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1. Resumen

En un Hospital de Especialidades al Sur de la Ciudad de México se reportaron
147 casos de pacientes hospitalizados, con Infeccién en Vias urinarias con
infeccidn por E. faecium durante 2019, de los cuales 7 presentaron resistencia a

la vancomicina.

A partir de muestras de orina, se aislaron cepas circulantes de E. faecium, que
por medio de estudios epidemiologicos y técnicas moleculares se determiné su

naturaleza y gravedad.

Se establecid el patron de categorizacion clinica antimicrobiana segun grupos
fenotipicos para factores de riesgo: Nefrolégicos (N= 60.2%), Extraurogenitales
(E=56.2%) y 75 ambos (EN= 51.4%) y la incidencia de casos con resistencia a
vancomicina (mujeres 2.7% y hombres 2%), se determiné el patrén fenotipico
(resistencia <32 ug/mL) y genotipico de resistencia a vancomicina (Genes vanA
y vanB). Se caracterizaron mediante PCR del gen 16S (identidad <95%) y se
establecio la relacién clonal mediante ERIC-PCR encontrando dos perfiles

clonales.

Se confirma la diseminacion de E. faecium vancomicina resistente en pacientes
con hospitalizacion prolongada, tratados con esquemas empiricos de antibioticos
y que presentan factores de riesgo para infecciones de Vias Urinarias

complicadas.
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2. Introduccion.

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son causadas por bacterias que
colonizan los 6rganos del sistema urinario, junto a respuesta inflamatoria
acompanado de bacteuria y piuria: microbiolégicamente catalogado como un
recuento de mas de 100,000 UFC/ml en urocultivo, tomando en cuenta una

recoleccion adecuada de la muestra (Procop y col., 2017).

Las infecciones del tracto urinario representan la principal causa de consulta y
hospitalizaciones en pacientes de todas las edades, las mujeres tienen un mayor
riesgo de contraer una infeccién del tracto urinario que los hombres, es la

principal infeccion en nosocomios (Johansen y col., 2011).

Las ITU pueden ser causadas por una variedad de bacterias y hongos, pero los
patdgenos mas comunes son Escherichia coli Uropatégena. (UPEC), seguida de
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis y Proteus mirabilis. (Neugen y

col., 2020).

Las ITU son algunas de las infecciones bacterianas mas comunes y afectan a
150 millones de personas cada afo en todo el mundo (Raza y col., 2018). En
2007, sdlo en los Estados Unidos hubo un estimado de 10,5 millones de visitas
al consultorio por sintomas de ITU (que constituyen el 0,9% de todas las visitas
ambulatorias) y de 2 a 3 millones de visitas al servicio de urgencias (Gorrie y col.,
2019, Bautista y col., 2013, Garcia y col., 2018). En el presente estudio nos
centramos en las infecciones por Enterococcus faecium (E. faecium)
vancomicina resistente como agente causal de infecciones complicadas en el

tracto urinario.



3. Marco teédrico.
3.1.  Anatomia del Tracto Urinario.
Para entender el proceso de la ITU es necesario tener en mente la anatomia de

este, debido a que su clasificacion y fisiopatologia dependen de la misma.

Las vias urinarias son el sistema de drenaje del organismo para eliminar la orina,
que esta compuesta de toxinas y exceso de liquido. El tracto urinario incluye dos

rinones, dos uréteres, una vejiga y una uretra.
Para fines del estudio se tomara en cuenta como:
Vias urinarias altas: Rifiones, uréteres.

Vias urinarias bajas: Vejiga, uretra, prostata. (Tortora & Derrickson, 2010).

Winslow
riain rights

Figura 1 Esquema Anatomico del Sistema Urinario, obtenido de Terese Winslow LLC, Medical And Scientific

lllustration julio 2022.



Las infecciones en el tracto urinario dependen de multiples factores, descritos en
diferentes modelos epidemiolégicos que explican estos factores: la triada
epidemioldgica propuesta por Gordis en 1996, las asociaciones causales de
Alvarez-Martinez (2004), relaciones causas directas e indirectas de enfermedad
de Rottman (2012) y Goldis (2014), sin embargo, en todos los modelos de
infeccion involucra un agente causal (Organizacion Panamericana de la Salud,

2002).

Por este motivo es imperante tener en cuenta los criterios para excluir una
infeccion de la que no lo es, muchos casos son tratados con antibiético por el
hecho de presentar bacterias desde el examen general de orina, siendo casos

de infeccion inaparente o presencia de baterias de Microbiota Normal.

Una década atras se creia que el tracto urinario (TU) era estéril cuando no se
tenia una infeccion clinicamente identificable, evidencia reciente sugiere que el
tracto alberga una comunidad microbiana residente inclusive cuando los cultivos

tradicionales son negativos (Karstens y col., 2016, Neugen y col., 2020).

3.2. Microbiota normal del Tracto Urinario

La microbiota normal (MBN) del TU varia durante el desarrollo biolégico de la
persona. Las diferentes sucesiones microbiolégicas que se producen en el TU
dependen principalmente de los habitos higiénicos, comportamiento sexual,

entre otros que afectan cualitativa y cuantitativamente la composicion de la MBN.

La MBN varia entre sexos, edades, partiendo que el TU es estéril, y siendo mas

abundante en la mujer que en el hombre debido a cuestiones anatémicas.



Mediante nuevas técnicas mejoradas de cultivo de orina se han identificado una
comunidad bacteriana diversa que reside dentro del tracto urinario, dentro de los
que destacan los géneros Lactobacillus sp, Staphylococcus sp, Streptococcus
sp, y Actinomyces sp (Hilt y col., 2014), sin embargo, esta diversidad y
abundancia en la microbiota varia conforme a grupos de edades y sexo, siendo
mas diverso en el género masculino de 70 afos en adelante, hasta el momento
no se ha determinado la importancia, ni funcion de la microbiota del TU (Lewis y

col., 2013, Magistro & Stief, 2019).

Actualmente conforme a las investigaciones realizadas el desequilibrio en el
microbioma urinario puede contribuir al desarrollo de sintomas del TU inferior.

(Magistro & Stief, 2019).

3.3. Infeccidén del Tracto Urinario
Para la toma de decisiones clinicas, la investigacion, el laboratorio clinico,

ensefanza, epidemiologia es importante la definicion y delimitacion de las ITU.

La ITU es un término que describe un conjunto de infestacién y multiplicacion de
microorganismos que involucran cualquier parte del TU, rifiones, uréteres, la
vejiga, la uretra; de las infecciones bacterianas mas comunes, causadas por

especies tanto Gram negativas como Gram positivas.

Se clasifica de acuerdo a 4 criterios: presentacion clinica, gravedad de los
sintomas, patron de infeccidn, clasificacién propuesta por la Asociacion Europea
de Urologia (EAU) a través de la Seccion de Infecciones de Urologia (ECDC,

2021), con base en los estudios presentados por Bjerklund Johansen (2011).



3.3.1. Clasificacion de las ITUs
3.3.1.1. Presentacion Clinica.
Uretritis (uretra).
Cistitis (vejiga).
Pielonefritis (rifdn).
Urosepsis (torrente sanguineo).

Infeccion de la glandula accesoria masculina.

3.3.1.2. Gravedad de los sintomas.
No Complicada
Complicada
Urosepsis

Asociada a Cateterizacion

3.3.1.3. Patrén de infeccién
Aguda
Cronica
Recurrente

ITU No Complicada: Se presenta como cistitis o pielonefritis agudas, el cuadro
clinico caracteristico incluye tenesmo vesical, urgencia y escozor miccional,
acompafnado o no por hematuria terminal, dolor hipogastrico, dolor lumbar y rara

vez febricula o fiebre, nauseas y vomito.
Se encuentran los siguientes grupos:

Embarazadas.



Sin alteraciones anatémicas o funcionales del TU.

Sin comorbilidades.

ITU Complicada: Asociada con alteraciones anatdomicas o funcionales del
aparato genitourinario y/o presencia de enfermedad sistémica que contribuya al

deterioro de la capacidad inmunitaria.

Es decir, cuando no cumple criterios de No Complicada:

Hombres.

Embarazadas.

Alteraciones del tracto urinario (espasmo de vejiga, fiebre inexplicable,
absceso intrarrenal, absceso perinéfrico).

Enfermedades concomitantes.

Recién nacido y nifios pequefos.

Pacientes de edad avanzada (espasmo de vejiga, confusion, etc.)

Comorbilidades asociadas (DM, HAS, etc.) (Johansen y col., 2011).

Urosepsis

Disfuncién organica que atenta contra la vida por una respuesta desregulada del
huésped a una infeccidén originada en el tracto urinario, signos y sintomas de
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (anomalias en la temperatura
corporal, aumento en frecuencia cardiaca, aumento en frecuencia respiratoria y
recuento de glébulos blancos elevado), puede agravarse o presentarse como su
forma grave, presentando disfuncién organica (Johansen y col., 2011, Porat y

col., 2023).



Asociada a Cateterizacion

Ya sea transitorio (colocacion por periodo no mayor a 30 dias) o permanente
(periodos de 30 dias o mayores), si se presenta infeccidon dentro de las 48 horas
posteriores a la colocacién de la sonda en el tracto urinario: fiebre sin clinica
focal, signos de disreflexia, bacteuria, hematuria relacionada con recambios
traumaticos de la sonda, piuria intensa (mayor a 50 leucos por campo), hematuria

macroscopica (30%), litiasis vesical o renal (Martinez & Mensa, 2005).

Patron de Infeccion

Recurrente

Reaparicién de sintomas de tres 0 mas episodios al afio o dos en los ultimos 6
meses posteriores a un tratamiento antibiético, aparentemente exitosos de una
infeccion previa, puede deberse a litiasis infecciosa, prostatitis crénica, fistulas
vaginales o intestinales, diverticulos vesicales infectados, cuerpos extrafios,

entre otras (Johansen y col., 2011).

Las infecciones urinarias que ascienden a los rifiones pueden provocar
pielonefritis y urosepsis potencialmente mortal. Algunos casos de ITU pueden
durar décadas y, cuando son refractarios a la terapia con antibioticos, en ultima

instancia pueden requerir la extraccion de la vejiga.

Las infecciones urinarias son causadas tanto por bacterias gramnegativas como
grampositivas, asi como por ciertos hongos. El agente causal mas comun de las
ITU complicadas es UPEC. Entre las bacterias implicadas en las ITU
complicadas después de UPEC en prevalencia se encuentra Enterococcus spp,

K. pneumoniae, Candida spp, S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa vy



Estreptococo del grupo B como se observa en la Figura 2 (Flores-Mireles y col.,

2015).

Partiendo de los modelos de causa para la infeccion, las bacterias cuentan con
factores de patogenicidad y virulencia que les permiten infectar al hospedero, es
necesario que ademas del agente causal se encuentren las condiciones
necesarias para infestar al hospedero y que se presente la infeccion, dentro de
estos factores se incluyen aquellos que vulneran el estado de salud de un
paciente, no basta con un agente causal para producirse la infeccién, aunque
estos son los principales agentes infecciosos requiere de un hospedero que
cuente con las condiciones necesarias para su desarrollo: condiciones como

sistema inmune deprimido, enfermedades concomitantes, etc.

ITU No complicada ITU Complicada
3%2%, 1%
1%
o 3%
t b 2%
1 ‘ Z%L L

2%
] UPEC L ‘
[ K. pneumoniae

S. saprophyticus
[ ] Enterococcus spp.
] GBs

Bl P mirabilis

[ P aeruginosa

Bl S. aureus

] Candida spp.

Factores de riesgo

Factores de riesgo Catéteres permanentes

Geénero Femenino Inmunosupresion

Edad avanzada Anormalidades del tracto urinario
Edad infantil Exposicion a antibioticos

Figura 2. Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario tomada de: Flores-Mireles A, Walker N,
Caparon M, Hultgren S. Urinary tract infections. epidemiology, mechanisms of infection and treatment

options.



3.3.2. Factores de Riesgo

Los factores de riesgo de ITU son clasificados de acuerdo a la exposicion del
huésped a uropatdgenos potenciales: el riesgo relevante para producir las tres
infecciones de mayor importancia (Cistitis, Pielonefritis, urosepsis), que
incrementen la colonizacion por los uropatdégenos y aquellos que hacen que el
huésped responda a las enfermedades que causan la colonizacion (Johansen y

col., 2011, Flores-Mireles y col., 2015, Foxman, 2014).

En 2011 se realiz6 un metaanalisis donde se consideran fenotipos ORENUC,
tomando en cuenta estas caracteristicas (Johansen y col.,, 2011), que en
conjunto con un agente causal desencadenan la ITU; fueron organizados los

factores de riesgo de la siguiente manera, ver tabla 1.

Una vez que se presentan las condiciones necesarias de un hospedero
susceptible (factores de riesgo) para que se establezca el agente causal,
conforme a su grado de infectividad y pasado el periodo de incubacion, se
presentan sintomas caracteristicos dependiendo de la zona y gravedad de la

infeccidn, estos sintomas engloban un cuadro clinico.



Tabla 1 Factores de Riesgo asociados a fenotipos ORENUC

Fenotipo  Categoria de factor de riesgo

Sin factor de riesgo conocido

Ejemplos de factores de riesgo

Mujeres premenopausicas por lo demas

mas grave.

e) sanas.
Factores de riesgo de ITU | Comportamiento sexual (frecuencia,
recurrente, pero sin riesgo de un | espermicida)
resultado més grave. L .

Deficiencia hormonal en la posmenopausia
R . . ,
Tipo secretor de ciertos grupos sanguineos
Diabetes mellitus bien controlada.
Factores de riesgo | Prematuridad, recién nacido
Extraurogenitales con riesgo de El embarazo
desenlace mas grave. )

£ Género masculino.

Diabetes mellitus mal controlada

Inmunosupresién relevante (no bien definida).
Enfermedades nefropaticas con | Insuficiencia renal relevante (no bien
riesgo de evolucion mas grave. definida).

N Nefropatia poliquistica.

Nefritis intersticial, por ejemplo, debido a
analgésicos.
Factores de riesgo urologicos con | Obstruccion ureteral por céalculo ureteral.
riesgo de resultados mas graves, Trastornos vesicales neurogénicos bien
que pueden resolverse durante la 9
X controlados.
terapia.
U Catéter urinario externo transitorio de corta
duracion.
Bacteriuria asintomatica.
Catéter urinario permanente vy | Catéter urinario externo de larga duracion.
factores de riesgo uroldgicos no Obstruccion urinaria no resoluble
c resolubles con riesgo de evolucion '

Alteraciones de la vejiga neurogénica mal
controladas.

Datos obtenidos de: Truls. E. Bjerklund Johansen, et al, Critical review of current definitions of urinary tract

infections and proposal of an EAU/ESIU classification system, Ent. J. Antimicrobiano. Agentes, 2011; 385

(2011): 64 — 70.
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3.3.3. Cuadro Clinico

3.3.3.1. ITU No Complicada

El cuadro clinico depende de su localizacion, la cistitis se asocia con disuria,
polaquiuria, urgencia miccional de manera menos frecuente dolor suprapubico y
hematuria; la pielonefritis se asocia clasicamente con dolor en fosa renal fiebre
mayor de 38°C y escalofrios, menos recurrente se acompana con nauseas y
vomito (Johansen y col., 2011, Porat y col., 2023, Instituto Mexicano del Seguro

Social, 2009).

3.3.3.2. ITU Complicada

Los sintomas clasicos de infeccidén de vias urinarias (disuria, polaquiuria,
urgencia miccional) (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009). Cuando
ademas de los datos de infeccidn de vias urinarias, se presenta prurito o flujo
vaginal, considerar otras alternativas diagndsticas y realizar examen pélvico; en
caso de existir complicaciones, tales como abscesos renales o perirrenales, se

puede presentar fiebre, sensacion de masa y sensibilidad en el flanco.

Los signos de respuesta inflamatoria sistémica reflejan mayor severidad del
padecimiento y son: taquicardia y taquipnea o deshidratacion, con ataque al
estado general (Johansen y col., 2011, Porat y col., 2023, Instituto Mexicano del

Seguro Social, 2009).

3.3.3.3. Infeccién de vias urinarias bajas recurrente

Las recurrencias pueden ser recaida o reinfeccion.

En las reinfecciones generalmente, los lapsos entre cada cuadro son largos y
asintomaticos; cada cuadro se resuelve completamente y después de un tiempo

generalmente largo se presenta un nuevo cuadro y por lo regular es ocasionado

11



por otro germen. En las recaidas la bacteriuria posterior a un cuadro de ITU
persiste, los lapsos entre episodios son cortos y generalmente sintomaticos,

usualmente obedecen al mismo microorganismo.

La mayoria de las mujeres con recurrencia de ITU presentan reinfeccion. Estas
pacientes es poco probable que presenten anormalidades estructurales como
causa de la recurrencia (Johansen y col., 2011, Porat y col., 2023, Instituto

Mexicano del Seguro Social, 2009).

ITU en pacientes con sonda vesical

Sintomas inespecificos como fiebre o fiebre intermitente, escalofrios,
hipersensibilidad en flanco o suprapubica, cambios en las caracteristicas de la
orina, deterioro mental o del estatus, pueden ser manifestaciones de ITU

sintomatica en pacientes con sonda, la ausencia de fiebre no excluye ITU.

Los sintomas y signos clinicos no son recomendados para predecir ITU
sintomatica en pacientes con sonda vesical. La presencia de episodios febriles
en pacientes con sonda por largo tiempo se asocia con el desarrollo de
anormalidades tales como litos o complicaciones renales (Johanseny col., 2011,
Poraty col., 2023, Martinez & Mensa, 2005, Instituto Mexicano del Seguro Social,

2009).

La ITU Complicadas comprenden una fisiopatologia que inicia con infestacion
del TU que van incrementando respecto al tiempo de infecciéon o debido a la
insercion de sondas contaminadas con el microorganismo, pueden o no partir de

una ITU No Complicada (Johansen y col., 2011).

12



3.3.4. Fisiopatologia de lalTU

Las ITU no complicadas comienzan cuando los uropatégenos que residen en el
intestino contaminan el area periuretral y pueden colonizar la uretra. La migracion
posterior a la vejiga y la expresion de pilis y adhesinas dan como resultado la
colonizacion e invasion de las células superficiales en paraguas. Las respuestas
inflamatorias del huésped, incluida la infiltracién de neutréfilos, comienzan a
eliminar las bacterias extracelulares. Algunas bacterias evaden el sistema
inmunitario, ya sea a través de la invasion de la célula huésped o mediante
cambios morfologicos que resultan en resistencia a los neutrofilos, y estas
bacterias se multiplican y forman biopeliculas. Estas bacterias producen toxinas
y proteasas que inducen dafo a la célula huésped, liberando nutrientes
esenciales que promueven la supervivencia bacteriana y el ascenso a los
rinones. La colonizacion del riidn da como resultado la produccion de toxinas
bacterianas y el dafo del tejido del huésped. Los uropatogenos (UPEC, K
pneumoniae y S. saprophyticus) causan infecciones no complicadas en el tracto
urinario, tienen la capacidad de unirse directamente al epitelio de la vejiga,
compuesto por células superficiales, células intermedias o transicionales vy
células basales; La unién se lleva a cabo en las uroplaquinas asy B+ de la

membrana apical de la célula superficial.

Las ITU complicadas, inician cuando las bacterias se unen a un catéter urinario,
un calculo renal o vesical, o cuando quedan retenidas en las vias urinarias por

una obstruccion fisica (P. mirabilis, P. aeruginosa y Enterococcus spp).

Si no se trata, las infecciones urinarias pueden finalmente progresar a

bacteriemia si el patdgeno cruza la barrera epitelial tubular en los rifiones.
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Los uropatdégenos que causan ITU complicadas siguen los mismos pasos
iniciales que los descritos para las ITU no complicadas, incluida la colonizacion
periuretral, la progresion a la uretra y la migracion a la vejiga. Sin embargo, para
que los patdégenos causen infeccion, la vejiga debe estar comprometida. La
causa mas comun de una vejiga comprometida es el cateterismo. Debido a la
sélida respuesta inmunitaria inducida por el cateterismo, el fibrinbgeno se
acumula en el catéter, lo que proporciona un entorno ideal para la union de
uropatdégenos que expresan proteinas de union a fibrinégeno (E. faecium, E.
faecalis). La infeccion induce la infiltracion de neutrodfilos, pero después de su
union inicial a los catéteres recubiertos de fibrinbgeno, las bacterias se
multiplican, forman biopeliculas, promueven el dafo epitelial y pueden sembrar
la infeccién de los rifiones, donde la produccion de toxinas induce dano tisular.
Si no se tratan, los uropatdégenos que causan infecciones urinarias complicadas
también pueden progresar a bacteriemia al cruzar la barrera de células epiteliales

tubulares (Flores-Mireles y col., 2015).
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3.3.5. Epidemiologia

De acuerdo con la secretaria de salud, el Sistema Nacional de Informacion en
Salud (SINAIS), asi como los datos reportados por la Red de Vigilancia
Epidemiolégica (RHOVE), a través del informe anual, durante 2016. En México
aproximadamente entre el 62.7% de las infecciones asociadas a la atencion de
la salud tienen su origen en un foco urinario, ocupando el tercer lugar en
frecuencia de las infecciones asociadas a la salud, generalmente debidas a un
sondaje vesical. Las principales infecciones asociadas a la salud notificadas en
la RHOVE, las cuales por orden de frecuencia fueron: bacteriemia con 24%, le
sigue neumonia e infecciones de via urinarias con 20.7 y 15.7 % respectivamente
(Direccion General de Epidemiologia 2016). Las infecciones del tracto urinario
(ITU) en individuos con sondas urinarias representan un desafio significativo
para la salud publica debido a su alta incidencia y consecuencias médicas
graves. Son una de las principales causas de bacteriemia nosocomial, lo que
resulta en la proliferacion de microorganismos resistentes a multiples
antibioticos. Entre estos patdégenos, se destacan los gramnegativos que
producen betalactamasas de espectro extendido (BLEE), contribuyendo asi a la

resistencia antimicrobiana.

Enterococcus sp representa el 11 % de infecciones Complicadas. En el presente
estudio nos centramos en las infecciones relacionadas a E. faecium vancomicina
resistente, el cual en las ultimas dos décadas la aparicion de enterococos
resistentes a la vancomicina es alarmante debido a la alta tasa de mortalidad
(Razay col., 2018), de manera inherente presenta resistencia a diversas clases
de antibiéticos (Gorrie y col., 2019), penicilinas y cefalosporinas principalmente.

En Europa conforme el informe de vigilancia de 2018 de la Red Europea de
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Resistencia a los Antimicrobianos, los porcentajes de resistencia a la
vancomicina tuvieron un creciente aumento del 10.5% en 2015 al 17.3% en 2018
(ECDC 2021, Piezzi y col., 2009); en Espafia la resistencia a la vancomicina es
inferior al 5 % (Cercenado, 2016), en Estados Unidos la situacién es mas grave
cerca del 30% de todas las infecciones por E. faecium son resistentes a

vancomicina (CDC 2019).

En México se ha realizado reportes de aislamientos de E. faecium vancomicina
resistente en algunos Hospitales del pais, pocos son los casos que se han
encontrado, es una problematica emergente que requiere especial atencion
sobre todo en unidades pediatricas y de cuidados intensivos (Giron-Gonzalez y

col 2003, Bautista y col., 2013, Reina-Bautista y col., 2013, Garcia y col., 2018).

La importancia clinica del género Enterococcus sp esta directamente relacionada
con su resistencia a los antibidticos, todos los enterococos exhiben una menor
susceptibilidad a la penicilina G (18 — 30 mU/dia), ampicilina (12 g/dia) o
gentamicina (1-1.5 mg/kg/8 h), asi como un alto nivel de resistencia a la mayoria
de las cefalosporinas. Para muchas cepas, su nivel de resistencia a la ampicilina

no excluye por lo que sigue siendo el tratamiento de primera eleccidn.

Debido a esta resistencia intrinseca radica la importancia de conocer los
tratamientos de acuerdo con el tipo de infeccion, zona de infeccién, nivel de
gravedad, factores de riesgo, clasificar la infeccién para que el tratamiento sea
de inicio efectivo, con base en las guias de atencién establecidas en el sistema

de salud en México (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009).
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3.3.6. Tratamiento

Infeccion aguda del tracto urinario bajo

En México existen guias para la estandarizacion del tratamiento de infeccidén en
el TU, estas estan dirigidas a pacientes de acuerdo con grupos especificos
(Infeccion aguda, no complicada de TU en la mujer, ITU no complicadas en
menores de 18 afios en el primer y segundo niveles de atencién, infeccion
recurrente de vias urinarias y existen esquemas para tratamiento de acuerdo con

la gravedad de los sintomas, (Tabla 2-1, 2-2 y 2-3).

En el caso del tratamiento para ITU Complicadas debe estar relacionado al factor
de complicacion subyacente, tomando en cuenta un inicio de tratamiento de
acuerdo a las recomendaciones de la Tabla 2-3 con duracién de 14 dias, sin
embargo, es obligatorio realizar un cultivo y acompanar el tratamiento con un
control de sensibilidad antibidtica (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009,
Instituto Mexicano del Seguro Social COMEGO, 2009, Colegio Mexicano de

Especialistas en Ginecologia y Obstetricia 2014).

18



Tabla 2-1 Tratamiento Cistitis Aguda No Complicada

Nitrofurantoina 100 mg, ¢/8 h 5a7 dias
Ciprofloxacino 250 mg, ¢/12 h 3 dias
Ciprofloxacino de liberacion prolongada 500 mg, c/24 h 3 dias
Fosfomicina 39 unica dosis

Trimetoprima- Sulfametoxazol 160/800 mg, ¢/12h 3 dias

Tabla 2-2 Pielonefritis Aguda No Complicada

Ciprofloxacino 500 mg, c/12 h 14 dias

Ciprofloxacino de liberacién prolongada 19, c/24 h 14 dias

Levofloxacino 500 mg, c/24 h 14 dias

Ceftibuteno 400 mg, ¢/24 h 14 dias

Cefixima 400 mg, ¢/24 h 14 dias
Tabla 2-3 ITU Complicada

Ciprofloxacino 400 mg IV, c/12 h 14 dias
Levofloxacino 500 mg IV, c/24 h 14 dias
Ceftriaxona 1glV,c/12h 14 dias
Cefotaxima 1 g IV, dosis titulada 14 dias
Amikacina 15 mg/kg/dia IV, c/24 h 14 dias
Gentamicina 3.5a 5 mg/kg/dialV,c24 h 14 dias
Vancomicina 30 - 50 mg/kg/dia Dosis unica

Tablas obtenidas de: Guia de Referencia rapida Diagnéstico y tratamiento de la ITU aguda no complicada

en la mujer, IMSS México 2009.
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Infeccion recurrente de vias urinarias guia practica clinica, Colegio Mexicano de Especialistas en

Ginecologia y Obstetricia, 2014.

Resistencia bacteriana y comorbilidades presentes en pacientes uroldgicos ambulatorios con urocultivos

positivos. Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social, 56(4), 347-353.

3.4. Descripcion del Género

E. faecium es una bacteria perteneciente a grupo de cocos Gram positivos no
formadores de endoesporas, agrupandose en pares o cadenas cortas, no
motiles, anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con metabolismo
fermentativo (de amplio rango de carbohidratos con produccién principalmente
de L(+) - acido lactico, pero no de gas), producen un pH final de 4.2 a 4.6; de
requerimientos nutricionales complejos, catalasa negativos o, mas comunmente,
positivo débil (Procop y col., 2017, Raza y col., 2018, Gorrie y col., 2019, Garcia
y col., 2018, Reina-Bautista y col., 2013, Murray, 2009), presentan crecimiento
en caldo con NaCl 6.5% a 10 y 46 °C pH 9.6 e hidrolizan la esculina en presencia
de sale biliares al 40%. La mayoria de los Enterococcus sp hidrolizan L-
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) y tienen antigeno del grupo D de Lancefield (los
diferencian del género Streptococcus sp del grupo D). Todas las cepas producen
leucina aminopeptidasa (LAP), pueden presentar hemolisis de tipo a y y en agar

sangre siendo esta ultima la mas frecuente (Flores-Mireles y col., 2015).

Son bacterias de baja virulencia y limitada capacidad patdégena, pero con gran
resistencia a antibioticos intrinseca y extrinseca (Bautista y col., 2013),
considerados un problema en las unidades de cuidados intensivos de los
grandes hospitales, donde suelen causar una variedad de infecciones
(bacteriemia, endocarditis, Infecciones urinarias, contaminacién de heridas

postquirurgicas, etc) por contacto directo con pacientes infectados, a través de
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las manos de trabajadores o mediante equipos de atencion al paciente o

superficies ambientales contaminados (Flores-Mireles y col., 2015).

3.4.1. Factores de virulencia relacionados e ITU.

Los enterococos codifican varios factores de adhesion incluida la adhesina de
colageno Ace, la proteina de superficie enterocécica (Esp), el antigeno
polisacarido enterocécico (Epa) y los pili asociados a endocarditis y biopelicula
(Ebp). El Ebp contribuye a la infeccidon asociada a cateterizacion generando la
persistencia de la infeccion y diseminacién a los rifiones (Bush & Vazquez-
Pertejo, 2023). La respuesta inflamatoria en la insercion del catéter genera
liberacion de fibrinégeno el cual se acumula en la vejiga y se deposita en el
catéter implantado, posteriormente la adhesina Ebp pilis la cual contiene un sitio
de unién a fibrinégeno N-terminal interviene en la colonizacion del catéter y la
formacion de biopeliculas, estos factores contribuyen a la colonizacién de E.
faecium en el tracto urinario, sin embargo para este estudio no seran analizados,
dada la naturaleza del estudio y los objetivos si es de gran importancia la
resistencia que presenta a diversos antibidéticos de manera natural y la

resistencia a la vancomicina (Flores-Mireles y col., 2015).

3.4.2. Resistencia a Antibiéticos del Género.

Previo a entender la resistencia es necesario comprender la composicion y como
se realiza la sintesis de la pared celular en bacteria Gram positivas, esta se
compone de peptidoglucano (también conocido como mureina), acido
lipoteicdico, acido teicdico, polisacarido capsular. El principal componente es el

peptidoglicano el cual es una malla polimérica formada de N-acetylglucosamina
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(GIcNAc) y acido N-acetylmuramico (MurNAc) entrecruzada por puentes
peptidicos simples; este proceso consta de tres etapas (Calvo & Martinez-
Martinez, 2009): etapa citoplasmica, etapa de transporte a través de la
membrana citoplasmica, y la etapa de organizacion final de la estructura del
peptidoglucano: en el citoplasma la L-alanina (L-Ala) terminal es convertida en
D-alanina (D-Ala) por la racemasa, la D-Ala ligasa une dos moléculas de D-Ala
dispeptidasa y subsecuentemente es anadido a uracil difosfato-N-acetilmuramil-
tripeptido para formar UDP-MurNAc-L-Ala-D-iGlu-L-Lis-D-Ala-D-Ala el llamado
nucledtido de Park, este se una al transportador lipido undecaprenil-pirofosato
para generar el lipido | y UDP-GIcNAc es afiadido para crear el lipido Il (GIcNAc-
MurNAc-I-Ala-I-iGlu-I-Lys-d-Alad-Ala), donde culmina la etapa de transporte.
Ambos péptidos son translocados y reorganizados mediante la formacién de
puentes peptidicos en el sitio de Unién de Proteinas resto terminal D-Ala-D-Ala

(etapa de reorganizacion).

Durante la etapa citoplasmica se sintetizan los precursores del peptidoglucano,

La resistencia a multiples farmacos comun entre los enterococos, son
naturalmente resistente a la trimetoprima, la clindamicina, las cefalosporinas, las

penicilinas y clotrimazol (Cercenado, 2011, Kristich y col., 2014).

E. faecium puede adquirir resistencia a muchas familias de antibiéticos:
glucopéptidos, quinolonas, aminoglucésidos, macrdlidos, tetraciclinas,
oxazolidinonas, lipopéptidos, estreptograminas y glicilciclina (Hollenbeck & Rice,

2012).
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3.4.21. Beta-lactamicos

Los enterococos presentan una elevada resistencia a cefalosporinas y
penicilinas semisintéticas como la oxacilina, meticilina y nafcilina;
moderadamente resistentes a penicilinas de amplio espectro como oticarcilina y
carbenicilina. Algunos beta-lactamicos como la penicilina, imipenem y la
ampicilina presentan actividad contra enterococos, con concentraciones
minimas inhibitorias (CIM) entre 1 a 8 ug/ml (CLSI 2018) y algunas con CIM > 64
Mg/ml, esta resistencia esta mediada por el cambio de sitios de unién de las
proteinas de unién a penicilinas (PBP por sus siglas en inglés: penicillin-binding
protein) especificamente la PBP5 (Cercenado, 2011, Kristich y col., 2014,

Hollenbeck & Rice, 2012).

3.4.2.2. Aminoglucésidos
Todos los enterococos tienen una baja resistencia a los aminoglucésidos (CIM
de 8-25 pg/ml), probablemente reflejando como transporte de este antibiético a

través de la pared celular.

La resistencia a los aminoglucésidos es definida por el crecimiento a
concentraciones de 2000 ug/ml y 500 pug/ml de estreptomicina y gentamicina
respectivamente en agar infusion cerebro-corazén, o 1000 pg/ml de
estreptomicina cuando se usa caldo infusion cerebro-corazon. La resistencia se
debe a la presencia de una enzima modificadora, la AAC(6’) le-APH(2”), que
confiere la resistencia de alto nivel a gentamicina (y al sinergismo con otros
aminoglucosidos excepto estreptomicina). La resistencia a estreptomicina es
mediada por mutaciones en la subunidad ribosomal 30S y a la presencia de una

6-6’adeniltrasnferasa de estreptomicina. La enzima 3’fosfotransferasa inactiva a
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la kanamicina y la amikacina. La produccién de estas enzimas modificadoras de

los aminoglucésidos esta mediada por plasmidos (Cercenado, 2011).

3.4.2.3. Fluoroquinolonas

La resistencia adquirida por enterococos a quinolonas esta mediada por
expresion de regiones determinantes de resistencia a quinolonas (QRDR, por
sus siglas en inglés: quinolone — resistance - determining regions) como
gyrA/gyrB y parC/parE, que actuan por la inhibicion de topoisomerasa V. Su
inhibicion conduce a una muerte celular ya que ambas enzimas son esenciales

para la replicacién y transcripcion del ADN (Oyamada y col., 2006).

3.4.24. Peptidicos

Glucopéptidos y lipoglucopéptidos

Tradicionalmente la vancomicina habia sido efectiva contra enterococos
resistentes a multiples antibiéticos. Hace 2 décadas se report6 el primer ERV en
Reino Unido y desde entonces las proporciones de infecciones por este agente
ha incrementado de 0.5 % en 1989 a un 30% en la actualidad. La resistencia a
la vancomicina va generalmente acompafada de resistencia a otros

glucopéptidos incluyendo la teicoplanina y daptomicina.

La vancomicina y otros glucopéptidos inhiben la biosintesis de la pared celular
en la etapa de organizacion estructural del peptidoglucano por unién con las
terminales D-Alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) del precursor del peptidoglicano en
la pared externa de la membrana citoplasmatica. Esta interaccion bloquea la
formacion de un peptidoglicano maduro, principalmente impidiendo el acceso de
la transpeptidasa a su sustrato, que evita la formacion de los puentes peptidicos

a su sustrato y con esto impide la formacién de los puentes peptidicos cruzados
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entre las cadenas de polisacaridos que proporcionan a la pared celular su

estabilidad.

Esta resistencia adquirida presenta diferentes genotipos y sus caracteristicas

resumidos en la tabla 3 (Rincén y col., 2014).

Fenotipos Van

Los enterococos resistentes han adquirido un conjunto de genes de resistencia
cuyos productos genéticos trabajan en conjunto para modificar el sitio
terminacién D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac durante la sintesis de peptidoglucano

terminados en D-Ala-D-Lac o D-Ala-D-Ser (Rincon y col., 2014).

Fenotipo vanA

Las cepas con fenotipo vanA se caracterizan por presentar resistencia inducible
de alto nivel tanto a la vancomicina (CIM >64 mcg/ml) como a la teicoplanina
(CIM >16 mcg/ml). La resistencia tipo vanA es transferible. El gen de resistencia
vanA se encuentra localizado en el transposén Tn1546, de 10.8 Kb,
generalmente localizado en un plasmido, aunque en algunos casos se ha
transferido al cromosoma. En este transposdén estan codificadas las siete

proteinas que intervienen en la resistencia a los glucopéptidos:

a) VanR y VanS, implicadas en la regulacién del gen de resistencia,

b) VanA, VanH y VanX, responsables directas de la resistencia a glucopéptidos;
c) VanY y VanZ, proteinas accesorias (Cercenado, 2011, Kristich y col., 2014,

Hollenbeck & Rice, 2012, CLSI 2018).
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Tabla 3 Tipos de resistencia adquirida a glucopéptidos en el género Enterococcus sp.

Resistencia
Intrinseca
alto nivel variable Moderado bajo nivel
Fenotipo (ligasa) Van A Van M Van B Van D Van E Van G Van L Van N Van C1/C2/C3
CMI (mg/L)
Vancomicina 16-1000 >256 4-32 (1000) 64-128 8-32 16 8 12-16 8-16
Teicoplanina 4-512 1-96 0.5-1 4-64 0.5 0.5 <4 0.5 <4
Transferibilidad + + + - - + - + -
Efm, Efc, Edu,
Principales especies Efm, Efc, Edu, Egl, Ecs, Efv
Ehi, Egl, Ecs, Emf Efm, Efc, Erf Efc Efc Efc Efm
de enterococos Egl (Efm, Efc)
Erf, Eav, Emd
Constitutiva/in
Expresion Inducible Inducible Inducible Constitutiva Inducible Inducible Inducible Constitutiva
ducible
Localizacion genética PI/Cr Pl/Cr Cr/PI Cr/PI Cr Cr Cr? PI Cr
Precursores PG D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser

Abreviaturas: CMI, concentracion minima inhibitoria; Efm, E. faecium; Efc, E. faecalis; Edu, E. durans; Ehi, E. hiriae; Egl, E. gallinarum; Ecs, E. casseliflavus; Erf, E. raffinosus;

Eav, E. avium; Emd, E. mundtii; Efv, E. flavescens;

PI, plasmidica, Cr, cromosomica; PG, peptidoglicano.

Obtenido de: Cercenado E. Enterococcus: resistencias fenotipicas y genotipicas y epidemiolégicas en Espafia, Enfer Infecc Microbiol Clin. 2011;29(suppl.5):59-6



Fenotipo VanB

Las cepas portadoras del gen vanB se caracterizan por niveles variables de
resistencia a la vancomicina (CIM entre 4 y 100 g/ml) y sensibilidad a la

teicoplanina (Facklam & Collins, 1989).

La resistencia VanB se transfiere en algunas cepas por conjugacién y se asocia
a la movilizaciéon de material genético de elevado peso molecular de cromosoma
a cromosoma. El analisis de la secuencia de aminoacidos de VanB ha permitido
demostrar la elevada homologia (65-75%) existente con la ligasa VanA, la
deshidrogenasa VanH vy la dispeptidasa VanX. Probablemente, las diferencias
observadas en la expresion fenotipica y en las sustancias inductoras de la
resistencia entre las cepas con fenotipo y en las sustancias inductoras de la
resistencia entre las cepas con fenotipo VanA y VanB sean debidas a variaciones

en el sistema regulador, cuya homologia es menor (<40%).

La resistencia a los glucopéptidos en Enterococcus sp ocasiona la pérdida de
una importante alternativa terapéutica en un género que presenta resistencia
intrinseca a muchos antibioticos y que muestra una gran capacidad para adquirir
nuevas resistencias. Ademas, no debe descartarse la posibilidad de
transferencia in vivo, lo que plantearia graves dificultades terapéuticas, sobre
todo en las infecciones causadas por S. aureus resistentes a meticilina (Facklam

& Collins, 1989).

Se ha comprobado de manera experimental que los genes vanA y vanB se
pueden transferir del enterococo a otras bacterias. S. aureus ha hecho
resistencia a la vancomicina (SAVR) a través de la transferencia intergénica del

transposon Tn1546 que acarrea los genes van en las cepas vanA de un co-



aislamiento de E. faecalis, creando asi un Staphylococcus aureus resistente a la
vancomicina ((Cercenado, 2011, Kristich y col., 2014, Hollenbeck & Rice, 2012,

CLSI 2018, Rincon y col., 2014).

Para su diagnéstico en el laboratorio se realiza un cultivo in vitro para obtener
una cepa pura en Agar Sangre de Carnero al 5 % (Koneman, M.D. 2003); una
vez obtenida la cepa purificada puede diferenciarse mediante el método
convencional de Facklam y Collins (1988) o Ruoff (1990) o métodos
automatizados (VITEK®, BD Phoenix™, MALDI-Biotyper®) o métodos
moleculares (HybridSpot12™, BIOFIRE®, FILMARRAY®) (Procop y col., 2017,

Murray, 2009, Ruoff y col., 1990, Da Gldria S Carvalho et al., 2006).

Figura 4. SEQ Figura \* ARABIC 4

A: Coloracién de Gram. Se observa la morfologia y la agrupacién de E. faecium.

B: Placa con Agar Sangre Carnero (5 %) sembrada con técnica por agotamiento en cuatro cuadrantes
donde se observan colonias de E. faecium productoras de -hemodlisis.

Tomado de: http://microbe-canvas.com//index.php. ERASMUS MC.

3.5. Caracterizacion fenotipica convencionales.

La caracterizacion fenotipica de Enterococcus a nivel de género es simple y se
realiza por test bacteriolégicos convencionales siguiendo, con algunas
modificaciones, la metodologia del esquema propuesto por Facklam (2002,
Carvalho & Teixeira (2003), entre otros (Da Gléria S Carvalho et al., 2006). La

temperatura 6ptima de crecimiento es 35 °C, aunque pueden crecer dentro de
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un rango comprendido entre 10 y 45 °C. La literatura demuestra que muchas
cepas pueden sobrevivir a 60 °C por 30 min o crecer en presencia de 6,5 % de
NaCl y pH 9,6. En placas de agar sangre se observan colonias cremosas de 1

mm a 2 mm de tamafio que pueden producir hemoalisis.

La prueba de la catalasa resulta negativa para este género, aunque esta descrito
que algunas cepas pueden poseer una “pseudocatalasa”. La prueba de hidrolisis
es positiva para L-pirrolidonil 3-naftil-amida (PYR). La produccion de gas, el
crecimiento en agar con bilis esculina al 40 %, la actividad de leucina arilamidasa,
la presencia de hemolisis en agar base Columbia con 5 % de sangre de carnero
y la produccion de acetoina, son otras pruebas bioquimicas que estan dentro del

esquema de su identificacion.

Otras pruebas que se realizan son: hidrélisis de leucina-amino-peptidasa, la
observacion de produccion de pigmento, la utilizacion de piruvato, el estudio de
tolerancia al telurito 0,04 %, hidrdlisis de arginina y la formacion de acido en caldo
con metil-a-D-glucopirandsido. Para la caracterizacion de especies de
enterococos implican investigar la fermentacion de hidratos de carbono, como:
glucosa, melibiosa, adonitol, D-rafinosa, lactosa, melezitosa, ramnosa, manitol,
sorbitol, L-arabinosa, L-sorbosa, rafinosa, trehalosa, D-xilosa, ribosa, sacarosa y

D-arabitol.

La Figura 5 describe el esquema de identificacion convencional del género

Enterococo, sefialando con rojo la ruta para el fenotipo de E. faecium.

E. faecalis y E. faecium son las especies mas aisladas de muestras clinicas
humanas, pertenecen al Grupo Il, que se compone de especies que forman acido

en caldo manitol, hidrolizan la arginina, pero no forman acido en caldo sorbosa.
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Debido a la resistencia que presentan ciertas especies de enterococos frente a
VAN vy al impacto que produce el hallazgo de cepas Enterococos Vancomicina
Resistentes (EVR) en instituciones de salud, la prueba de screening para la
rapida deteccidn de resistencia a este antibidtico, completa el diagndstico

fenotipico (Facklam RR. Collins 1989, Koneman y col. 2003, Carvalho MDGS

Especies de Enterococcus
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6.5% +, PYR +)
Y
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|
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] ] Hry | ,
Arabmosakafmosa Motilidad Desgrrol\o Desgrrollo
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Figura 5 Esquema basico de identificacion fenotipica para el género Enterococcus spp. Adaptado de:
Koneman E, Winn W, Allen S, Janda W, Procop G, Schrenckenberger P, Woods G. (2008) Diagnéstico

Microbioldgico. Texto y atlas color. 6ta ed. Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana.

3.6. Caracterizacion fenotipica mediante equipos automatizados.

Los métodos automatizados identifican a los microorganismos por métodos
bioquimicos patentados, que radican en la variacion de colores en pocillos
contenidos en tarjetas comerciales por medio de los productos del metabolismo
de la bacteria, caracterizadas por un valor numérico conocido como Bionumero;
este numero de identificacion le permite asignar al equipo un género y especie
contenido en su base de datos con un porcentaje de deteccién que debe ser

mayor a un 80% para considerarse como una correcta identificacion.

Diversas investigaciones han demostrado que existen dificultades en la
identificacion de E. faecium, principalmente con kits comerciales como el sistema
API 20 S system (Biomerieux), al momento de discriminar especies diferentes a
E. faecalis y a E. faecium, mostraron escasa eficiencia del sistema VITEK 2 en
la deteccidn de otras especies del género, dicha metodologia diagndstica es

fiable para E. faecalis y E. faecium.

Dado que los métodos bioquimicos y automatizados no logran diferenciar en
ciertas ocasiones E. faecium de ciertas especies de enterococos (Cheng S. y col.
1996), puede presentar porcentajes de similitud mayor al 90%, entre diferentes
especies del género, al momento de su identificaciéon (Fang H. y col 2012) se ha
considerado como un método poco eficiente para la identificacion de la especie,
es por ello que, los métodos moleculares son una mejor eleccién al momento de

esa identificacidon por caracterizacién genotipica (Bosshard, P. y col. 2004).

Replicacion del ADN
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Para comprender el proceso de identificacion genotipica es necesario

comprender los sistemas naturales de replicacion del ADN.

El ADN es una molécula de dos cadenas enrollada sobre si misma, formando
una doble hélice que fue propuesta por James Dewey Watson y Francis Harry
Compton Crick en 1953. Cada cadena esta formada por secuencias de

desoxirribonucleodtidos: Adenina (A), Citocina (C), Guanina (G) y Timina (T).

Las dos cadenas se complementan entre si, siendo asi que la A se une a T por
doble enlace de puente de hidrogeno, una C se une a una G por triple enlace de
puente de hidrogeno estabilizando las dos cadenas dando paso a estructura
secundaria del ADN o doble hélice. Cada cadena tiene un extremo 5 y 3’ la

cadena complementaria es antiparalela por tal motivo tendra un sentido 3’ — 5.

Durante la replicacién del ADN se separan las dos hélices como paso inicial,
mediante la enzima helicasa que rompe los puentes de hidrogeno para dar paso
a la horquilla de replicacion, cada cadena de la horquilla es una hebra molde a
partir de la cual se pueden obtener dos cadenas de ADN idénticos a partir de
uno y mediante proteinas estabilizadoras se mantiene la separacion de la

horquilla.

La enzima primasa inicia el proceso de replicacion formando una pequefa
cadena de ARN llamada primer o cebador, esta pequefia cadena funge como
iniciador de la construccion de la hebra complementaria; en el cebador se une la
ADN polimerasa 3, incorporando desoxirribonucleétidos en el sentido 5’-3’. En la
cadena complementaria la enzima primasa genera varios cebadores para que la
enzima polimerasa 1 realice la sintesis de pequefnos fragmentos de ADN en

sentido 5’-3’ denominados fragmentos de Okazaki.
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A continuacion, la enzima exonucleasa elimina todos los cebadores y la ADN
polimerasa 1 culmina la sintesis de ADN en estos espacios. Por ultima la enzima
ADN ligasa une todos los fragmentos de ADN en ambas cadenas y la
topoisomerasa elonga de nuevo la cadena dando paso a la hélice (Burgers P.,

Kunkel T. 2017)

3.7. Caracterizacion genotipica.

Los sistemas fenotipicos de identificacion suelen presentar problemas
inherentes a la bacteria, “no todas las cepas de una misma especie muestran
caracteristicas homogéneas, una misma cepa puede generar diferentes
patrones en ensayo repetidos y también las limitaciones en las bases de datos,
entre otros” (Cercenado E. y col. 2011), Enterococcus sp es uno de géneros mas
heterogéneos fenotipicamente hablando, los métodos moleculares reducen
dicha problematica y pueden utilizarse como complementarios e incluso de

referencia.

En todo proceso aplicado a la Biologia Molecular se requiere como materia prima
ADN o ARN y su extraccion es crucial, pues, se requieren muestras de ADN
completamente puro para obtener resultados confiables; debe considerarse el
tipo de acido nucleico que se va a extraer: ADN de cadena sencilla (ADNss),
ADN de cadena doble (ADNds), ARN total, ARN mensajero (ARNm) o ARN
ribosomal (ARNr); el organismo del cual proviene el acido nucleico: células
eucariotas (animales o plantas), células procariotas o virus; fuente de la muestra
donde sera extraido el material genético: cultivo celular, tejido, sangre, liquido
bioldgico, etc; por ultimo es necesario considerar la técnica a la cual se destinara

el producto de la extraccion, dicha extraccion se caracteriza por la
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homogeneizacion del tejido, la lisis de la célula y la inactivacién de las enzimas

nucleares (Montes y col., 2013).

La homogeneizacién mecanica o quimica consiste en romper las uniones entre
las células para facilitar la interaccion con las soluciones de lisis que ayudan a
liberar el material genético mediante métodos mecanicos (nitrégeno liquido,
trituracion, lisis hipotdénica), tratamiento quimico (detergentes, agentes

caotropicos, reduccion con tioles), por digestion enzimatica (proteina K).

Durante el proceso de lisis celular se busca que las interacciones moleculares
que conforman la pared, la membrana celular y nuclear se modifiquen o eliminen
permitiendo la liberacién de los acidos nucleicos. Se utilizan soluciones basicas,
detergentes o agentes caotropicos que permiten disolver la membrana celular;
en este paso es imprescindible el uso de inhibidores de enzimas que degradan
el ADN (DNAsas). Las soluciones elaboradas para lisis son formuladas con
agentes quelantes como EDTA, que forma complejos con el Mg?* e impide la

funciéon de las DNAsas.

Posteriormente la  purificacion del ADN se realiza mediante
extraccion/purificacion, ultrafiltracion, cromatografia, centrifugacion y separacion

por afinidad, ya sean métodos tradicionales o comerciales;

La purificacion se puede realizarse por métodos tradicionales o por métodos
comerciales; el protocolo tradicional inicia con la separacion de proteinas y
lipidos mediante solvente organicos (fenol, cloroformo, alcohol isoamilico) y
ciclos de centrifugacién, el ADN es hidrofilico debido a los grupos fosfatos en el
exterior de las cadenas, permitiendo su separacion en medios acuosos, mientras

que las proteinas y lipidos quedan disueltos en la fase organica; el siguiente paso
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es la precipitacion del ADN, adicionando etanol en la fase acuosa y soluciones
con altas concentraciones de iones sodio y amonio que se unen a los grupos
fosfato permitiendo que el ADN se pliegue sobre si mismo reduciendo su
solubilidad: se separa el etanol por decantacidon y evaporacion; es necesario re-
suspender el ADN en una solucién amortiguadora de pH 7 (Tris-HCl a 10mM y

EDTA a 0.1 Ma) para evitar la hidrdlisis acida (Ayats Ardite, 2017).

Actualmente existen kits comerciales que cuentan con protocolos de extraccion,
el rendimiento del proceso depende del tipo y cantidad de material inicial (ADN),
dichos métodos cuentan con una matriz 0 membrana de silice y se emplea una
columna cromatografica aprovechando la afinidad de los grupos fosfato, lipidos
y proteinas que son eluidas con una solucién de lavado (Torres-Rosales F.

2021).

3.7.1. Caracterizacion genotipica mediante la técnica de PCR

La técnica consiste en la amplificacion de una regidon especifica de ADN
utilizando cebadores, a través del uso de productos necesarios para la sintesis
de nuevas cadenas de ADN. Los cebadores son fragmentos cortos de ADN con
una secuencia definida complementaria al ADN objetivo que se va a detectar y

amplificar (Garibyan & Avashia, 2013).

La muestra pura de ADN se agrega a una mezcla con los cebadores,
desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), ADN polimerasa termoestable
(Taq polimerasa), solucion amortiguadora, un cofactor el cual generalmente el
magnesio y agua en un termociclador, el cual realiza ciclos de cambio de

temperatura para llevar a cabo tres fases:

35



Fase de desnaturalizacion: Se caracteriza por mantener una temperatura de 94
a 96 °C durante 20 a 30 segundos produciendo la ruptura de puentes de
hidrogeno que mantienen unidas ambas hebras de ADN, el tiempo depende de
la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario

mas tiempo para romper su triple enlace.

Fase de hibridacion: se lleva a cabo la alineacién de los cebadores al extremo 3’
del templado separado en la desnaturalizacidon, en esta etapa es crucial la
temperatura de hibridacion o Temperatura de Melting (Tm) oscilando entre 50 y

60 °C.

Fase de extension: durante esta etapa inicia su funcidon catalitica la Taq
polimerasa uniéndose al complejo templado-cebador, en este surge la
elongacion de los amplicones a los 72°C (temperatura a la cual la enzima es

funcional).

Como se menciond el resultado de este proceso se conoce como amplicones,
para poder saber si se llevd a cabo correctamente la PCR vy, por tanto, la
formacion de amplicones es necesario realizar una electroforesis en geles de

agarosa del 1 al 2 %.

Una electroforesis es un método de separacion de moléculas de elevado peso
molecular como los acidos nucleicos a través de una matriz sélida que funge
como un filtro, y que, mediante un campo eléctrico de acuerdo con su tamafio y
carga eléctrica, las separa. Esta separacion de hace un tampdn que puede ser
Tris, acetatoy EDTA o Tris, borato y EDTA (TAE o TBE). En la molécula del ADN
el grupo fosfato proporciona la carga negativa, por lo que durante la

electroforesis migran hacia el polo positivo.
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Cuando los amplicones son corridos en el gel, requieren cargarse con un
marcador molecular que contenga un numero determinado de segmentos de
ADN conocidos, lo que facilita la identificacion de los amplicones y si su tamano
corresponde con el esperado. El tamafo esta dado por el numero de pares de

pases del amplicon (De Dios L y col., 2013).

Tal como lo menciona Tamay de Dios L y cols (2013) esta técnica al final requiere
la visualizacion de los amplicones mediante una fotografia digital al gel de

agarosa expuesto a la luz UV (Figura 6) (De Dios L y col., 2013).

Marcador
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Figura 6 Gel de agarosa. Los productos de la PCR o amplicones estan representados mediante bandas de
un tamafio especifico y se comparan con un marcador de peso molecular conocido para determinar la
especificidad de la reaccion. PB = nimero de pares de bases / Imagen obtenida de Dios T. y col.
Fundamentos de la reaccién en cadena de la polimerasa (OCR) y de la PCR en tiempo real, invest en disc.

(2013);2(2): 70-78
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3.711. Determinacién genotipica de género bacteriano mediante PCR
del gen 16S

Todos los seres vivos requieren la maquinaria para la sintesis de proteinas

indispensables para la vida, por tanto, todos poseen ribosomas y genes de ARN

ribosomal (ARNr).

Este ARN ribosomal en las bacterias, se encuentra organizado en un operon a
partir de dos promotores P1y P2, posterior al operén se encuentran los genes
que codifican los ARNr 23S (rrl), 16S (rrs) y 5S (rrf) separados por regiones
intergénicas (IG) y adicionalmente algunos genes para ARN de transferencia
(ARNt). ElI gen 16S se encuentra compuesto por aproximadamente 1 500
nucledtidos, debido a su funcién bioquimica, el gen del ARNr no codifica una
proteina, por lo que no se amortiguan cambios en el 3er nucledtido de un coddén
por redundancia en el codigo genético, ademas que se consideran genes
altamente conservados (Del Rosario Rodicio & Del Carmen Mendoza, 2004), asi,
el cambio de un solo nucledtido puede tener repercusiones importantes en la

estructura y funcion del ARNr.

Ante la necesidad de establecer mecanismos genotipicos que instituyan la
diferenciacion entre géneros y especies, Carl Woese propuso el analisis del gen

16S al darse cuenta que este es ubicuo e indispensable para la vida.

El gen 16S contiene informacién suficiente para realizar el analisis y
determinacién del género de una bacteria, debido a los fragmentos altamente
conservados en su secuencia, consecuencia de su ubicuidad; aunque también

posee variaciones Inter especie muy sutiles que permiten diferenciarlas.
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Los ribosomas bacterianos presentan un coeficiente de sedimentacién 70S
constituidos por proteinas ribosdmicas y ARNr especificos, puede dividirse en
dos subunidades (50S y 30S); la subunidad 50S o subunidad grande esta
compuesta por 34 proteinas (de la L1-L34: L, large) y los ARNr 5S y 23S; la
subunidad 30S o subunidad pequefa contiene 21 proteinas (de la S1-S21:S

small) y el ARNr 16S.

La secuenciacion del gen ARNr 16S permite la discriminacion de Enterococcus
a nivel de especie (Bosshard y col., 2004); sin embargo, al momento de la
diferenciacion Inter especies estrechamente relacionadas puede ser menos
preciso, como el grupo de E. faecium (Devriese y col., 1993, Quintela-Baluja y
col., 2013), debido a estas similitudes en las secuencias se emplean
herramientas que permiten explorar bases de datos que presentan los genomas
dispuestos en un arbol filogenético o en una lista tabular que puede ser filtrada
por el agregado o la remocién de columnas especificas de genomas o metadatos
otorgando el porcentaje de identidad. El buscador permite examinar la presencia
de genes especificos. Uno de los buscadores disponibles es la Herramienta
Basica de Busqueda de Alineacién Local para nucleétidos (BLASTn, por sus
siglas en inglés) del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI, por

sus siglas en inglés).

3.7.2. Tipificaciéon genotipica mediante la técnica ERIC-PCR.

La ERIC-PCR (secuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias,
por sus siglas en inglés) pertenece a técnicas de PCR aplicadas a la
epidemiologia molecular de las enfermedades infecciosas, dichas técnicas
pertenecen a métodos de tipificacion los cuales se clasifican en dos grandes

grupos: fenotipicos (basado en caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas) y
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genotipicos (basado en el estudio del ADN) tal como describe Fernandez-
Cuenca (2004). “Los métodos fenotipicos de tipificacion son menos
reproducibles y poseen menor poder de discriminaciéon que los métodos
genotipicos.” Debido a que la expresion de los caracteres fenotipicos son el
resultado de la expresién del genotipo influido por el medio ambiente, siendo el
primero susceptible a modificarse cuando las condiciones de desarrollo son

distintas.

Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacién de acidos nucleicos se
fundamentan en el mismo principio de la PCR, que tienen como objetivo
comparar la composicion de los acidos nucleicos de dos 0 mas microorganismos
(son amplificados genes o secuencias de ADN polimérficas), de tal manera que
se puede reconocer la relacién entre los aislamientos de microorganismos
vinculados epidemiolégicamente, dentro de estas técnicas se encuentran:
Amplificacién al Azar de ADN Polimdérfico (RAPD por sus siglas en inglés:
Random amplified polymorphic DNA) o PCR con iniciadores arbitrarios (AP-
PCR), Amplificacion de secuencias repetitivas, (secuencias palindromica
extragénicas secuencias rep) y secuencias consenso repetitivas intragénicas de
enterobacterias (secuencias ERIC), Amplificacion y secuenciacion de genes

denominados housekeeping.

Al igual que en la deteccion de género y especie, existe variabilidad en la
tipificacion, un claro ejemplo de esta situacion la describe Olawale y col (2011)
‘los patrones fenotipicos de resistencia antimicrobiana similares que varios
aislamientos provienen de una misma cepa, sin embargo, esto no es

concluyente”, por tanto, es indispensable caracterizar genotipicamente las
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diversas cepas y mediante el analisis determinar la relacién clonal existente entre

aislamientos bacterianos.

Mediante la amplificacion de secuencia polimorficas, empleando cebadores
especificos, las técnicas ERIC y REP PCR pueden diferenciar serotipos
estrechamente relacionados de la misma especie y grupos de cepas no
relacionadas clonalmente, basados en secuencias palindrémicas repetitivas
imperfectas, que se encuentran en diversas ubicaciones a lo largo de los

genomas bacterianos (Wilson & Sharp, 2006).
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4. Antecedentes

La propagacion de infecciones nosocomiales, especificamente los enterococos,
ocurren con mayor frecuencia en unidades de cuidados intensivos (UCI). Se
pueden propagar por contacto de persona a persona o por dispositivos médicos
contaminados (Olawale y col., 2011). Epidemiolégicamente, al ser un problema
a nivel mundial, se han realizado investigaciones antecedentes que resaltan la
importancia y justificacion de este estudio. Al respecto, la Unidon Europea
(EU/EEA 2021) ha presentado una prevalencia de 6.8% con incremento de 21%
al afno 2021 (ECDC, 2021), en Asia 8.10% (Shrestha y col., 2021), India 7.0%
(Bhatt y col., 2015), Egipto 6.3% (Said & Abdelmegeed, 2019), en estudios
aislados Brasil 6% (Zanellay col., 2003), en todos los casos se empled la técnica
de PCR punto final como prueba confirmatoria; en México no se cuenta con datos
de prevalencia de EFVR de acuerdo a la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiolégica, a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
(2015) reporta prevalencia del 1.1% en infecciones de tracto urinario para E.

faecium sin datos de resistencia a Vancomicina.

Tomando en cuenta la prevalencia, existen caracteristicas demograficas y
poblacionales que son necesarias considerar, adicionalmente los factores de
riesgo que incrementan la probabilidad de infecciéon por EVR incluyen el uso de
catéteres, el sexo femenino (Saengsuwan y col., 2021), grupos de edad mayores
de 65 afnos tal como lo describe Mathis y col 2019 y el uso de antibidticos
dirigidos a la sintesis de peptidoglucano de acuerdo al estudio de Padmavathy y
col (2015). Este ultimo factor de riesgo pondera la emergencia de cepas

nosocomiales de ERV que predispone la emergencia de dichas cepas.
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5. Justificacién

Durante el ano 2019 en un Hospital de tercer nivel al Sur de La Ciudad de México
se presentan multiples casos de infecciones en Tracto Urinario con presencia de
resistencia a vancomicina en pacientes hospitalizados; el abordaje de estos
promueve la deteccion (“la deteccidn constituye la caracterizacion inequivoca de
especie, sus modificaciones como mutaciones, deleciones y translocaciones, asi
como diferentes genotipos dentro de una misma especie y genes de resistencia”
(Diz Mellado, 2020) al tratamiento farmacoldgico de una probable cepa circulante
de E. faecium, la cual requiere de estudios epidemioldgicos y técnicas
moleculares para determinar su naturaleza y gravedad, asi como brindar la
posibilidad de adoptar medidas de prevencion y control que permitan evitar su

diseminacion.

A partir de la creacion de la lista de prioridad de bacterias por su resistencia a
multiples farmacos en 2016 por parte de la OMS (Diaz y col., 2021), resulta
imperante fortalecer un sistema adecuado de farmacovigilancia en el uso de
antibiéticos para tratamientos empiricos, dada la importancia que la OMS plantea
de vigilar las cepas ESKAPE, grupo al que pertenece E. faecium, con la finalidad
de evitar la induccion de la resistencia a la vancomicina por el uso de antibiéticos
dirigidos a la sintesis de peptidoglucano; por ello se requieren técnicas rapidas
con alta capacidad de sensibilidad y especificidad, para que el médico tome
decisiones en corto tiempo, previo al uso de tratamientos empiricos, éstas
técnicas incluyen los métodos moleculares para la identificacion de cepas vy

genes de resistencia vanA 'y vanB.
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6. Planteamiento del problema.

En un Hospital de Especialidades al Sur de la Ciudad de México se reportaron
147 casos de pacientes hospitalizados, infectados con E. faecium durante 2019,
a partir de muestras de orina con sospecha de Infeccién en Vias urinarias, de las

cuales 7 presentaron resistencia a la vancomicina.

En los ultimos afios la emergencia de cepas nosocomiales y no nosocomiales de
E. faecium resistentes a vancomicina se ha incrementado a nivel mundial. El uso
indiscriminado de antibidticos, en especial vancomicina, aunado a otros factores
de riesgo predispone la emergencia de esta infeccion aumentando las
infecciones en vias urinarias; desconocer los patrones de resistencia antibiotica
produce cepas nosocomiales multirresistentes, resistencia extendida o pan-
resistentes (Pearson y col., 2019) que pueden desencadenar una crisis en la
atencion hospitalaria, por lo que la caracterizacion genotipica y fenotipica de
estos casos es necesario para evitar tratamientos que conllevan a prolongar la
estancia del paciente, disminuir la accién de antibiéticos, aumentar los costos y

generar un riesgo de contagio.
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7. Hipétesis.

Existe diseminacion de E. faecium vancomicina resistente en pacientes con
hospitalizacion prolongada, tratados con esquemas empiricos de antibidticos y
que presentan factores de riesgo para infecciones de Vias Urinarias

complicadas.

8. Objetivos.

8.1. Objetivo General

Caracterizar y fenotipificar cepas de E. faecium aisladas de muestras clinicas
urinarias, provenientes de pacientes hospitalizados en un Hospital de

Especialidades al sur de la Ciudad de México.

8.2. Objetivos Especificos
Determinar el patron de categorizacion clinica antimicrobiana segun grupos
fenotipicos del sistema ORENUC para infeccidon de vias urinarias complicada
Caracterizar a E. faecium por métodos convencionales y automatizados
Determinar la resistencia a vancomicina por método automatizado.
Detectar las cepas aisladas de E. faecium.
Definir el genotipo de resistencia a Vancomicina de las cepas en estudio.
Determinar la relacidon clonal entre las cepas de E. faecium vancomicina

resistentes.
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9. Materiales y métodos.

9.1. Tipo de estudio.

El disefio de investigacién de esta tesis de licenciatura fue observacional,
descriptivo, retrospectivo y de corte transversal para el cumplimiento de los

objetivos.

9.2. Poblacién de estudio.

Se consideraron 147 pacientes con confirmaciéon de infeccion bacteriana en
vias urinarias por E. faecium en un Hospital de Especialidades en el sur de la
Ciudad de México durante el periodo comprendido del 01 de enero al 31 de

diciembre de 2019.

De los cuales consideraron para su analisis 7 cepas, de acuerdo a los criterios

de inclusion.

Las cepas de E. faecium, fueron recuperadas y aisladas de manera
retrospectiva, a partir de una coleccion de 25 cepas de E. faecium conservadas
en congelacion a -20°C en solucién de glicerina al 10% (NCCLS 1996)

provenientes de los 147 pacientes.

Las muestras de orina recibidas en el laboratorio de Microbiologia fueron

obtenidas por chorro medio en frasco estéril.
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9.3. Criterios de inclusion.

Pacientes mayores a 18 afnos.

Pacientes hospitalizados con infeccion complicada en Tracto Urinario.

Pacientes con urocultivo positivo a Enterococcus faecium cuyo perfil de

antibiograma resulta resistente a la vancomicina.

Pacientes con comorbilidades preexistentes como diabetes, hipertension e

insuficiencia renal como factor de riesgo de acuerdo a clasificacion ORENUC

Clinica: Pacientes con Sintomatologia Relacionada a Infeccion de Vias

Urinarias Complicada.

9.4. Criterios de exclusion.

Pacientes pediatricos.

Pacientes provenientes de servicios de consulta externa.

Pacientes que no cuentan con factores de riesgo de acuerdo con ORENUC

Pacientes con Infeccién en Tracto Urinario No Complicada.

Pacientes con urocultivo positivo a Enterococcus faecium cuyo perfil de

antibiograma resulta sensible a la vancomicina.

9.5. Criterios de eliminacién.
Muestras con criterios de inclusién contaminadas o que presentan mas de una

bacteria en el cultivo.
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9.6. Material Biolégico

-Muestra de orina en frasco estéril.

-Enterococcus faecium derivado de ATCC 700221 KWIK-STIK ™

-Colonias aisladas en placas de agar sangre de carnero al 5% BD® (ASC 5%)

9.7. Reactivos

-Placa de agar sangre de carnero al 5% BD® (ASC 5%)

-Placas de agar bilis esculina Britania®

-Prueba a-pirrolidonil B-naftilamida Britania® (PYR-A-ENT)

-Solucidén de peroxido de hidrogeno 20%

-Kit colorante Gram Hycel®

-Tarjetas de identificacion VITEK® 2 GP ldentificacion de Gram-positivos

-Tarjetas VITEK® 2 AST Tarjetas para analisis de susceptibilidad

antimicrobiana

-Solucién salina estéril 9%

-Discos para comprobar la susceptibilidad a Vancomicina Bio-Rad®

- Kit Qiagen® Genomic DNA.

- Isopropanol (grado Biologia Molecular).

- BD ® Caldo Soya Tripticaseina

-Kit de extraccion de ADN Stratec®

-Isopropanol.
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-Bromuro de etidio.

-TBE 10X Invitrogen.

-Marcador Quick-Load® 100 pb DNA.

-Agarosa Sigma.

-Agua inyectable Pisa.

-Cebadores.

9.8. Instrumentos y equipos

-Asa Bacteriol6gica Nicromo Calibrada 10mc

-Incubadora.

-Tubos de Ensayo 6.8 x 5.4

-VITEK® DENSICHEK®

-VITEK® 2 Compact Sistema de identificacion microbiana automatizado.

-Pipetor

-\Vortex

-Termoblock

-Columna DNeasy®
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9.9. Metodologia

Obtencion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas de pacientes hospitalizados durante el afio 2019,
cuya clinica indicé infeccion de tracto urinario positivo a E. faecium; de estos 8

cultivos presentaron resistencia a la vancomicina.

Se realizé un analisis de la historia clinica de los pacientes para determinar las
enfermedades motivos de ingreso y factores de riesgo que los pacientes

presentan.

Las muestras recibidas en el laboratorio de Microbiologia corresponden a orina
recolectadas en frascos estériles mediante chorro medio. Dichas muestras
fueron sembradas en medio de cultivo en ASC 5% y posteriormente se
conservaron en congelacién a -20°C en solucion de glicerina al 10% (NCCLS
1996), para su resiembra se sometieron a descongelacion manteniéndose por 8
horas en refrigeracion y 1 hora a temperatura ambiente, se tom6 una muestra
con asa estéeril de 10 yL y se realiz6 la siembra por agotamiento en 4 cuadrantes
en agar ASC 5% y Agar Bilis esculina. Posteriormente se llevo a incubacion a
37°C % 0.5 durante 24 horas. Adicionalmente se sembrd cepa control de E.

faecium BM 4147 (ATCC 700221).

Una vez terminado el tiempo de incubacion, se reviso el tipo de hemdlisis, se
seleccionaron 3 colonias de cada cultivo y se realizé la prueba de catalasa. Se
realizo tincion de Gram. A continuacién, se realiza la prueba PYR como detalla

el proveedor (Britania).

Se transfirieron 3 mL de solucién salina estéril a 2 tubos mediante pipetor por

cada muestra, mediante un aplicador se tomo una colonia aislada y se disolvié
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en el tubo con solucion estéril colocandolos en el casete para lectura del sistema
Vitek. La densidad de cada suspension bacteriana se ajusto con el densitometro
DensiChek entre 0.45 y 0.5 de la escala de Mc Farland, para lograr un inéculo
final de 1,5 x 10° UFC/mL, se colocé una tarjeta de identificacion VITEK® 2 GP
Identificacion de Gram-positivos en el primer tubo y una Tarjeta VITEK® 2 AST
Tarjetas para analisis de susceptibilidad en el segundo tubo, el casete se colocé

en el quipo Vitek para su llenado.

A la par se realizé la siembra en masivo para confirmacién de resistencia a
Vancomicina por método estandarizado Kriby-Bauer o prueba de susceptibilidad
antimicrobiana por difusién (CLSI) en agar Muller-Hinton (Difco®), tres mono
discos con vancomicina fueron colocados con un aplicador de discos (BIO RAD).
Todas las placas fueron incubadas a 35 °C, durante 18 h y posteriormente se
realizé la medicion de los diametros de los halos de inhibicion utilizando una lupa

graduada.

Las siguientes técnicas se desarrollaron en el Laboratorio de Analisis Clinico del
Hospital Juarez de México bajo la supervision y tutela del M. en C. Juan Carlos

Bravata, director del area de biologia molecular del Laboratorio.

9.9.1. Extraccion de DNA de las cepas del E. faecium.
Para la extraccion de DNA total, se utilizd el Kit Qiagen® Genomic DNA de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Del cultivo en placa es transferida una asada a un tubo con caldo soya
Tripticaseina, posteriormente se incuba con agitacion constante durante 24 hrs,
se adiciond en un tubo Eppendorf 200uL de cada suspension de aislamiento

bacteriano y 200uL de la solucion de lisis con agitacién con vortex durante 1 min
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y colocado en un termoblock a 65°C durante 20min hasta que no hubiera

turbidez.

Se adicionaron 200uL de isopropanol en frio (5°C) para la precipitacion del
material genético, y transfirid a una columna de separacion (RTA Spin Filters) en
un tubo Eppendorf para centrifugarse a 11000 G durante 2 minutos y

precalentado a 65°C.

El eluido fue conservado a -22°C para su posterior estudio.
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9.9.2. Amplificacién para identificacion de E. faecium por PCR de la
region 16s rRNA.

Para la mezcla de reaccion se consideré un volumen final de 50 uL de los cuales

5 yL de solucion Buffer, 5 yL del oligo 27F, 5 uL del oligo 1492R, 5 uL de solucién

de dNTP’s, 2.5 uL de soluciéon de MgClz, 0.4 yL de Taq (2U), 22.1 uL de H20

milliQ y 5 pL del DNA.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
94 °C/10 min Desnaturalizacion inicial y activacion de la Taq polimerasa.
94 °C/30 s Desnaturalizacion del DNA.

57 °C/45 s Alineamiento de los cebadores. [~ 30 ciclos

72 °C/90 s Elongacion. —

72 °C/10 min Elongacion final/consumo de reactivos.

Hold « 4 °C Enfriamiento/paro de la Taqg. Polimerasa.

Las secuencias de los cebadores disefiados para este propdsito se muestran en

el Tabla 4.

Tabla 4. Cebadores usados para la amplificacion del gen 16S ARNr

27-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S ARNr 1492 57
1492-R GGTTACCTTGTTACGACTT

Anadlisis del producto de PCR 16s ARNr por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, con una

fuente de poder de 80 volts por 1 hy el gel se observé en un foto documentador de imagenes.
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9.9.3. Purificacion del amplicén 16s rRNA (GFXTM PCR DNA and gel band
purification kit).

Al producto de PCR se le adicioné 500 uL de regulador de captura. Se agito

suavemente por 5 min, la mezcla se colocé en una columna GFX y se centrifugd

por 30 s a 13000 rpm (a temperatura ambiente).

Se adicion6 500 uL de regulador de lavado a la columna y se centrifugd por 30

segundos a 13000 rpm (temperatura ambiente).

La columna colocada en un tubo Eppendorf se adicionaron 50 uL de regulador
de elucién. Se incubd por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a

13000 rpm durante 1 minuto.

Los productos de PCR ya purificados fueron secuenciados.

9.9.4. Secuenciacion del gen ribosomal 16s rRNA.

Los productos de PCR purificados fueron llevados al Laboratorio de
secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la salud del instituto de
Biologia de la UNAM, en donde se empleé un secuenciador 3730xL DNA
Analyzer, el cual operé empleando primers; 27F y 1492R. Posteriormente se hizo
uso del software 4Peaks Version 1.7.2 para desencriptar secuencias
nucleotidicas. Finalmente se procedi6 a comparar las secuencias
desencriptadas con la base de datos del Genbank usando el algoritmo heuristico
BLASTnN, mismo que fue consultado con estrictos parametros de filtro (mas del

98% de homologia de nucledtidos y al menos 80% de cobertura de consulta).
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9.9.5. Amplificacién para identificacion de los genes vanA y vanB.

Se realizé la amplificacion de los genes vanA y vanB del material genético
proveniente de los aislamientos. La mezcla de reaccion fue llevada a un volumen
final de 50 pL y contenia: 5 pL de la solucién Buffer, 5 uL del oligo 27F, 5 uL del
oligo 1492R, 5 uL de la solucion de dNTP’s, 2.5 uL de la solucion de MgClz, 0.4

uL de Taq (2U), 22.1 pL de H20 milliQ y 5 yL del DNA.
Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
94 °C/10 min Desnaturalizacion inicial y activacion de la Taq polimerasa.
94 °C/30 s Desnaturalizacion del DNA.
30 ciclos
52 y 54 °C/45 s Alineamiento de los cebadores.
72 °C/90 s Elongacion.
72 °C/10 min Elongacion final/consumo de reactivos.

Hold « 4 °C Enfriamiento/paro de la Taq. Polimerasa.

Las secuencias de los cebadores disefiados para este propdsito se muestran

en el Tabla 5.

Tabla 5. Cebadores usados para la amplificaciéon de los genes vanA 'y vanB.

BLANCO . o = .
CEBADORES MOLECULAR SECUENCIA (5" —3") TAMARNO (PB) T™ (°C)
VANA -F CAT GAC GTATCG GTAAAATC
vanA 732 52
VANA -R ACC GGG CAG RGT ATT GAC
VANB -F CAT GAT GTG TCG GTAAAATC
vanB 885 54
VANB -R ACC GGG CAG RGT ATT GAC
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9.9.6. Tipificacion molecular de cepas de Enterococcus faecium por ERIC-
PCR

Para la amplificacion de regiones intergénicas en E. faecium mediante PCR se

preparo la siguiente mezcla a un volumen final de 25 pL. La mezcla contenia: 0.2

ML de Taq polimerasa (1 U), 5 uL del mix de cebadores indicados en la tabla 6,

2.5 pL de la solucion de dNTP’s, 1.25 pL de la solucion de MgCl2, 2.5 uL del

Buffer 10X, 11.55 pL de H20 milliQ y 2 pL del DNA de E. faecium.

El termociclador fue configurado en las siguientes condiciones para amplificacion

del DNA:

95 °C/5 min Desnaturalizacién inicial y activacion de la Taq polimerasa.

90 °C/30 s Desnaturalizacion del DNA.

50 °C/30 s Alineamiento de cebadores

52 °C/10 min Elongacion.

72 °C/8 min Elongacion final/consumo de reactivos.

Hold « 4 °C Enfriamiento/paro de la Taq. polimerasa.

Tabla 6. Cebadores usados para la amplificacion de regiones intergénicas

mediante ERIC-PCR en E. faecium

ERIC1R Consensos ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA .
Variable 50 °C

ERIC2 intergénicas  AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC

Anadlisis de los productos de PCR de las regiones intergénicas (ERIC-PCR) por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % a una fuente de poder de 80 volts por 1 h, el gel se observo en un foto documentador de

imagenes.
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10.Diagrama de Flujo de la metodologia empleada.

Andlisis de
historia clinica

Extraccion de ADN.

Obtencion de
resultados.

11.Variables.

Ais_lamientos(
purificacion de
E. faecium,
pruebas
bioguimicas.

Purificacion de ADN

Analisis e
Interpretacion de
resultados.

Deteccién de
microorganismos
mediante método

automatizado

VITEK 2.

Deteccidn de
microorganismos
mediante método
PCR Punto Final.

Conclusiones

Presencia fenotipica de resistencia a Vancomicina

Presencia de Gen vanA

Presencia de Gen vanB

Presencia de factores de riesgo ORENUC

12. Analisis estadisticos.

Determinacion de

resistencia
mediante tarjetas
de sensibilidad
micriobiana.

Deteccion de
Genes mediante
método PCR

Punto Final.

Confirmacion de
resistencia a
vancomicina

mediante pruebas

de difusién por

disco CIM

Deteccién de
Clonalidad
mediante método
ERIC-PCR

Se emplearon calculos porcentuales de los datos obtenidos en la revisién de

expedientes con la finalidad de comparar con datos mundiales, para género y

factores de riesgo asociados.
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13.Resultados y discusion de resultados

13.1. Consulta de Expedientes y factores de riesgo ORENUC.

Durante el ano 2019 en un hospital al sur de la Ciudad de México en las areas
de hospitalizacion, unidad de cuidados intensivos, medicina interna, pacientes
de consulta externa se presentaron 147 casos de infeccion en vias urinarias en
pacientes cuyo agente causal fue E. faecium, de los cuales 88 fueron mujeres
(60%) y 59 hombres (40%) ver Grafica 1; 7 casos presentaron resistencia a
vancomicina (4.8%): 4 mujeres (2.7%) y 3 hombres (2%); de acuerdo a la
clasificacion de ORENUC 88 pacientes presentaron factores de riesgo
Nefrolégicos (N= 60.2%), 82 Extraurogenitales (E= 56.2%) y 75 ambos (EN=
51.4%), ver Grafica 2; se realiz6 la verificacion de la clinica al ingreso de los
expedientes de los pacientes presentados en la Tabla 6.

PORCENTAJE DE CASOS REPORTADOS PARA E.
faecium

® MUJERES CON E. faecium SENSIBLE

B MUJERES CON E. faecium RESISTENTE
HOMBRES CON E. faecium SENSIBLE

W HOMBRES CON E. faecium RESISTENTE

Grafica 1. Porcentaje de casos reportados como positivo para E. faecium en vias urinarias

durante el afio 2019, en consulta interna, externa, y hospitalizados.
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PORCENTAJE DE FACTORES DE RIESGO DE ACUERDO
A CLASIFICACION ORENUC

B Nefrologicos

B Extraurogenitales

B Ambos

Grafica 2. Porcentaje de pacientes que presentan factores de riesgo asociados a Infecciones
de Tracto Urinario Complicado.

En México los estudios nosocomiales de E. faecium se encuentran limitados a
infecciones totales (Bautista y col., 2013), sin diferenciar casos particulares de
infeccion en diferentes sistemas, en comparativa con el presente estudio donde
se analizan casos particulares de infeccion en tracto urinario, al respecto, los
datos obtenidos en el presente estudio son congruentes (4.8%) con las
prevalencias de EVR analizadas a nivel internacional: India 7.0% (Bhatt y col.,
2015), Egipto 6.3% (Said & Abdelmegeed, 2019), Espafia 10.2% (Cantdn & Ruiz-

Garbajosa, 2013) y 17.2% (ECDC, 2021) en paises europeos.
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Tabla 6 Clasificacion de la presentacion clinica de pacientes en estudio, con respecto al fenotipo ORENUC.

No.

Fecha de
ingreso

Servicio

Sexo

Edad

Diagndsticos

Fenotipo
ORENUC

17/03/2019

MI

41

URGENCIAS: Enfermedad Renal Crénica en dialisis, Hipertension Arterial Sistémica, dolor en pecho
y espalda, dificultad respiratoria, inflamacion de pierna
MI: Sepsis, ERC, Neumonia

N

02/05/2019

UCIA

60

URGENCIAS: Diabetes Mellitus, Hipertension Arterial Sistémica, Herida en abdomen por objeto
punzocortante.

UCIA: Pb Tromboembolia Profunda.

CG: Trombosis Venosa Profunda, Insuficiencia Renal Cronica agudizada, Acidosis metabdlica.

27/02/2019

MI

69

URGENCIAS: DM descompensada, choque séptico.

UCIA: DM tipo 2, sepsis, Cetoacidosis diabética

MI: Enfermedad Renal Crénica, EPOC, Neumotdrax, Neumonia, post extubacién, IVU, Neumonia
asociada a la ventilacion, NAC

E,N

18/07/2019

MI

29

TOCO: G:3 A:2 E:38.3 SDG por FUM, préodromos.
UCIA: Preeclampsia.

GO: ERC, pb Edema pulmonar.

MI: Obesidad

02/07/2019

MI

78

URGENCIAS: Hematuria macroscopica.
MI: ERC, Tumoracién renal izquierda, sobrepeso.

E,N

18/12/2019

MI

34

URGENCIAS: DM, ERC en DPI, Anemia, pb Sx urémico, HAS.
MI: ERC KDIGO 5 en DPI, IVU, Neumonia, Neumotoérax incidental derecho, HAS, DM T2. NEFRO:
ERC KDIGO 5 en DPI, Peritonitis

E,N

25/12/2019

MI

64

URGENCIAS: DM, Hipertension, pb COVID. HOSPITALIZACION: Hernia diafragmatica izquierda pb
complicada, Abdomen a tension, PO laparotomia exploratoria, lavado de cavidad, esplenectomia,
toracotomia, Obesidad grado 3, anemia grave, pb fistula Ester coracea

Servicios: Ml Medicina Interna; UCIA Unidad de Cuidados Intensivos Adulto; CG Cirugia General; TOCO Tococirugia, GO Gineco Obstetricia.

Sexo: F femenino, M masculino.

Enfermedades: ERC Enfermedad Renal Croénica; HAS Hipertensién Arterial Sistémica; DM Diabetes Mellitus; TVP Trombosis Venosa Profunda; IRC Insuficiencia Renal

Crénica agudizada, EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica; ERC en DPI Enfermedad Renal Crénica en Dialisis Peritoneal Intermitente.




En México no se encuentran datos estadisticos referentes a Infecciones del
Tracto Urinario relacionado con factores de riesgo ORENUC en infecciones
complicadas del Tracto Urinario y susceptibilidad antimicrobiana, sin embargo, a

nivel internacional podemos encontrar:

Peterson y col (2007) a través del estudio “ldentification and pretherapy
susceptibility of pathogens in patients with complicated urinary tract infection or
acute pyelonephritis enrolled in a clinical study”, durante noviembre 2004 a abril
2006, en Estados Unidos, presenta de 650 pacientes (64.1% mujeres y 35.9

hombres), fueron diagnosticados con infeccion de tracto urinario complicada.

Conforme a los resultados de un estudio en Japon cuyos datos se basaron en
las caracteristicas fenotipicas de la urosepsis presentado por Oshida, Hirashima,
Tanaka & Fujimoto (2014) se analizaron 57 pacientes con infeccion de vias

urinarias de estos, 32% de los pacientes se asociaron a DM y 23% ureterolitiasis.

Durante el ano 2010 Garcia-Viejo y col presentaron un estudio descriptivo y
retrospectivo donde describen “La infeccion del tracto urinario en los servicios de
medicina interna”, en Espafa observandose que de un total de 992 pacientes
(61.8% mujeres) de 57 hospitales con edad promedio de 75.3 afos, de estos
78.3% presentaron factores de riesgo principalmente DM (33.6%) vy

cateterizacion vesical (24.1%)

En Nicaragua (Pacheco & Ernesto, 2017) mediante un estudio “Susceptibilidad
antimicrobiana de microorganismos causantes de infeccidon de vias urinarias
complicada segun sistema fenotipico ORENUC en Hospital Carlos Roberto

Huembes, enero a diciembre 2016”, refiere que 66% fueron mujeres y 44%



hombres, 63.3% de los casos presentan fenotipos Nefrolégicos, 52.3%

Extraurogenitales y 57.8% ambos.

Los resultados obtenidos en la presente tesis concuerdan con estudios a nivel
internacional; del total de pacientes 60% fueron mujeres y 40% hombres, es
factible proponer asociaciones al respecto de la incidencia de ITU por género,
sin embargo, como se menciond de manera previa, en México no hay datos

publicos actuales, que permitan realizar conclusiones al respecto.
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13.2. Caracterizacién convencional y por equipo automatizado de las
cepas

El propdsito de la investigacion del presente estudio para sustentar el grado de

licenciatura como Quimico Farmacéutico Bidlogo es caracterizar cepas de E.

faecium tanto fenotipica como genotipicamente y determinar su resistencia a

vancomicina.

La caracterizacion fenotipica se llevd a cabo mediante pruebas especificas
iniciando por la ruta clasica con el aislamiento de la bacteria en medio ASC 5%
con crecimiento caracteristico colonias blancas opacas de 0.5 a 1 mm, hemdlisis
beta, aislamiento en agar bilis esculina presentando ennegrecimiento del medio,
Tincion Gram Positiva, PYR positivo y catalasa positiva siendo congruente con
lo establecido en la literatura (Koneman 2003); continuando con los métodos
automatizados Vitek 2 y Phoenix 100. Mediante los cuales se obtuvo la
identificacion de todas las cepas como E. faecium, con un 90% de confianza en

ambas técnicas, en concordancia con lo reportado por Blanco M. y col (2010).

13.3. Determinacién de resistencia a Vancomicina.
Una vez obtenidas las colonias e inoculadas en el equipo Vitek 2 y Phoenix BD
se presenta deteccion de 7 cepas de E. faecium, con patrones de resistencia

antibidtica a Vancomicina como lo muestra la Tabla 8.

Mediante el método automatizado presentaron las 8 muestras una
Concentracion Minima Inhibitoria <32 pg/mL en contraste con los reportes
presentados por Clinical and Laboratory Standards Institute en su reporte de
Desempefio de estandares para pruebas de susceptibilidad a los

antimicrobianos 2018, en esta misma guia presenta la confirmacién mediante el
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meétodo Kirby-Bauer, de acuerdo a las categorias de interpretacion para
considerarla resistente, el halo de inhibicidn debe presentar un diametro mayor
a 16mm, en la medicion de los halos de inhibicion se observaron diametros de

20.5mm en promedio de las 7 cepas.

Tabla 8 Deteccidn de resistencia a Vancomicina por método automatizado

1 Enterococcus faecium R R
2 Enterococcus faecium R R
3 Enterococcus faecium R R
4 Enterococcus faecium R R
5 Enterococcus faecium R R
6 Enterococcus faecium R R
7 Enterococcus faecium R R
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13.4. Amplificacion para identificacion de E. faecium por PCR de la

region 16S rRNA

[— [—
1500pb'.~~~ — A

Fotografia 3: Electroforesis en gel de agarosa, producto de amplificacion por PCR del gen 16S en orden
secuencial de izquierda a derecha se encuentran: MPM marcador de peso molecular, las 7 muestras de

Enterococcus faecium que muestra el amplicén de 1500 pb, control positivo y control negativo.

Una vez obtenido el corrimiento electroforético en gel de agarosa se confirma la
presencia de las bandas de 1500 pb de todos los aislados bacterianos con los
cebadores universales 27F y 1492R, una vez obtenido el amplicon, partiendo del
conjunto taxonémico alineado, refinado y mapeado, se extrajo la secuencia
consenso (modo estricto, limite minimo 50%) para la busqueda de grupos
externos usando NCBI BLAST con el programa BLASTn, bajo algoritmo Mega
BLAST (Ying Chen y col 2015) contra la base 16S Ribosomal RNA Sequences
(16S RefSeq). Las secuencias se recuperaron bajo criterio de porcentaje de
identidad <95%. Las secuencias obtenidas de la busqueda fueron anadidas y
alineadas con los parametros de alineamiento usados previamente con una

homologia del 98% con E. faecium. Con la intencién y necesidad que requiere la
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identificacion correcta del género y especie tal como lo describe Marin y
colaboradores (2003), se requiere realizar un estudio de biologia molecular dada
la poca sensibilidad de los métodos automatizados para discernir entre las

especies del género Enterococcus sp.
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13.5. Deteccidn de genes de vancomicina vanA 'y vanB por PCR de punto

final.

Fotografia 4: Analisis electroforético en gel de agarosa representativo de los productos de PCR del gen

vanA, en orden secuencial se observan: marcador de pesos moleculares (MPM), control negativo, control

positivo y las 7 muestras de E. faecium, que muestra el amplicon de 732 pb.

Fotografia 5: Analisis electroforético en gel de agarosa representativo de los productos de PCR del gen

vanB, en orden secuencial se observan: marcador de pesos moleculares (MPM), control negativo, control

positivo y las 7 muestras de E. faecium, que muestra el amplicon de 885 pb.

67



En los ultimos anos, los cambios en la resistencia bacteriana han propiciado la
necesidad imperante de llevar a cabo una vigilancia epidemioldgica continua con
el fin de mejorar los esquemas terapéuticos (R. Contreras y col 2013, Bhatt M. Y
col 2014, Kesavaran y col 2015 Corredor y col 2019, Guevara D. y col 2021). Es
crucial que cada centro hospitalario adquiera un conocimiento profundo del
resistoma intrahospitalario para coordinar estrategias que puedan mitigar

eficazmente las infecciones nosocomiales

El uso de estos esquemas terapéuticos de manera empirica contribuye a la
induccidon de genes Van, la caracterizacion de las cepas previo a su
administracion previene el uso de dicho esquema. (R. Contreras y col 2013, Bhatt
M. Y col 2014, Kesavaran y col 2015, Corredor y col 2019, Guevara D. y col
2021). Por ello es necesario la caracterizacion epidemioldgica previo a la
administracion de esquemas empirico, en las 7 cepas presentd nivel alto de
resistencia a gentamicina, que induce la activacion del operén vanA y vanB

(Corredor NC y col 2019).

13.6. Tipificaciéon molecular de cepas de E. faecium por ERIC-PCR
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Fotografia 6: Analisis electroforético en gel de agarosa representativo de los productos de la técnica

ERIC-PCR.

En el corrimiento del gel muestra dos perfiles clonales de aislamiento. El primero
constituido por 5 muestras (1, 2, 3, 4 y 5), el segundo compuesto por dos

aislamientos (muestras 6 y 8).

En orden secuencial se encuentra: marcador de pesos moleculares (MPM),
control negativo, 8 muestras de analisis: muestras 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 de E.
faecium. La muestra 7 corresponde a una cepa de E. faecalis ATCC, como

control de referencia.

MUESTRA 7

MUESTRA 2 MUESTRA 4 INGRESO
MUESTRA 3 INGRESO INGRESO 25/12/19
INGRESO 02/05/19 18/07/19 MEDICINA
27/02/19 UNIDAD DE MEDICINA INTERNA
miggﬂz'a CUIDADOS INTERNA
INTENSIVOS
ADULTOS
ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO JULIO AGOSTO serTIEMBRE  OCTUBRE MOVIEMRBE DICIEMBRE
MUESTRA 1 MUESTRA 5 MUESTRA 6
INGRESO INGRESO INGRESO
17/03/19 02/07/19 18/12/19
MEDICINA MEDICINA MEDICINA
INTERNA INTERNA INTERNA

Figura 7. Linea del tiempo que describe los brotes de infecciones analizados. Se observan dos
brotes, el primero abarca los meses febrero, marzo, mayo vy julio; el segundo el mes de diciembre.
Existen dos patrones diferenciados lo que implica que hay al menos dos clonas
diferentes de la bacteria, localizados en el area de Medicina Interna, este
resultado sugiere la implementacion de un seguimiento cronolégico y estudio de
propagacion transicional (Corredor NC 2016), para determinar los patrones de

contaminacion.
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14.Conclusiones.
Se logro caracterizar y fenotipificar las cepas de E. faecium aisladas de muestras
clinicas urinarias provenientes de pacientes hospitalizados en un Hospital de

Especialidades al sur de la Ciudad de México.

Se logro determinar el patron de categorizacion clinica de acuerdo a los criterios

ORENUC.

Se logré caracterizar a E. faecium por métodos convencionales y automatizados.

Se logro la determinacién del patron genotipico (Genes vanA 'y vanB) y fenotipico
de resistencia a vancomicina (resistencia <32 pg/mL) para infeccion de vias

urinarias complicada.

Se logro determinar la relacion clonal entre las cepas de E. faecium vancomicina

resistentes mediante la técnica ERIC-PCR, encontrando dos perfiles clonales.

Se confirmd que existe diseminaciéon de E. faecium vancomicina resistente en
pacientes asociados a factores de riesgo, con hospitalizaciéon prolongada,
tratados con esquemas empiricos de antibiéticos y que presentan factores de

riesgo para infecciones de Vias Urinarias complicadas.
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