N
2 7 M Varios + - - + - - - - - - - - R -
3 7 M Varios + - - - + - - - - - - - - -
4 7 M Varios - - - - - - - - - - - . . .
5 28 F Hemocultivo + - - - - - - - - - - . . .
6 30 M Urocultivo + - + + - - - - - - - R R -
7 60 M Urocultivo - - + + - - - - - - - R - -
8 60 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
9 25 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
10 a0 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
11 90 F Hemocultivo - - + + - - - - - - - - R -
12 30 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
13 28 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
14 60 M Varios - + - + - - - - - - - - R -
15 22 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
16 30 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
17 27 F Urocultivo + - + + - - - - - - - - R -
18 27 F Urocultivo + - + + - - - - - - - - R -
19 9 M Urocultivo + - - + - - - - - - - - R -
20 9 M Urocultivo + - - + - - - - - - - - R -
21 8 M Hemocultivo + - + + - - - - - - - - R -
22 9 F Varios - - + + - - - - - - - - R -
23 13 M Varios + - + + - - - - - - - - - -
24 13 M Hemocultivo + - + - - - - - - - - - R -
25 27 F Urocultivo + + - - - - - - - - - - R -
26 30 F Urocultivo - + - + - - - - - - - - R -
27 60 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
28 9 F Varios + - + - - - - - - - - - R -
29 30 M Urocultivo + - + + - - - - - - - - R -
30 23 M Urocultivo + - + + - - - - - - - - R -
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Cuadro 11 (continuacién). Datos y resultados de cepas 31-58 de E.coli por oligonucleotido (PCR | a PCR V) aisladas de
neonatos en la UCIN del HIMFG en un periodo comprendido de enero del 2015 a diciembre del 2016.

fegz ('fj‘?:g) Sexo  P0de TEM sHv oxa CGT;'\l" CGT;-'\&;I G%Té'g'{) IMP VIM KPC GES PER VEB SME IMI
31 27 M Urocultivo - - + + - - - - R - N - R -
32 30 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
33 60 M Urocultivo + - - + - - - - - - - - R -
34 30 M Urocultivo + - - + - - - - - - - - R -
35 14 M Hemocultivo + - - + - - - - - - - - - -
36 60 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
37 15 F Hemocultivo + - - + - - - - - - - - R -
38 15 F Hemocultivo + - - + - - - - - - - - R -
39 12 F Urocultivo - + - - - - - - - - - - - .
40 12 F Urocultivo - + - + - - - - - - - - R -
41 30 F Urocultivo + + - + - - - - - - - - R -
42 30 M Urocultivo + - - + - - - - - - - - R -
43 30 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
44 30 F Varios + - - + - - - - - - - - R -
45 30 F Varios + - - + - - - - - - - - - -
46 30 M Hemocultivo - - + + - - - - - - - - R -
47 60 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
48 60 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
49 15 M Varios - - + + - - - - - - - - R -
50 60 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
51 30 M Varios - - + + - - - - - - - - R -
52 30 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
53 30 M Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
54 25 F Hemocultivo + + - + - - - - - - - - R -
55 25 F Hemocultivo + - - + - - - - - - - - R -
56 30 F Urocultivo - - + + - - - - - - - - R -
57 30 M Urocultivo - - + - + - - - - - - - - -
58 30 M Urocultivo - - - + - - - - - - - - R -
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Cuadro 11 (continuacién). Datos y resultados de cepas 1-30 de E.coli por oligonucleotido (PCR VI a PCR V) aisladas de
neonatos en la UCIN del HIMFG en un periodo comprendido de enero del 2015 a diciembre del 2016.

de Edad Tipo de 023 024 048 01 02 051
cepa  (dias) S°X© cultivo GIMSIM NDM — SPM " ohy GpM  GDM  GD2M GD2M  GD2M
1 7 M Varios + - - - - - i n . -
2 7 M Varios + + - - - . . + ) )
3 7 M Varios + - - - - - + + ) )
4 7 M Varios + - - - - - . + } )
5 28 F Hemocultivo + + - - - - + + } )
6 30 M Urocultivo + + - - - R + . _
7 60 M Urocultivo + + - - - R . + . _
8 60 M Urocultivo + + - - - R + + . _
9 25 M Urocultivo + + - - - R . + . _
10 a0 M Urocultivo + + - - - R . + . _
11 90 F Hemocultivo + + - - - - . + ) )
12 30 F Urocultivo + + - - - - . + ; }
13 28 F Urocultivo + + - - - - . + ; }
14 60 M Varios + + - - - - - + - -
15 22 M Urocultivo + + - - - - . + ; }
16 30 F Urocultivo + + - - - R . + . _
17 27 F Urocultivo + + - - - - . + } }
18 27 F Urocultivo + + - - - - . + } }
19 9 M Urocultivo + + - - - R . + . _
20 9 M Urocultivo + + - - - - - + ) ;
21 8 M Hemocultivo + + - - - - . + . i}
22 9 F Varios + - - - - - . + ) )
23 13 M Varios + + - - - - . + . ;
24 13 M Hemocultivo + + - - - R . + . _
25 27 F Urocultivo - - - - - - - - . )
26 30 F Urocultivo + - - - - - . + } }
27 60 F Urocultivo + + - - - - . + ) )
28 9 F Varios + - - - - - - + . ;
29 30 M Urocultivo - - - - - - - + ) }
30 23 M Urocultivo + + - - - R . + . _
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Cuadro 11 (continuacién). Datos y resultados de cepas 31-58 de E.coli por oligonucleotido (PCR VI a PCR V) aisladas de
neonatos en la UCIN del HIMFG en un periodo comprendido de enero del 2015 a diciembre del 2016.

#de Edad Tipo de 023 024 048 o1 02 O51
cepa (dias) “°X° cultivo GIM SIM NDM  SPM opv  GDM  GDM  GD2M  GD2M  GD2M
31 27 M Urocultivo + + - B - _ N ¥ . .
32 30 M Urocultivo + + - - - . . + ) )
33 60 M Urocultivo + - - - - - B} + i} }
34 30 M Urocultivo + - - - - - B} + i} }
35 14 M Hemocultivo + - - - - R . + . _
36 60 F Urocultivo + + - - - - + + . )
37 15 F Hemocultivo + + - - - R + + . _
38 15 F Hemocultivo + + - - - R . + . _
39 12 F Urocultivo + + - - - - B} + i} }
40 12 F Urocultivo + + - - - R . + . _
41 30 F Urocultivo + - - - - . + ) ) )
42 30 M Urocultivo + - - - - . + ) ) )
43 30 M Urocultivo + + - - - R . + . _
44 30 F Varios + + - - - - + } i} )
45 30 F Varios + - - - - - + ; i} )
46 30 M Hemocultivo + + - - - R . + . _
47 60 F Urocultivo + + - - - - . + i} }
48 60 M Urocultivo + + - - - R . + . _
49 15 M Varios + + - - - - . + . ;
50 60 F Urocultivo + + - - - R . + . _
51 30 M Varios - - - - - - - + - -
52 30 M Urocultivo - + - - - - . + . _
53 30 M Urocultivo - + - - - - . + . _
54 25 F Hemocultivo + - - - - - + . ) )
55 25 F Hemocultivo + + - - - R . + . _
56 30 F Urocultivo + + - - - R . + . _
57 30 M Urocultivo + + - - - - . + ) )
58 30 M Urocultivo + + - - - R . + . _
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Cuadro 12. Cepas individuales de E.coli por perfiles aisladas de neonatos en la UCIN del HIMFG enero 2015-diciembre 2016.

Cantidad  Tipo de cultivo ~ SEXO
Numerg Perfil de B-lactamasas Namero de cepa de cepas
de perfil quelo H U Vv M F
presentan
7,9, 10, 11, 12, 13, 15,
| OXA CTXM-Gp1l SIM 01-GD2M 16, 27, 31, 32, 43, 46, 47, 18 2 15 1 10 8
48, 49, 50y 56
Il TEM OXA CTXM-Gp1 SIM O1-GD2M 6,17, 18, 21,23y 30 6 1 4 1 4 2
Il TEM CTXM-Gp1 SIM O1-GD2M 2,19, 20,38y55 5 2 2 1 3 2
v TEM CTXM-Gp1 01-GD2M 33,34y 35 3 1 2 0 3 0
\Y OXA CTXM-Gp1 SIM OXA-48 O1-GD2M 8y 36 2 0 2 0 1 1
Vi SHV CTXM-Gp1 SIM 01-GD2M 14y 40 2 0 1 1 1 1
Vi TEM SHV CTXM-Gp1 OXA-48 41y 54 2 0 2 0 0 2
VIl TEM CTXM-Gp1 OXA-48 42y 45 2 0 1 1 1 1
IX OXA CTXM-Gp1l SIM O1-GD2M 52y 53 2 0 2 0 2 0
X OXA-48 01-GD2M 1 1 0 0 1 1 0
Xl TEM CTXM-9 OXA-48 O1-GD2M 3 1 0 0 1 1 0
Xl 01-GD2M 4 1 0 0 1 1 0
X TEM SIM OXA-48 01-GD2M 5 1 1 0 0 0 1
XIvV OXA CTXM-Gp1 01-GD2M 22 1 0 0 1 0 1
XV TEM OXA SIM O1-GD2M 24 1 1 0 0 1 0
XVI TEM SHV 25 1 0 1 0 0 1
XVII SHV CTXM-Gp1l 01-GD2M 26 1 0 1 0 0 1
XVII TEM OXA 01-GD2M 28 1 0 0 1 0 1
XIX TEM OXA CTXM-Gpl O1-GD2M 29 1 0 1 0 1 0
XX TEM CTXM-Gp1 SIM OXA-48 O1-GD2M 37 1 1 0 0 0 1
XXI SHV SIM 01-GD2M 39 1 0 1 0 0 1
XXII TEM CTXM-Gp1l SIM OXA-48 44 1 0 0 1 0 1
XXM OXA CTXM-Gpl 0O1-GD2M 51 1 0 0 1 1 0
XXIV OXA CTXM-9 SIM O1-GD2M 57 1 1 0 0 1 0
XXV CTXM-Gp1l SIM 01-GD2M 58 1 0 1 0 1 0
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