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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar genotipicamente aislamientos clinicos de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae productoras de beta-lactamasas de espectro extendido,

en cuatro instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora.

Objetivos Particulares

1. Identificar los principales tipos de beta-lactamasas de espectro extendido
presentes en aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae recuperadas de cuatro instituciones de salud de la ciudad
de Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15 de

febrero y el 15 de agosto de 2016.

2. Analizar los perfiles de resistencia a los antibidticos de aislamientos
clinicos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de beta-

lactamasas de espectro extendido.

3. Caracterizar genotipicamente aislamientos clinicos de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae productoras de beta-lactamasas de espectro
extendido.

4. Identificar los servicios hospitalarios y muestras clinicas con mayor
prevalencia de aislamientos positivos a beta-lactamasas de espectro

extendido.
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RESUMEN

En los ultimos afios, el mundo ha enfrentado un problema de resistencia
bacteriana a los antibidticos, principalmente a beta-lactamicos. Las bacterias
Gram negativas poseen un mecanismo para hidrolizar a estos antibioticos
mediante la produccion de enzimas beta-lactamasas, dentro de las cuales
destacan las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE). La prevalencia de
BLEE varia entre paises, lamentablemente, México no cuenta con muchos
estudios al respecto. EI objetivo de este trabajo fue caracterizar
genotipicamente aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productores de BLEE en cuatro instituciones de salud de
Hermosillo, Sonora. Durante el periodo comprendido entre el 15 de febrero y 15
de agosto de 2016, se recolectaron 207 aislamientos productores de BLEE en
cuatro instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora. Los
laboratorios clinicos de las instituciones participantes brindaron la informacion
de los aislamientos, la cual incluy6 el origen de la bacteria identificada, asi
como los resultados de pruebas de susceptibilidad a los antibioticos. Los
microorganismos se transportaron a la Universidad de Sonora, donde se
corrobor6 morfologia colonial, pureza y se almacenaron a -20°C.
Posteriormente, se procedio a la extraccion de ADN. Mediante técnicas de PCR
se buscéd la presencia de los genes especificos para las BLEE mas
frecuentemente reportadas en América. Para posteriores experimentos, se
eligio una submuestra de los aislamientos en base a la institucion de
procedencia, microorganismo, consulta (externa u hospitalaria), perfil de
resistencia a antibidticos y tipo de BLEE encontrado. Se eligieron 45
aislamientos: 36 de E. coli y nueve de K. pneumoniae, a los cuales se les
realizd electroforesis de campo pulsado, asi como la busqueda de genes

relacionados con disminucién de susceptibilidad a quinolonas. Se definieron los
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filogrupos para los 36 aislamientos de E. coli y se realiz6 conjugacion de
plasmidos a ocho aislamientos que co-expresaron tres genes codificantes para
beta-lactamasas. En los 207 aislamientos obtenidos, se encontr6 una alta
prevalencia de resistencia a antibiéticos beta-lactdmicos (>97%), asi como para
ciprofloxacino (88%), trimetoprim/sulfametoxazol (72%) y los aminoglucdsidos
gentamicina y tobramicina (58% y 59%, respectivamente). El tipo de BLEE mas
comunmente encontrado fue CTX-M-1 (88%); el 29% de los aislamientos
presentaron mas de un gen para beta-lactamasas. En la submuestra de
aislamientos, se encontraron varios genes relacionados a distintos mecanismos
de disminucion de susceptibilidad a quinolonas y una alta prevalencia de
filogrupos B2 y D, considerados como cepas virulentas de E. coli. El analisis de
patrones de electroforesis de campo pulsado revel6 que, en la submuestra de
aislamientos, no se encontraron cepas idénticas, lo que supone buenas
practicas hospitalarias en cuanto al manejo de pacientes. Tres de los ocho
aislamientos en los que se realiz6 conjugacion, lograron transferir su plasmido a
una bacteria receptora. Dicho plasmido contenia genes de resistencia a otros
grupos de antibidticos, ademas de beta-lactamicos. Los hallazgos del presente
trabajo muestran la presencia de distintas BLEE y altas prevalencias de genes
de resistencia a otros grupos de antibidticos, resaltando la importancia de la

vigilancia y caracterizacion genotipica.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibiéticos se ha convertido en un problema de
salud publica mundial que se encuentra en constante evolucién debido al
surgimiento de nuevos mecanismos de resistencia. Algunos de estos
mecanismos se dieron mediante cambios genéticos en ciertos microorganismos
como una forma de defensa para sobrevivir, pero la introduccion y el constante
uso inadecuado de antibidticos ha llevado a una acelerada adaptacion de las
bacterias para subsistir a ellos (Rodriguez-Noriega y col., 2014; World Health
Organization, 2016).

Uno de los principales usos inadecuados de los antibiéticos y que ha
contribuido notablemente en la seleccion de bacterias resistentes, es la
promocién del crecimiento en animales de granja. Estos son alimentados en
conjunto con antibiéticos en concentraciones sub-terapéuticas (beta-lactamicos,
macrélidos, sulfonamidas, trimetoprim, fluoroquinolonas o tetraciclinas) para
evitar infecciones, mejorar la absorcioén de nutrientes y la salud de los animales
para asi producir un mayor rendimiento y un producto de mejor calidad. Sin
embargo, la concentracion insuficiente del antibidtico elimina o reprime a las
bacterias susceptibles, permitiendo que las bacterias resistentes prosperen, las
cuales son transmitidas a traveés del producto y capaces de producir infeccion

en humanos (Butaye y col., 2003; Massé y col., 2014; Ventola, 2015).

La incorrecta prescripcion de antibiéticos para infecciones de origen viral,
fungico o parasitario también contribuye a la promociéon de bacterias
resistentes. El uso prudente para la prescripcion de antibioticos considera la
identificacion de la bacteria patégena y su patrén de susceptibilidad a los
diferentes antibiéticos, mientras que por parte del paciente debe haber una
adherencia al tratamiento en forma estricta en cuanto a dosis, horario y

duracion (Silva-Sanchez, 2006).



Los antibidticos beta-lactamicos son extensamente utilizados para tratar
desde infecciones comunes hasta aquellas que son graves y presentan un
riesgo para la vida del paciente. Asi mismo, son empleados como tratamiento
profilactico previo a una cirugia. Sin embargo, en los ultimos afos, la eficacia de
los antibidticos beta-lactamicos ha disminuido debido a la resistencia que
presentan microorganismos hacia estos antibioticos (Garza-Ramos y col.,
2009).

Entre los mecanismos de resistencia a antibidticos, uno de los mas
destacados es el de las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Su
surgimiento se debi6 en gran parte a que, durante la década de los ochentas,
se hizo uso excesivo de cefalosporinas de amplio espectro y aztreonam. Este
patron de resistencia se encuentra altamente asociado a fallas terapéuticas, lo
gue lleva a una disminucién de la erradicacion bacteriolégica e incrementa los

costos de tratamiento, morbilidad y mortalidad (Garcia-Vazquez y col., 2011).

Entre las principales causas de mortalidad en pacientes hospitalizados se
encuentran las infecciones asociadas a la atencion a la salud, las cuales se
definen como aquellas que ocurren en las 72 horas posteriores al ingreso
hospitalario, tres dias después del alta o en los 30 dias siguientes de una
cirugia. Comunmente, el transporte transitorio del organismo a manos de los
trabajadores de la salud esta implicado en la propagacion de paciente a
paciente. La contaminacion del entorno hospitalario, como lavabos, bafios o
equipo médico, se ha reportado como fuente de infeccion (Dhillon y Clark, 2012;
Poorabbas y col., 2015).

En estudios alrededor del mundo se han identificado, mediante analisis
multivariados, varios factores de riesgo para adquirir una infeccion nosocomial
por enterobacterias productoras de BLEE. Estos son el uso previo de
antibioticos (especificamente guinolonas, cefalosporinas,

piperacilina/tazobactam o beta-lactamicos con grupo oximino), infecciones



recurrentes, hemodialisis, uso de sonda Foley, nutricion artificial y residencia en

asilos (Guzméan-Blanco y col., 2014).

Por un largo tiempo, las infecciones por organismos Gram negativos
farmacorresistentes han sido relacionadas a instituciones de cuidado a la salud.
Sin embargo, el surgimiento de infecciones comunitarias causadas por
organismos productores de BLEE se comenz6 a reportar en multiples paises
desde mediados del afio 2000. La potencial dispersion de microorganismos
productores de BLEE en la comunidad es un problema de salud publico al igual
gue un reto para el manejo de infecciones comunitarias, las cuales son tratadas
empiricamente con cefalosporinas orales o fluoroquinolonas sin realizarse
previamente una deteccion del microorganismo o pruebas de susceptibilidad a
los antibiéticos (Doi y col., 2013) Entre los factores de riesgo para adquirir una
infeccibn comunitaria por microorganismos productores de BLEE se encuentra
infecciones en tracto urinario recurrentes, uso previo de antibiéticos, diabetes
mellitus, instrumentacion previa en el tracto urinario, sexo femenino y edad

mayor a los 65 afos (Dhillon y Clark, 2012).

La prevalencia de bacterias resistentes a antibiéticos difiere entre paises,
aumentando incluso en aquellos lugares en donde se aplican estrictos controles
para el uso de antibioticos y donde la farmacorresistencia es poco comun.
Usualmente, los viajeros importan bacterias resistentes a antibiéticos a paises
con menores prevalencias. La informacion epidemiolégica nacional y global es
de gran importancia debido a que brinda formas de detectar el surgimiento de
clonas bacterianas 0 nuevos mecanismos de resistencia. Una perspectiva mas
amplia sobre el panorama de resistencia bacteriana le da al personal de salud
el conocimiento para tratar a pacientes provenientes de otra parte del pais o del
mundo (Brolund, 2014; Iredell y col., 2015).

Las técnicas moleculares tienen el potencial para jugar un rol importante

en el laboratorio para el tamizaje, seguimiento y monitoreo de un gran namero



de aislamientos productores de BLEE, tanto en la comunidad como en
hospitales. No solo la vigilancia epidemiolégica es necesaria, sino también el
cambio urgente en la forma de prescribir y utilizar los antibioticos. Aunque se
desarrollen nuevos medicamentos, si no se modifican los comportamientos
actuales, la resistencia a los antibidticos seguira representando una grave
amenaza (Shaikh y col., 2015).



ANTECEDENTES

Antibidticos

Los antibidticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las
infecciones bacterianas, disminuyendo el nUmero de microorganismos viables.
Su categoria contiene muchos grupos diferentes de farmacos que difieren en
espectro de accion, perfiles de efectos adversos, farmacocinética,

farmacodinamia y utilidad clinica (World Health Organization, 2016).

Entre los distintos grupos de antibidéticos se encuentran los
aminoglucésidos, beta-lactdmicos, glicopéptidos, lincosamidas, macrélidos,
nitrofuranos, nitroimidazoles, polimixinas, polipéptidos, quinolonas, sulfamidas,
tetraciclinas, entre otros. De acuerdo con la interaccion farmaco-
microorganismo, los antibidticos pueden dividirse en bactericidas vy
bacteriostaticos. En los primeros, la accion es letal, llevando a la lisis
bacteriana, mientras que en los farmacos bacteriostaticos no hay destruccion de
las células, sino que las concentraciones alcanzadas en el suero o tejidos
impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, permitiendo que el sistema
inmunologico logre combatir la infeccion (Gallagher y MacDougall, 2014; Seija y
Vignoli, 2006; World Health Organization, 2016).

Antibioticos Beta-lactamicos

Los antibidticos beta-lactamicos son un grupo ampliamente utilizado, tanto a
nivel hospitalario como comunitario, para tratar infecciones causadas por
bacterias Gram positivas 0 Gram negativas. Esta clase de antibidticos se
encuentra compuesta por penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas,

monobactamicos y carbapenémicos. (Guillén y col., 2016; Iredell y col., 2015).

5



Los beta-lactimicos son compuestos de accidn bactericida lenta, que
interrumpen la formacion de la pared celular como resultado de su unién
covalente a las proteinas de union a penicilina (PBPs por sus siglas en inglés
correspondientes a penicillin-binding proteins), las cuales son enzimas
esenciales que se encuentran involucradas en los pasos terminales del
entrecruzamiento del peptidoglicano, tanto en bacterias Gram negativas como
Gram positivas (Bush y Bradford, 2016; Seija y Vignoli, 2006).

Otros grupos de antibiéticos pueden presentar efectos secundarios como
ototoxicidad, nefrotoxicidad, dafio a sistema nervioso, entre otros; o limitaciones
respecto a los pacientes a los que se les puede administrar, al no poderse
prescribir a mujeres embarazadas o infantes, ya que algunos antibiéticos, como
las tetraciclinas, se depositan en huesos o dientes en desarrollo. Los beta-
lactdmicos son bien tolerados y eficaces. Su mayor toxicidad esta relacionada
con una respuesta alérgica en un pequefio porcentaje de pacientes que
reaccionan a los determinantes relacionados a la cadena lateral; usualmente
estas reacciones son mas comunes en el uso de penicilinas y cefalosporinas,
con una reactividad minima causada por monobactamicos (Bush y Bradford,
2016).

Uso de los Beta-lactdmicos

Los beta-lactamicos constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y
la méas utilizada en la practica clinica. En Estados Unidos, durante los afios
2004 al 2014, el 65.24% de los antibidticos inyectables prescritos,
correspondian a beta-lactamicos. Estos antibidticos se suelen utilizar como
primera opcion de tratamiento cuando se trata de infecciones en piel y tejidos
blandos, infecciones de vias respiratorias, endocarditis bacteriana, infecciones
del sistema nervioso central, infecciones intraabdominales, urinarias y

osteoarticulares (Bush y Bradford, 2016; Seija y Vignoli, 2006).
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Susceptibilidad a los Antibioticos

Usualmente la susceptibilidad de un organismo especifico a un antibiético se
determina mediante la concentracion minima inhibitoria, comunmente abreviada
como MIC (debido a las siglas en inglés de minimum inhibitory concentration).
Para ello se cultiva el microorganismo con distintas concentraciones del
farmaco. La combinacién con la concentracidn mas baja de antibiético, donde
no se observa crecimiento del microorganismo, se conoce como MIC. Para
cada microorganismo y antibiético existe una MIC particular que define su
susceptibilidad, la cual es llamada punto de corte. Ya que los puntos de corte
estan basados en varios datos farmacoldgicos y clinicos usando técnicas in
vitro e in vivo, se consideran como fuertes predictores de posibles resultados
clinicos. Los valores de MIC obtenidos de una prueba de susceptibilidad
pueden ser interpretados mediante sus puntos de corte (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017; Gallagher y MacDougall, 2014).

Categorias Interpretativas

Las categorias son derivadas de caracteristicas microbiologicas, parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos y datos de resultados clinicos, si se

cuenta con ellos.

Sensible. Esta categoria esta definida por un punto de corte que implica
que los aislamientos con una MIC igual o menor al punto de corte
susceptible son inhibidos por la concentracidon usualmente lograda del
agente antimicrobiano cuando se utiliza la dosis recomendada para tratar

el sitio de infeccion, resultando en una probable eficacia clinica.

Intermedio. Categoria definida por un punto de corte que incluye

aislamientos con MICs dentro del intervalo intermedio, que se aproximan



a los niveles sanguineos y tisulares normalmente alcanzables y para los
cuales las tasas de respuesta pueden ser inferiores a las de los aislados
susceptibles. Esta categoria implica la eficacia clinica en sitios corporales
donde los farmacos estan fisiolégicamente concentrados o cuando se

puede usar una dosificacion superior a la normal de un farmaco.

Resistente. Se define por un punto de corte que implica que los
aislamientos con una MIC igual o por encima del punto de corte de
resistencia no son inhibidos por las concentraciones usualmente
alcanzadas por el antimicrobiano mediante los esquemas de dosificacion
normales y/o que demuestran MICs que caen en el intervalo en el que
son probables mecanismos especificos de resistencia microbiana, y la
eficacia clinica del agente contra el aislamiento no se ha demostrado de
manera fiable en los estudios de tratamiento (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2017).

Resistencia a los Antibi6ticos

La resistencia a los antibiéticos puede ser natural (intrinseca) o adquirida. La
resistencia natural es propia de cada familia, género, especie o0 grupo
bacteriano y esta situacion no es variable; el antibiético nunca ha tenido efecto
sobre el microorganismo. La resistencia adquirida es variable y es obtenida por

una cepa de una especie bacteriana (Vignoli y Seija, 2006).

Las definiciones de resistencia se clasifican segun el nimero y la clase
de antibidticos afectados. La multirresistencia se define como la ausencia de
sensibilidad a, por lo menos, un farmaco en tres o0 mas de los grupos de
antibioticos; la resistencia extrema se refiere a la ausencia de sensibilidad a, por

lo menos, un agente en todas las categorias de antimicrobianos excepto en dos



de ellas o menos, Yy la resistencia a todos los antimicrobianos se define como

panresistencia (Rodriguez-Noriega y col., 2014; Vignoli y Seija, 2006).

Causas de Resistencia

Si bien la resistencia a antibiéticos puede ser adquirida naturalmente debido a
una mutacion cromosomica, usualmente es mas frecuente la resistencia
asociada a elementos genéticos moviles. Entre los mas relevantes por su
importancia en la adquisicion de genes de resistencia se encuentran los
plasmidos, transposones e integrones (Giedraitiené y col., 2011; Martinez-
Martinez, 2006).

Plasmidos. Son moléculas de ADN circular bicatenario extra-
cromosOmico que pueden existir y replicarse independientemente del
ADN cromosémico. Aunque el ADN plasmidico no porta informacién
genética esencial para la sobrevivencia de la bacteria, juegan un papel
importante en la diseminacién y adquisiciébn de genes de resistencia que
le son utiles para su adaptacion al crecimiento en determinados

ambientes (Betancor y col., 2006; Ramirez y col., 2014).

Transposones. Los elementos transponibles son segmentos de ADN
capaces de moverse de un plasmido a otro o al genoma. Tienen
secuencias repetitivas terminales que tienen un rol en la recombinacion,
reconociendo proteinas necesarias para insertarse 0 removerse de
regiones gendmicas especificas. Los transposones no se pueden replicar
y se encuentran mas comunmente implicados en la resistencia a
macrolidos, glicopéptidos y aminoglucésidos en Gram positivos (Betancor
y col., 2006; Garza-Ramos y col., 2009; Pitout y Laupland, 2008).

Integrones. Son elementos de expresion genética que incorporan genes

sin promotor, de tal modo que se convierten en genes funcionales. En



consecuencia, el integron actia como un casete de expresion para los
genes que se inserten y, por lo general, mas de un gen se integra con

frecuencia (Garza-Ramos y col., 2009; Pitout y Laupland, 2008).

Adquisicion de Genes de Resistencia

Una bacteria inicialmente sensible puede adquirir genes de resistencia

ex0genos por tres procesos: conjugacion, transformacion o transduccion.

Conjugacién. Transferencia de material genético contenido en
plasmidos, de una bacteria a otra, a través de una hebra sexual o pilus.
Este proceso es el mas importante por su frecuencia y por las

consecuencias clinicas que ocasiona (Cabrera y col., 2007).

Transformacion. Es el proceso por el cual fragmentos de ADN liberados
por una bacteria donadora, son captados por una bacteria receptora. La
recombinacion se da entre moléculas de ADN transformante y el
cromosoma de una célula receptora. Para que se dé una transformacién
activa los fragmentos de ADN deben ser por lo menos de 500
nucleodtidos. A la capacidad de estas bacterias para captar ADN
extracelular y transformarlo se le conoce como célula competente y va a
depender del estado fisiolégico de la bacteria. La frecuencia de
transformacion de las células muy competentes es alrededor de 1073 si se
utiliza un exceso de ADN, es decir una célula de cada mil capta e integra
el ADN. La competencia se desarrolla en la etapa final de la fase
exponencial de crecimiento y antes de que la poblacion bacteriana entre
en la fase estacionaria. También es posible que las bacterias
competentes capten ADN intacto de un bacteriéfago, o bien ADN
plasmidico (Perea-Mejia e Inzunza-Montiel; 2014).

10



Transduccién. En este caso la transferencia de material genético es a
través de bacteriéfagos, que acttan como vectores del donador a la
célula receptora. Los fagos se han clasificado en dos tipos segun su
funcionalidad, los fagos virulentos (liticos) los cuales producen lisis de la
bacteria hospedera como efecto de la sintesis de una gran cantidad de
viriones dentro de la célula infectada. Por otro lado, los fagos
temperados, pueden tener un crecimiento litico o entrar en una etapa de
latencia (profago) donde la célula hospedera infectada continda sus
funciones de crecimiento y division, transmitiendo a la descendencia un
genoma del profago que puede ser inducido a producir fagos en un
proceso similar al desarrollo de fagos liticos. La célula bacteriana que
alberga un profago latente esta en un estado de lisogenia. Los fagos
temperados median la transduccién, a través de dos tipos de
transduccion, la generalizada en la que cualquier tipo de gen bacteriano
tiene la misma posibilidad de transducirse a una célula receptora y la
especializada en la que sélo ciertos genes son transducidos (Perea-Mejia

e Inzunza-Montiel; 2014).

Transduccién _generalizada. Los fagos se reproducen inyectando su

ADN dentro de la bacteria hospedera, formando una progenie viral en el
citoplasma con la consecuente ruptura de la célula hospedera. Durante la
replicacion de dichos virus, el cromosoma bacteriano se rompe en
fragmentos y algunas de las nuevas capsides del fago envuelven
fragmentos de ADN bacteriano en vez de ADN viral, la seleccion de las
secuencias es al azar, debido a un empaqguetamiento accidental del ADN
del hospedero dentro de la capside del fago (Perea-Mejia e Inzunza-
Montiel; 2014).

Transduccién especializada. Los fagos en cuestion estan integrados al

cromosoma de la célula en estado de lisogenia, la integracion suele

restringirse a un solo sitio denominado att (unién). Cuando la célula lleva
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un profago de este tipo, se induce la produccién de viriones, algunas
veces la escision del genoma viral del cromosoma bacteriano se realiza
de forma incorrecta, llevandose genes de la bacteria adyacentes al sitio
att. El virion resultante puede ser infeccioso o defectuoso (si carece de
uno o mas genes) y en cualquiera de los dos casos puede darse la
adsorcion a una célula sensible, inyectando el ADN y la integracion del
genoma del fago al cromosoma de la nueva célula huésped llevando a
cabo la recombinacién necesaria para garantizar la reproduccion de los

genes transducidos (Perea-Mejia e Inzunza-Montiel; 2014).

Mecanismos de Resistencia

De manera frecuente se reportan nuevos mecanismos de resistencia bacteriana
a los antibidticos. La resistencia adquirida a un antibiético se puede dar por

distintos mecanismos (Figura 1), agrupandose en tres principales categorias:

Prevencion de acceso al sitio blanco. Con estos mecanismos de
resistencia, se minimizan las concentraciones intracelulares de estos
antibioticos como resultado de una pobre penetracion a la bacteria o por

presencia de bombas de eflujo (Blair y col., 2015).

Reduccion de permeabilidad. En comparacion con las especies Gram

positivas, las bacterias Gram negativas son intrinsecamente menos
permeables a muchos antibiéticos, ya que su membrana externa forma
una barrera de permeabilidad. Los antibidticos hidrofilicos traspasan por
difusidon a través de las proteinas de las porinas que se encuentran en la
membrana externa. En la mayoria de las enterobacterias, se cree que las
porinas principales funcionan como canales inespecificos. Por lo tanto, la
reduccion de la permeabilidad de la membrana externa y la limitacioén de

la entrada de los antibidticos en la célula bacteriana se consigue
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a antibioticos debido a plasmidos en bacterias Gram negativas. Fuente:
Peleg y Hooper, 2010.
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mediante la regulacion de porinas o su sustitucion por porinas con

canales mas selectivos (Blair y col., 2015).

Bombas de eflujo. Transportan activamente muchos antibidticos al

exterior de la célula y son grandes contribuyentes a la resistencia
intrinseca de bacterias Gram negativas a muchos de los farmacos que
pueden ser utilizados para tratar infecciones ocasionadas por bacterias
Gram positivas. Cuando son sobreexpresadas, las bombas de eflujo
también pueden conferir altos niveles de resistencia a antibioticos
previamente Utiles en la clinica. Algunas bombas presentan una estrecha
especificidad de substratos, pero muchas transportan una amplia gama
de sustratos estructuralmente distintos y con conocidas como bombas de
eflujo multidrogo-resistentes (Blair y col., 2015).

Modificacion del sitio blanco del antibiético. Mecanismos que
modifican el blanco del antibidtico por mutacién genética o modificacion

post-traduccional del sitio blanco (Blair y col., 2015).

Cambios en el blanco del antibiético por mutacién. La mayoria de los

antibioticos se unen especificamente a sus blancos con una gran
afinidad, previniendo asi la actividad normal del blanco. Una mutacién
puntual en una de las multiples copias de genes que codifican para los
sitios blanco, puede llevar a cambios en su estructura que evitan la union
eficiente del antibidtico. Si la mutacion permite al sitio blanco llevar a
cabo su funciéon normal, este cambio puede conferir resistencia (Blair y
col., 2015).

Modificacion v proteccién del blanco. La proteccion por modificacion

del blanco también puede ser una forma efectiva de resistencia a los
antibiéticos que no requiere una mutacion en los genes codificantes para

sitios blanco. La modificacién se da por la adicion de un grupo quimico
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que también previene la unidén del antibidtico sin alterar la secuencia

primaria de la proteina, por lo que retiene su actividad (Blair y col., 2015).

Modificacion del antibiético. Se modifica directamente el antibibtico,
inactivandolo por hidrélisis o modificacion (Blair y col., 2015).

Inactivacion por hidrolisis. La modificacion de antibiéticos catalizada

por enzimas es uno de los mas importantes y relevantes mecanismos de
resistencia desde los primeros usos de los antibidticos, con el
descubrimiento de la penicilinasa en 1940. Han sido identificadas miles
de enzimas capaces de degradar y modificar antibiéticos de diferentes
clases, incluyendo beta-lactdmicos, aminoglucosidos, fenoles vy

macrolidos (Blair y col., 2015).

Inactivacion por transferencia de dgrupo quimico. La adiciéon de

grupos quimicos por enzimas bacterianas a los sitios vulnerables a las
moléculas antibidticas causa resistencia a antibioticos al prevenir que
este se una al sitio blanco, como resultado de un impedimento estérico.
Varios grupos quimicos diferentes pueden ser transferidos, incluyendo
los grupos acilo, fosfato, nucleotidil y ribitoil. Las enzimas responsables
por estas transferencias forman una gran y diversa familia de enzimas

que confieren resistencia a los antibioticos (Blair y col., 2015).

Resistencia a los Antibi6dticos Beta-lactamicos

Para los antibi6ticos beta-lactamicos, los mecanismos de resistencia mas

comunes son la alteracion de las PBPs o sitio blanco en las bacterias Gram

positivas y la hidrolisis del antibiotico en las bacterias Gram negativas. Las

enzimas que hidrolizan a un antibiotico beta-lactdmico se denominan beta-

lactamasas. Estas enzimas, hidrolizan los anillos beta-lactdmicos, formando

derivados aciclicos incapaces de fijarse en sus dianas en la pared celular
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bacteriana y, en consecuencia, volviéndolos ineficaces en su actividad

antimicrobiana (Castro-Alarcén y col., 2014; Giedraitiené y col., 2011).

Clasificacion de las Beta-lactamasas

Las beta-lactamasas han sido clasificadas por dos sistemas: la clasificacion
molecular de Ambler en el afio 1980 y la clasificacion funcional por Bush-

Jacoby-Madeiros, en 1995 y actualizada por Bush y Jacoby en 2010.

Clasificacion Molecular de Ambler

Esta clasificacion es la mas sencilla ya que divide las beta-lactamasas en cuatro
clases (A, B, C y D). Se basa en la homologia de las proteinas, tomando en
consideracion los aminoacidos conservados y aquellos que han cambiado. Las
clases A, C y D incluyen enzimas que hidrolizan sus sustratos mediante la
formacion de una acil-enzima a través de una serina del sitio activo. La clase A
estd conformada por las primeras cuatro serin-beta-lactamasas encontradas y
secuenciadas, la clase C por cefalosporinasas, y la clase D por enzimas que
hidrolizan oxacilina. Las beta-lactamasas de clase B son metalo-enzimas que
utilizan al menos un ion zinc en el sitio activo para facilitar la hidrélisis del beta-

lactdmico (Bush y col., 1955; Carrillo y Garcia, 2007).

Clasificacion Funcional de Bush-Jacoby

La clasificacion realizada por Bush-Jacoby consta actualmente de tres grupos y
diversos subgrupos. Se basa en las caracteristicas funcionales, teniendo en
cuenta distintos criterios como las propiedades bioquimicas (masa molecular,

secuenciacion de nucleétidos), las propiedades fisicas (punto isoeléctrico), el
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espectro de hidrdlisis, el espectro de inhibicion, la codificacién (plasmidica o
cromosomica), etc. Esta clasificacion es mucho mas importante en el
diagnoéstico microbiologico por el laboratorio (Bush y Jacoby, 2010; Carrillo y
Garcia, 2007).

Grupo 1. Incluye a las cefalosporinasas, las cuales son mas activas
contra cefalosporinas que hacia bencilpenicilinas, usualmente son

resistentes al acido clavulanico y son activas en cefamicinas.

Grupo 2. Esta compuesto por serin-beta-lactamasas. Este representa al
grupo mas grande de beta-lactamasas, debido principalmente a la
creciente identificacion de beta-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) durante los ultimos 20 afos.

Subgrupo 2a. Representa un pequefio grupo de beta-lactamasas

penicilinasas con un espectro de actividad hidrolitica relativamente
limitado y son las beta-lactamasas predominantes en cocos Gram
positivos, incluyendo estafilococos y ocasionalmente enterococos. Las
beta-lactamasas de este subgrupo tienen una mayor afinidad por

bencilpenicilina y son inhibidas por acido clavulanico y tazobactam.

Subgrupo 2b. Estas beta-lactamasas hidrolizan facilmente penicilinas y

cefalosporinas de primera generacion, como cefaloridina y cefalotina.

Son fuertemente inhibidas por acido clavulanico y tazobactam.

Subgrupo 2be. Se encuentran las BLEE, las cuales permanecen

sensibles a la inhibiciébn por acido clavulanico, caracteristica que, en
conjunto con el perfil de resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion, se utiliza para su deteccion en laboratorio.

Subgrupo 2br. Incluye a las enzimas beta-lactamasas de espectro

amplio, las cuales producen resistencia bacteriana a las amino- y

carboxipenicilinas, pero con sensibilidad a las cefalosporinas,
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monobactamicos y carbapenémicos ademas de presentar resistencia a

acido clavulanico e inhibidores de beta-lactamasas relacionados.

Subgrupo 2ber. Enzimas que combinan un espectro extendido con una

resistencia relativa a inhibicion por éacido clavulanico.

Subgrupo 2c. Estas penicilinasas se caracterizan funcionalmente por su

habilidad para hidrolizar carbenicilina o ticarcilina al menos 60 % tan
rapidamente como bencilpenicilina y con hidrélisis de cloxacilina u
oxacilina a tasas inferiores a la mitad para bencilpenicilina. Generalmente

son inhibidas de forma facil por acido clavulanico o tazobactam.

Subqgrupo 2ce. Contiene a las recientemente descritas carbenicilinasa

de espectro extendido, que tiene una actividad expandida contra
cefepime y cefpiroma, ambas cefalosporinas de cuarta generacion.

Subgrupo _2d. Incluye beta-lactamasas que se distinguen por su

habilidad para hidrolizar cloxacilina u oxacilina a tasas mayores del 50 %

gue para bencilpenicilina.

Subgrupo 2de. Enzimas que hidrolizan cloxacilina u oxacilina con un

espectro extendido que incluye a cefalosporinas, pero no

carbapenémicos.

Subgrupo 2df. Enzimas con las caracteristicas del subgrupo 2d que son

capaces de hidrolizar a carbapenémicos. Tipicamente, estas enzimas no

muestran respuesta a la inhibicién por acido clavulanico.

Subgrupo 2e. Cefalosporinasas con habilidad para hidrolizar

cefalosporinas de espectro extendido y que no presentan buena actividad
hidrolitica contra penicilinas ni aztreonam; son inhibidas por acido

clavulanico o tazobactam.
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Subgrupo 2f. Enzimas capaces de hidrolizar carbapenémicos y que son
débilmente inhibidas por acido clavulanico; contienen una serina en su

sitio activo.

Grupo 3. Aqui se encuentran las metalo-beta-lactamasas,
correspondientes a la clase B de Ambler, subdivididas con base a su
estructura o funcion. Difieren estructuralmente de las serin-beta-
lactamasas por su requerimiento de un ion zinc en el sitio activo y su
poca afinidad en la hidrélisis en monobactamicos, ademas de no ser
inhibidas por &cido clavulanico ni tazobactam (Bush y Jacoby, 2010;
Carrillo y Garcia, 2007).

Beta-lactamasas de Espectro Extendido

En la actualidad se han identificado mas de 1500 beta-lactamasas. Entre las de
mayor importancia clinica, se encuentran las beta-lactamasas de espectro
extendido o BLEE, que confieren resistencia a las penicilinas, cefalosporinas de
primera, segunda, tercera y cuarta generaciéon y al monobactamico aztreonam,
pero no a cefamicinas y carbapenémicos. Las primeras enzimas clasificadas
como BLEE, eran descendientes evolutivas de beta-lactamasas de espectro
estrecho. Mutaciones en el sitio activo de las enzimas predecesoras,
expandieron la cantidad de sustratos que la enzima podia hidrolizar (Curello y
MacDougall, 2014; Dahiya y col., 2015; Lahey Clinic, 2016).

Principales Microorganismos Productores de BLEE

La principal familia asociada a la produccion de BLEE es la Enterobacteriaceae,
siendo las bacterias E. coli y K. pneumoniae las mas importantes. Su
prevalencia varia entre paises, algunas partes del mundo reportan que 60% o

mas de los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae son resistentes a los
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antibioticos beta-lactamicos mayormente utilizados en hospitales, como
cefalosporinas de tercera generacion, por ejemplo, cefotaxima (Brolund, 2014;
Iredell y col. 2015). Los datos del informe de la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS), muestran que en el continente americano hay una elevada
resistencia de E. coli a las cefalosporinas de tercera generacion y a las
fluoroquinolonas. La resistencia de K. pneumoniae a las cefalosporinas de
tercera generacion también es elevada y generalizada (World Health
Organization, 2014).

Las bacterias productoras de BLEE han emergido como el principal
problema tanto en pacientes hospitalizados, como ambulatorios. Las
enterobacterias son de importancia clinica, causantes de infecciones en el
sistema nervioso central, abscesos intraabdominales, infecciones relacionadas
con dispositivos médicos, tracto respiratorio inferior, septicemia, tracto
gastrointestinal y urinario, pero también son colonizadores comunes en el tracto

gastrointestinal (Brolund, 2014; Castro-Alarcon y col., 2014).

Principales Tipos de BLEE

Hasta los afios noventa, la mayoria de las BLEE detectadas en los
microorganismos patégenos correspondian principalmente a los tipos TEM y
SHV, pertenecientes al Grupo 2 de la clasificacion de Bush-Jacoby. La
presencia de estas enzimas se asociaba principalmente con aislamientos de K.
pneumoniae implicados en brotes hospitalarios en unidades de cuidados
intensivos. Posteriormente fueron desplazadas por las BLEE tipo CTX-M que en
la actualidad son las mas frecuentemente identificadas. E. coli esta
desplazando en forma paulatina, aunque con menor caracter epidémico, a K.
pneumoniae, siendo cada vez mas frecuente el aislamiento de estas bacterias

fuera del ambito hospitalario (Galvan y col., 2016).
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TEM. La primer beta-lactamasa mediada por plasmidos en bacterias
Gram negativas fue descubierta en Grecia en 1963. Fue nombrada TEM
por la paciente llamada Temoniera, de quien fue aislada. Posteriormente,
una enzima sumamente parecida fue descubierta y llamada TEM-2. Esta
era idéntica en propiedades bioguimicas a la mas comun TEM-1, pero
diferian en un solo aminoéacido, resultando en un cambio en el punto
isoeléctrico de la enzima. En 1982, se describio en el Reino Unido la
primer BLEE del tipo TEM, la cual portaba un plasmido de resistencia a
ceftazidima y hoy se conoce como TEM-12 (Carrillo y Garcia, 2007). Con
base en distintas combinaciones de cambios, actualmente se han
descrito 223 enzimas del tipo TEM. La mayoria de ellas son BLEE, otras
son resistentes a inhibidores de beta-lactamasas, y unas pocas son
BLEE vy resistentes a inhibidores. Estas enzimas estan codificadas por

genes blarem (Lahey Clinic, 2016; Mufioz-Price y Jacoby, 2013).

SHV. La primera enzima beta-lactamasa del tipo SHV fue descrita por
Pitton en 1970. En ese momento se pensOd que era codificada
cromosomicamente, pero en 1979, se demostré que el gen blasnv-1 se
encontraba presente en plasmidos que podian transferir resistencia
fenotipica a otras bacterias (Chaves y col., 2001). En 1983, en Alemania
se descubrié un asilamiento de Klebsiella ozaenae, el cual poseia una
beta-lactamasa del tipo SHV, que hidrolizaba eficientemente cefotaxima,
y en menor medida, ceftazidima. La secuenciacion de aminoacidos
mostré que la beta-lactamasa diferia de SHV-1, debido al reemplazo de
una glicina por una serina en la posicion 238. Con esta sola mutacion, la
enzima obtuvo propiedades de espectro extendido y se designé como
SHV-2. Las BLEE del tipo SHV son mas frecuentemente encontradas en
aislamientos clinicos. Su nombre hace referencia a “sulfhydryl variable”,

debido a sus propiedades bioquimicas (Carrillo y Garcia, 2007); Paterson
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y Bonomo, 2005). Se conocen 193 variedades de beta-lactamasas tipo

SHV y pueden ser encontradas en todo el mundo (Lahey Clinic, 2016).

CTX-M. De acuerdo con Shaikh y colaboradores (2015), Bauernfeind y
colaboradores reportaron en 1989 un aislamiento clinico de E. coli
resistente a cefotaxima en Alemania, el cual producia una BLEE que no
pertenecia al tipo TEM o SHV; se le denomin6é CTX-M-1, debido a su
actividad hidrolitica contra cefotaxima. Mientras que las BLEE de tipo
TEM y SHV fueron generadas por substituciones en aminoacidos a partir
de las enzimas parentales, las BLEE de tipo CTX-M fueron adquiridas
por transferencia horizontal de otras bacterias. La secuenciacion de
genes codificantes para enzimas CTX-M mostré6 una alta similitud a
aquellas beta-lactamasas producidas por las especies de Kluyvera. Fue
hasta la primera década del siglo XXI que las enzimas CTX-M alcanzaron
prominencia sobre las otras BLEE, cuando la evolucién acelerada y
extraordinaria dispersion de estas enzimas fue observada. Se
encontraban no solo en hospitales, sino también en la comunidad, siendo
E. coli el mas importante patdégeno productor de estas enzimas (Bonnet,
2004; Cantén y col., 2012). Existen 168 enzimas del tipo CTX-M, las
cuales pueden ser divididas en cinco grupos en base a la similitud de la
secuencia de aminoacidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y
CTX-M-25 (Lahey Clinic, 2016; Paterson y Bonomo, 2005). Estos grupos
de enzimas se subclasifican segun el porcentaje de similitud de

aminoacidos que presentan, como se muestra en la tabla I.

Los fenotipos de multirresistencia frecuentemente vistos en
microorganismos productores de BLEE se deben a plasmidos que
contienen elementos de resistencia para antibidticos no beta-lactamicos
como trimetoprim/sulfametoxazol, gentamicina y ciprofloxacino. Los

aislamientos productores de BLEE tipo CTX-M presentan mayor
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Tabla I. Grupos de enzimas CTX-M y principales subclasificaciones.

Grupo Subclasificaciones

CTX-M-1 CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-11, CTX-M-12,
CTX-M-15, CTX-M-22, CTX-M-23, CTX-M-28, CTX-M-29 y
CTX-M-30

CTX-M-2 CTX-M-2, CTX-M-4, CTXM-5, CTX-M-6, CTX-M-7, CTX-M-
20y CTX-M-44

CTX-M-8 CTX-M-8

CTX-M-9 CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17,
CTX-M-18, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-24, CTX-M-27 y
CTX-M-45

CTX-M-25 CTX-M-25y CTX-M-26

Fuente: Cantén y col., 2012
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resistencia a ciprofloxacino que aquellos que no tienen el gen blactx-m
(Curello y MacDougall, 2014; Pitout y Laupland, 2008).

Otras BLEE. Entre las enterobacterias, las BLEE de tipo TEM, SHV y
CTX-M son las mas comunes, pero existen otras BLEE que no se
encuentran estrechamente relacionadas a estas tres familias ya
establecidas. Algunas de estas enzimas de menor frecuencia son tipo
SFO, BES, BEL, TLA, GES, PER y VEB. Estas BLEE han sido
encontradas principalmente en aislamientos de E. coli y Pseudomonas
aeruginosa y no son derivadas de simples mutaciones puntuales de beta-

lactamasas conocidas (Naas y col., 2008).

Otras enzimas capaces de hidrolizar una amplia variedad de beta-
lactdmicos, incluyendo carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas y
aztreonam, son las carbapenemasas, las cuales se encuentran
clasificadas en el grupo 3 y subgrupo 2f de Bush-Jacoby. En este
subgrupo destacan las enzimas KPC, ya que por su localizacion
plasmidica cuentan con un gran potencial de dispersién. Son
encontradas principalmente en K. pneumoniae, pero también se han
reportado en especies de Enterobacter y Salmonella (Dahiya y col.,
2015).

En el grupo 3 de metalo-beta-lactamasas, destacan las enzimas IMP y
VIM, las cuales hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos,
pero no aztreonam. Se encuentran codificadas en plasmidos, han
aparecido en todo el mundo y se encuentran principalmente en bacterias
no fermentativas, pero también en enterobacterias (Bush y Jacoby, 2010;
Dahiya y col., 2015).
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Multirresistencia asociada a BLEE

Usualmente, los genes bla no son los Unicos genes encontrados que codifican
para resistencia a los antibioticos en aislamientos productores de BLEE. Como
se menciond anteriormente, la resistencia a ciprofloxacino, una quinolona, es
muy comun. Varios mecanismos de resistencia se encuentran asociados a este
antibiotico. EI mecanismo mas comun es la modificacién y proteccion del sitio
blanco, el cual es dado por genes gnr (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD y gnrS) que
codifican proteinas pentapeptidicas de repeticion que se unen a las enzimas
girasa y ADN topoisomerasa tipo Il (sitio blanco del antibi6tico) y las protege de
su inhibicién por quinolonas. Otros mecanismos han sido identificados en la
resistencia a quinolonas, incluyendo los causados por los genes aac(6’)-1b-cr
(acetiltransferasa) y qepA, ogxA y ogxB (bombas de eflujo). Usualmente se
refiere al conjunto de estos genes, como PMQR, acrénimo de Plasmid-Mediated
Quinolone Resistance (Resistencia a Quinolonas Mediada por Plasmidos)
(Strahilevitz y col., 2009).

Identificacién de BLEE

La basqueda de organismos productores de BLEE en los aislamientos clinicos
es necesaria para evitar un tratamiento fallido y tomar las precauciones
necesarias con los pacientes colonizados o infectados, asi como para evitar la
transmision de estas bacterias en el hospital. La identificacion de BLEE en
microorganismos se puede realizar de manera fenotipica o genotipica (Shaikh y
col., 2015).

25



Identificacion Fenotipica

Esta préactica es realizada habitualmente en los laboratorios clinicos. El Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI por sus siglas en inglés) de Estados Unidos y la Agencia de
Proteccion de la Salud (Health Protection Agency, HPA) de Reino Unido han
publicado guias para la detecciéon de BLEE en enterobacterias, especialmente
para E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp. y Salmonella spp. Estas guias se
basan en el principio de que la mayoria de las BLEE hidrolizan cefalosporinas
de tercera generacion y son inhibidas por &acido clavulanico. EI CLSI
recomienda iniciar un tamizaje con 8 mg/L de cefpodoxima y 1 mg/L de
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, o aztreonam para determinar la MIC. Los
equipos automatizados, como Vitek2 o MicroScan, que utilizan principios de
deteccion semejantes a estos, han demostrado ser muy populares en los
laboratorios clinicos (Pitout y Laupland, 2008; Shaikh y col., 2015). Se
recomienda realizar la confirmacion de la presencia de BLEE mediante alguna

de las siguientes pruebas:

Prueba de combinacion de discos. Se utilizan dos discos, uno que
contiene solo una cefalosporina de tercera generacion y otro que
contiene la cefalosporina y acido clavulanico. Los discos se colocan en
una placa con agar Muller-Hinton inoculada con una suspension
bacteriana. Se confirma la presencia de BLEE cuando el halo de
inhibicion de la combinacion es =2 5 mm con respecto al halo de la

cefalosporina sola (Drieux y col., 2008).

Técnica de doble difusion con discos. Técnica inicialmente disefiada
para diferenciar entre cepas resistentes a cefotaxima productoras de
cefalosporinasas de aquellas cepas productoras de BLEE. Se coloca el o
los discos de cefalosporina (comunmente cefotaxima y/o ceftriaxona,

pero también se pueden adicionar a la prueba ceftazidima y/o aztreonam)
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a 30 mm de distancia de un disco con inhibidor de beta-lactamasa
(amoxicilina-acido clavulanico). Si aparece una ampliacion entre los halos
de inhibicion en alguno de los antimicrobianos y el disco con el inhibidor
de beta-lactamasa se considera que existe BLEE (Alvarez-Almanza,
2010; Drieux y col., 2008).

Tiras E-test. Se emplean tiras de papel impregnadas con gradientes de
un antibiodtico, (usualmente cefotaxima, ceftazidima o cefepime) en un
extremo de la tira, mientras que el otro extremo contiene al antibiético
combinado con acido clavulanico. Se considera positiva la sinergia con el
acido clavulanico cuando la MIC disminuye en dos o mas diluciones. Se
recomienda utilizar tiras de ceftazidima y cefotaxima ya que no todas las
enzimas hidrolizan por igual estos antibiéticos (Alvarez-Almanza, 2010;
Drieux y col., 2008).

Sin duda, estas pruebas son utiles, pero la presencia de enzimas que hidrolizan
carbapenémicos o hiperproducen penicilinasas y un alto nivel de produccién de
enzimas tipo AmpC (enzimas serin-beta-lactamasas que no son afectadas por
inhibidores de beta-lactamicos) puede resultar en falsos resultados positivos y

negativos, respectivamente (Gazin y col., 2012).

Se han desarrollado otras técnicas fenotipicas para la identificacion de
BLEE, incluyendo modificaciones en el método de doble disco usando
cefalosporinas de cuarta generacion, agar cromogénico y métodos de
microdilucion que utilizan acido clavulanico en combinacion con diferentes beta-
lactamicos. Desafortunadamente, la mayoria de estas pruebas o son
demasiado costosas para su implementacion rutinaria o requieren de
procedimientos y/o criterios dificiles de interpretar, lo cual ha limitado su uso
para detectar bacterias productoras de BLEE (Pitout y Laupland, 2008).
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Identificacion Genotipica

Entre los multiples usos de las técnicas moleculares, se encuentra la deteccion
de los genes responsables de la producciéon de BLEE. Entre las principales
técnicas genotipicas para su deteccion, se encuentra la reaccién en cadena de
la Polimerasa o PCR. Con esta técnica se puede ampliar de manera
exponencial un gen de interés; es ampliamente utilizada debido a su
simplicidad, la relativa facilidad de manipular sus pasos durante la practica y el

procedimiento automatizado (Rapley, 2010).

PCR. Para su uso se requiere conocer la secuencia de ADN que
flanquea al segmento de ADN que se desea amplificar. A partir de esta
informacion se sintetizan dos iniciadores, cada uno complementario a
una de las cadenas del gen de interés que se amplificara. La técnica de
PCR consta de tres etapas con distinta duracion y temperatura de
incubacion: desnaturalizacion, alineamiento y extensién. En el primer
ciclo, se desnaturaliza la doble cadena del ADN al calentar a mas de
90°C. La regién que se desea amplificar se vuelve accesible, por lo que
inmediatamente después se enfria a una temperatura entre 40 — 60°C
para que los iniciadores se unan a las cadenas de ADN
desnaturalizadas. La temperatura Optima para esta etapa debe ser
definida de acuerdo a los iniciadores utilizados para asegurar la correcta
amplificacion. Al unirse los iniciadores, la enzima Taq Polimerasa
sintetiza o extiende la cadena, a una temperatura de 72 °C, utilizando
desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP’s) previamente agregados en la
mezcla de reaccion. Cada uno de estos pasos se repite entre 30 y 40
veces, en lo que se denomina ciclos (Rapley, 2010).

Secuenciacion de nucleétidos. Es un procedimiento que puede ser
aplicado después de la ampliacion exponencial de un gen mediante

PCR. Esta técnica es esencial para diferenciar entre enzimas parentales
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y sus distintas variantes, como es el caso de las enzimas BLEE. Algunas
de ellas, como TEM y SHV, no pueden ser definidas como de espectro
extendido mediante PCR, ya que los oligonucleétidos actuales para TEM
y SHV no permiten amplificar solamente aquellos genes codificantes para
BLEE, por lo que la secuenciacion es un paso necesario si se desea
conocer la variante de la enzima parental. La técnica de secuenciacion
determina el orden de la secuencia de bases a lo largo del ADN. Para
lograr esto, dos técnicas han sido desarrolladas, una esta basada en un
método enzimético frecuentemente llamado como secuenciacion de
Sanger, el cual es el nombre de su creador, y un método quimico

llamado Maxam y Gilbert, llamado asi por la misma razon.

Actualmente, la secuenciacién de Sanger es por mucho el método mas
popular y muchos equipos comerciales se encuentran disponibles para
su uso. Esta técnica imita en muchas formas a la habilidad que posee la
enzima DNA polimerasa para extender una creciente cadena de
nucledtidos en un templado existente. Se requiere que el ADN a
secuenciar se encuentre en forma de una cadena sencilla, la cual se
hibrida con un oligonucleétido complementario a la region 3’ del ADN. El
oligonucledtido actuard como un iniciador para la sintesis de la cadena
complementaria catalizada por la DNA polimerasa. Los dNTP’s que se
utilizan para extender la cadena son marcados radioactivamente de
manera distinta cada uno con P32 o S%*, de esta forma la cadena

sintetizada estara marcada.

Los avances en el marcaje quimico han llevado al desarrollo de técnicas
automatizadas de secuenciacion de alto rendimiento. Al producto
sintetizado se le realiza electroforesis en un gel desnaturalizante para
después ser excitado con un laser. Considerando que los cuatro dNTP’s
han sido previamente marcados con diferente trazador, emitiran luz a una

longitud caracteristica para cada uno. Una rejilla de difraccion separa las
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emisiones que son captadas por un dispositivo de carga acoplado para

después ser interpretada la secuencia en tiempo real (Rapley, 2010).

Estas técnicas genotipicas indudablemente son muy utiles en la identificacion
de los genes responsables de la resistencia a antibidticos. Existen otros
métodos que, aunque no brindan informacién del tipo de BLEE producido,
permiten caracterizar los aislamientos bacterianos y brindar informacién
epidemioldgica para conocer su evolucion y relacion entre microorganismos,

virulencia y capacidad de transmisioén de genes de resistencia.

Electroforesis de campo pulsado. Este procedimiento permite separar
fragmentos de ADN de hasta de 2 x 102 kb, lo que permite la separacion
de cromosomas completos, mientras que otros métodos de electroforesis
s6lo permiten diferenciar fragmentos de 60 kilobases (kb) o menos. El
fundamento de la electroforesis de campo pulsado (PFGE por sus siglas
en ingles de Pulsed-field gel electrophoresis), es el uso de dos campos
eléctricos aplicados alternativamente a diferentes angulos, por periodos
de tiempo definidos, en un gel de agarosa que contiene el material

genético de interés.

La activaciéon del primer campo eléctrico causa que las moléculas
espirales se estiren en el plano horizontal y se comiencen a desplazar a
través del gel. La interrupcion de este campo y la aplicacion del segundo,
fuerza a la molécula a moverse en una nueva direccién. Puesto que
existe un comportamiento de relajacion, dependiente de la longitud de los
fragmentos, cuanto mas pequefia es una molécula, mas rapido se
realinea con el nuevo campo y es capaz de continuar moviéndose a
través del gel. Las moléculas mas grandes tardan mas en realinearse. De
esta manera, con la inversién continua del campo, las moléculas mas
pequefias se adelantan a las moléculas mas grandes y son separadas

segun su tamafo. Esta técnica es especialmente utilizada cuando se
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trata de identificar brotes de bacterias en alimentos, hospitales o

comunidad (Rapley, 2010).

Perfiles de plasmidos y conjugacion. Un gran niamero de plasmidos,
en general los de mayor tamafio (capaces de portar hasta 50 o 100
genes), suelen ser capaces de transferirse de una bacteria a otra
mediante la conjugacion. El perfil de plasmidos se realiza mediante la
extraccion del ADN plasmidico y la electroforesis del mismo, empleando
un marcador de peso molecular conocido para después realizar una

estimacion del tamafio del plasmido.

La conjugacion se basa en la presencia de dos genes codificantes para
resistencia a antibiéticos, donde uno de ellos permite la seleccién de las
bacterias que contienen el plasmido al ser desarrolladas en un medio de
cultivo que contenga el antibiético apropiado. Aquellas que contengan el
plasmido creceran formando colonias. La realizacion en conjunto de
estas técnicas en laboratorio permite conocer la capacidad de
transferencia que posee una bacteria para transmitir su informacion
genética a otra y conocer si la resistencia a antibiéticos se debe a uno o

mas plasmidos (Betancor y col., 2006).

Filogrupo. Una de las bacterias mas estudiadas en todo el mundo es E.
coli. Los analisis filogenéticos han demostrado que E. coli se puede
clasificar en cuatro grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D. Las cepas
virulentas extra-intestinales corresponden principalmente al grupo B2 y
en menor medida, al grupo D, mientras que las cepas comensales
pertenecen al grupo A. Estudios posteriores revelaron que existen otros
tres filogrupos: D, E y F. Otro grupo fue agregado donde se clasifican
nuevos linajes de Escherichia que son genéticamente distintos, pero
fenotipicamente indistinguibles. Uno de estos linajes es Escherichia clade

I, que también debe ser considerada como un filogrupo de E. coli debido
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a la extensa recombinacion detectada entre cepas pertenecientes a clade

|y E. coli (Clermont y col., 2000; Clermont y col., 2013).

La clasificacion del filogrupo se realiza por medio de PCR multiple,
evaluando la presencia y ausencia de genes. Para la clasificacion de los
primeros cuatro grupos filogenéticos se realiza la busqueda de tres
genes: chuA, yjaA y TSPE4.C2. ChuA es un gen requerido para
hemotransporte en E. coli enterohemorrdgica O157:H7. El gen yjaA
codifica a una proteina inducida por estrés y se encuentra relacionada a
la produccion de biopeliculas. TSPE4.C2 se caracteriz6 como un gen
putativo de esterasa lipasa. Para la clasificacion de todos los filogrupos
se realiza la busqueda de un gen mas, siendo cuatro en total. Los
estudios filogenéticos brindan un mejor entendimiento de como las cepas
patogénicas adquieren genes de virulencia (Clermont y col., 2000;
Clermont y col., 2013).

A pesar de la valiosa informacién que proporciona la identificacion genotipica de
los aislamientos, estos procedimientos no se utilizan en la préactica clinica
habitual de la mayoria de los hospitales. Esto se debe principalmente a
restricciones econdmicas, por lo que su uso se limita a estudios

epidemioldgicos (Pitout y Laupland, 2008; Shaikh y col., 2015).

Tratamiento de Infecciones Causadas por Bacterias Productoras de BLEE

La farmacoterapia de enfermedades infecciosas es Unica debido a la enorme
cantidad de cepas patdégenas que existen. El hecho de que la farmacoterapia de
enfermedades infecciosas involucre microorganismos que constantemente
estdn mutando y adaptandose a los antibiéticos, crea confusiones en cuanto al
tratamiento a seguir, pero el acercamiento al paciente es relativamente simple y

consistente. El entender el enfoque que se debe seguir es el primer paso en el
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desarrollo de un correcto uso de antibidticos y tratamiento de enfermedades

infecciosas (Gallagher y MacDougall, 2014).

El uso de antimicrobianos durante el tratamiento se puede clasificar en
tres categorias: uso profilactico, uso empirico y tratamiento definitivo. La
administracion profilactica de antibiéticos tiene la finalidad de prevenir una
infeccion que aun no ha sido desarrollada. La profilaxis deberia ser limitada a
pacientes con alto riesgo de desarrollar una infeccién, como los pacientes que
se encuentran con terapia inmunosupresiva, que padecen algun tipo de
enfermedad maligna o que se someteran a cirugia. Estos pacientes presentan
un sistema inmunoldgico debilitado que los hace susceptibles a infecciones
(Gallagher y MacDougall, 2014).

El tratamiento empirico es utilizado en aquellos pacientes que se
sospecha o han manifestado una infeccion, pero el microorganismo causante
aun no ha sido identificado. Esta terapia es comunmente utilizada tanto en
pacientes hospitalizados como ambulatorios. Debido a que las técnicas de
identificacion fenotipicas no proporcionan resultados inmediatos respecto al
microorganismo causante y su susceptibilidad a los antibiéticos, comunmente la
terapia empirica permite el manejo inicial del paciente. Los antibiéticos
administrados deben ir dirigidos a posibles agentes causantes, por o que no es
recomendable utilizar antibidticos de muy amplio espectro (Gallagher y
MacDougall, 2014).

A diferencia de la terapia empirica, en la terapia definitiva se conoce a
gue organismo debe dirigirse el tratamiento y que farmacos podran utilizarse.
En esta fase es prudente elegir agentes antibacterianos que sean seguros,
eficaces, de espectro estrecho y de bajo costo. Esto permite evitar la toxicidad
innecesaria, fracasos del tratamiento, la posible aparicion de resistencia
microbiana a los antibioticos y también permite administrar los costos del

manejo del paciente (Gallagher y MacDougall, 2014).
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El no seguir estos pasos para la correcta administracion de antibioticos,
lleva a las bacterias a la adaptacion y resistencia a ellos. Cuando el
microorganismo causante de infeccion es identificado como productor de BLEE,

existen otras alternativas de tratamiento:

Cefamicinas

Estos antibiéticos beta-lactamicos no son hidrolizados por enzimas BLEE, pero
puede presentarse co-resistencia por perdida de porinas en la pared celular,
minimizando la cantidad de antibiético que ingresa a la célula (Falagas y

Karageorgopoulos, 2009).

Carbapenémicos

El surgimiento de enzimas carbapenemasas, capaces de hidrolizar a estos
antibioticos, han hecho que los carbapenémicos se consideren la primera
opcién de tratamiento solamente en casos de infecciones graves ocasionadas

por enterobacterias productoras de BLEE (Falagas y Karageorgopoulos, 2009).

Inhibidores de Beta-lactamasas

Los inhibidores usados actualmente en la practica clinica son tazobactam, acido
clavulanico y sulbactam, mismos que son administrados en conjunto con
antibioticos beta-lactamicos. El grado de inhibicion contra la hidrélisis producida
por BLEE varia dependiendo del tipo de inhibidor, asi como del tipo de BLEE.
Tazobactam es un inhibidor mas potente en comparacion con el acido
clavulanico cuando se trata de BLEE tipo CTX-M y estos dos inhibidores son
mas potentes que sulbactam al inhibir BLEEs del tipo TEM y SHV. Después de

afos de uso, se han encontrado aislamientos resistentes a esta combinaciéon de
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medicamentos, mediante enzimas beta-lactamasas (comunmente enzimas tipo
AmpC producidas por Enterobacter spp. o Pseudomonas aeruginosa o metalo-
beta-lactamasas) no susceptibles a inhibidores o por hiperproduccion de
enzimas (Drawz y Bonomo, 2010; Falagas y Karageorgopoulos, 2009).

Tigeciclina

Pertenece a la clase de las glicilglicinas, las cuales son andlogas a las
tetraciclinas. Este antibiotico fue aprobado en el afio 2005 para infecciones
intraabdominales, asi como para infecciones complicadas de piel y tejidos
blandos. Los efectos secundarios predominantes relacionados al uso de
tigeciclina son nausea y vomito. No se administra a nifios ni a mujeres
embarazadas, ya que el antibiético se deposita en huesos y dientes en
desarrollo (Iredell y col., 2015; Stein y Babinchak, 2013).

Eravaciclina

Es un novedoso antibiético de las fluorociclinas, tolera los mecanismos usuales
de resistencia a tetraciclinas, tiene amplia actividad contra patbgenos entéricos
Gram negativos, incluyendo aislamientos multirresistentes y bacterias
anaerobias. Podria ser tan seguro y efectivo como el ertapenem en infecciones

intra-abdominales complicadas (Iredell y col., 2015).

Polimixinas

Las Polimixinas B y E (colistina) se encuentran disponibles para su uso clinico.
Desafortunadamente estos agentes de segunda linea, a diferencia de los beta-
lactdmicos, presentan una alta nefrotoxicidad y son propensos al surgimiento de

resistencia, por lo que generalmente se requiere la utilizacion de un segundo
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agente, como tigeciclinas, carbapenémicos o aminoglucoésidos (Hsu y Tamma,
2014; Iredell y col., 2015).

Fosfomicina

Es un antibidtico bien tolerado y empleado para tratar infecciones en vias
urinarias; los niveles bactericidas se mantienen en orina por 72 horas después
de una sola dosis. Se ha utlizado exitosamente de forma intravenosa en
pacientes criticos, no obstante, generalmente se administra en combinacion con
otro agente activo. Durante el tratamiento puede surgir resistencia debido a un
menor ingreso a la bacteria, modificacion del sitio activo o del antibiotico (Iredell
y col., 2015).

Algunos de los tratamientos para aislamientos productores de BLEE presentan
limitaciones o no deben utilizarse de manera injustificada con la finalidad de
prevenir el surgimiento o aumento de prevalencia de resistencia para estos

antibioticos.

Prevencion de Infecciones por Bacterias Productoras de BLEE

Las instituciones de salud, asi como sus trabajadores, tienen un rol primordial
en la prevencion de la propagacion de infecciones por bacterias productoras de

BLEE. Entre las acciones preventivas se encuentran:

1. Conocer las tendencias de resistencia a antibiéticos en la instituciéon de
salud donde se labora, asi como de las que se encuentren cercanas.

2. Aplicar las guias del Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, por su nombre en inglés de Center for Disease
Control and Prevention) para la oportuna deteccion, prevencion,
seguimiento y reporte de infecciones.
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3. Seguir lineamientos relevantes y precauciones al tratar a cada paciente y
protegerlos de infecciones farmacorresistentes.

4. Remover los equipos médicos temporales, como catéteres vy
ventiladores, tan pronto no sean requeridos.

5. Si se realizara el traslado de un paciente con una infeccion
farmacorresistente, notificar al area o institucion a donde se trasladara,
para tomar las precauciones necesarias y evitar una propagacion de la
bacteria.

6. Finalmente, una de las medidas de mayor importancia dentro de las
instituciones de salud, es la promocion del correcto uso de los

antibioticos.

Los pacientes y sus familiares también pueden contribuir pidiendo que el
personal del hospital y visitantes que estaran en contacto con la persona
hospitalizada, se laven las manos. Para su propio beneficio y el de los demas,
es necesario que el paciente tome los antibidticos Unica y exactamente como

fueron prescritos (Center for Disease Control and Prevention, 2013).

Programas de Vigilancia Epidemioldgica

La vigilancia epidemiolédgica es un sistema que recolecta informacion sobre los
diversos eventos de interés meédico epidemioldgico, capaz de analizar la
informacion y proporcionar un panorama solido que permita iniciar, profundizar
o rectificar acciones de prevencion y control. La informacion respecto a los
dafios y riesgos para la salud representa un insumo importante de la vigilancia
epidemiologica (NOM-017-SSA2-2012).

El monitoreo de los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos es
determinante para la evaluacion de los regimenes de terapia empirica en una

institucion porque permite generar alertas a los profesionales involucrados en la
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atencion sobre la presencia de mecanismos de resistencia inusuales o
emergentes. Una terapia antimicrobiana empirica efectiva permitird reducir la
mortalidad asociada a infecciones por bacterias multidrogo resistentes
(Martinez-Buitrago y col., 2014).

En México, en 2015, se aportaron datos de un estudio donde la
prevalencia de resistencia de E. coli para cefalosporinas de tercera generacion
es de 58% y para carbapenémicos es de 2%. En el mismo estudio, las
resistencias reportadas para K. pneumoniae son de 53% para cefalosporinas y
14% para carbapenémicos (The center for disease dynamics, economics &
policy, 2017).

Mientras otros paises aportan datos sobre la resistencia a los antibidticos
de cientos o miles de aislamientos analizados, la informacién que México
provee mundialmente a este respecto es escasa. Los datos aportados por el
pais han provenido de un solo hospital, por lo que no se consideran
prevalencias de otros estados del pais (The center for disease dynamics,
economics & policy, 2017).

Debido al incremento en el aislamiento de microorganismos resistentes a
los antibioticos en los ultimos afios y a los pocos reportes en México, es
necesario iniciar un programa de caracterizacion genotipica y vigilancia
epidemioldgica de aislamientos clinicos de Escherichia coli y Klebsiella

pneumoniae productoras de BLEE en el estado de Sonora.
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MATERIALES Y METODOS

Instituciones Participantes

Se llevé a cabo un estudio transversal con muestreo por conveniencia en cuatro
instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora durante el periodo

comprendido entre el 15 de febrero y el 15 de agosto de 2016.

Las instituciones participantes fueron: Hospital Dr. Fernando Ocaranza
del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE), esta institucion atiende a derechohabientes trabajadores del gobierno
federal, cuenta con 101 camas y diariamente atiende 212 pacientes. Hospital
San José (HSJ), de caracter privado, cuenta con 120 camas y diariamente
atiende 150 pacientes. Centro Médico Dr. Ignacio Chavez (CMDIC), atiende a
pacientes derechohabientes trabajadores del gobierno estatal (ISSSTESON),
cuenta con 113 camas censables y 55 no censables, diariamente atiende entre
3,500 y 4,500 pacientes en sus distintas areas. El Centro Integral de Atencién a
la Salud (CIAS) Unidad Sur perteneciente al ISSSTESON es una clinica donde
no hay pacientes hospitalizados y solamente se atiende a pacientes de consulta
externa; en el laboratorio clinico de esta institucién diariamente son atendidos
cerca de 65 pacientes. Con la finalidad de no revelar las prevalencias en cada
institucion de microorganismos resistentes a antibioticos, de manera aleatoria

se les nombré como institucion de salud “A”, “B”, “C” o “D”.

Las instituciones participantes proporcionaron los aislamientos que,
mediante los equipos Vitek2 o MicroScan, dependiendo de la infraestructura de
cada institucion, fueran identificados como E. coli o K. pneumoniae productoras
de BLEE. Los informes de identificacion y susceptibilidad a antibioticos, asi
como la informacién de cultivos bacterioldgicos procesados durante el periodo

de recoleccion, fueron proporcionados por las instituciones.
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Criterios de Inclusion

Aislamientos de E. coli y K. pneumoniae identificados como productores de
BLEE mediante los equipos Vitek2 y MicroScan.

Criterios de Exclusién

Aislamientos clinicos que, al ser proporcionados, no pudieron ser recuperados 0
se encontraban contaminados con otros microorganismos. También se

excluyeron aquellos aislamientos que no contaban con el informe completo.

Criterios de Eliminacién

Se eliminaron los aislamientos del mismo origen pertenecientes al mismo
paciente que se realizaron durante la misma semana. También se eliminaron
los aislamientos que contaban con informe incongruente, es decir, aquellos
aislamientos que sus caracteristicas no concordaban con lo proporcionado en el

informe.

Obtencion de Aislamientos e Informes

Al identificarse en las instituciones participantes un aislamiento de E. coli y/o K.
pneumoniae productor de BLEE, el laboratorista encargado realizé un
subcultivo en un vial con agar semisélido SIM previamente proporcionado. El
vial se incubo de 18 a 24 horas a 37 °C, pasado este tiempo, el vial se refrigero
a 4 °C hasta su recoleccion y embalaje de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-051-SCT2-2011, para su transporte a los laboratorios de la Universidad
de Sonora.
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Los aislamientos fueron subcultivados en agar tripticasa soya Yy
MacConkey para corroborar la pureza y morfologia del microorganismo,
respectivamente. Los aislamientos corroborados fueron almacenados en medio
BHI con glicerol al 20%, a -20 °C.

Al momento de la recoleccion de los aislamientos por parte del personal
de la Universidad de Sonora, cada institucion participante proporcioné el
informe de la bacteria con el microorganismo identificado, muestra clinica,
servicio hospitalario de obtencion y resultados de las pruebas de susceptibilidad
a los antibidticos. La informacion de cada aislamiento se ingres6 en una base

de datos que se manej6 bajo un estricto control de confidencialidad.

Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN de los aislamientos que cumplieron los criterios
de inclusion utilizando un kit comercial QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, U.S.A))
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido se cuantificé y se
estimd su pureza en un equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, U.S.A.).

Identificacion Preliminar del Tipo de BLEE Mediante PCR

Mediante PCR uniplex, se realiz0 la busqueda de los genes blarem, blashv,
blactx-m-1, blactx-m-2 y blactx-m-9, en todos los aislamientos recolectados,
utilizando los iniciadores indicados en la Tabla Il (Chia y col., 2005). La mezcla
de reaccién para TEM, SHV, CTX-M-1 y CTX-M-9 se elaboré con agua
deionizada estéril, Buffer 5X, dNTP’s (200 uyM cada uno), MgClz (2 mM),
iniciadores F y R (0.4 uM) y 1 unidad de Taq ADN polimerasa (Promega,
U.S.A). A la mezcla de reaccion se le adicionaron 3 yL de ADN purificado
(Modificado de Chia y col., 2005).
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Tabla II. Iniciadores utilizados para la deteccion de los genes blatem, blasny,

blactx-m-1, blactx-m-2 y blactx-m-9

Iniciador Secuencia (5’-3’)
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCGT
TEM-R TTACCAATGGTTAATCAGTGA
SHV-F CCGGGTTATTCTTATTTGTCGC
SHV-R TAGCGTTGCCAGTGCTCG
CTX-M-1-F AATCACTGCGGCAGTTCACGCT
CTX-M-1-R GAACGTTTCGTCTCCCAGCTGT
CTX-M-2-F ATGATGACTCAGAGCATTCG
CTX-M-2-R TGGGTTACGATTTTCGCCGC
CTX-M-9-F TACCGCAGATAATACGCAGGTG
CTX-M-9-R CAGCGTAGGTTCAGTGCGATCC

Fuente: Chiay Col., 2005
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Para CTX-M-2, se utilizaron las mismas cantidades en la mezcla de
reaccion, excepto que la concentracion de MgCl. utilizada fue de 1.5 mM
(Modificado de Cabral y col.,, 2012). Las condiciones establecidas para
amplificacion de TEM, SHV, CTX-M-1 y CTX-M-9 fueron las siguientes: un
periodo a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos a 95 °C por 60 segundos, 58 °C por 60
segundos y 72 °C por 60 segundos y finalmente un periodo a 72 °C por 10
minutos (Modificado de Chia y col., 2005). Para CTX-M-2, se cambi6 solamente
la temperatura de alineamiento, de 58 °C, a 62 °C (Modificado de Cabral y col.,
2012). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador iCycler (Bio-Rad,
U.S.A). Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa a 1.5% y

fueron tefiidos con SYBR Green (Invitrogen, U.S.A).

Los geles fueron fotodocumentados y se cuantificd el peso de las bandas
obtenidas con el software TotalLab TL100 (Nonlinear Dynamics, Ltd., United
Kingdom). Como control negativo de PCR, se utiliz6 el ADN de E. coli ATCC
25922 y como control positivo, el ADN de tres cepas previamente
caracterizadas que contenian el tipo de BLEE buscado, proporcionadas por el
Grupo de Resistencia Bacteriana del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP).
La cepa INSP-14262 contenia los genes blactx-m-1 y blasnv, INSP-819 contenia

el gen blatem y la cepa INSP-CTX-M-2 contenia el gen para dicha BLEE.

Para posteriores experimentos, se selecciond una submuestra de los
aislamientos considerando institucién de procedencia, microorganismo, consulta
(externa u hospitalaria), perfil de resistencia a antibidticos y tipo de BLEE
encontrado. Se eligieron 45 aislamientos: 36 de E. coli y nueve de K.
pneumoniae. A esta submuestra se le realizo la confirmacion de BLEE mediante
la prueba de combinacién de discos, acorde a las recomendaciones del CLSI
2017. Se utilizaron los antibitticos cefotaxima, cefotaxima/acido clavulanico,
ceftazidima y ceftazidima/acido clavulanico. Se incluy6 la cepa K. pneumoniae
ATCC 700603 como control de calidad (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2017).
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Identificacién de PMQR

En los aislamientos seleccionados, se realiz6 la busqueda de los genes gnrA,
gnrB, qnrS; aac(6’)-1b-cr y qepA, ogxA y ogxB, mediante PCR. La busqueda de
genes gnr y ogx se realizé6 por PCR-mdltiple y se confirmé mediante PCR
individual. La mezcla de reaccion para los genes gnr se preparé con Buffer 10X,
2.5 pL, MgCl2 (25 mM), dNTP’s (200 uM cada uno), iniciadores F y R (5
pmol/uL; Tabla 1ll) y 1 unidad de Taq ADN polimerasa (Promega, U.S.A.)). A
cada mezcla de reaccion se le adicionaron 3 pL de ADN purificado. La
amplificacion se realizdé de la siguiente manera: un periodo a 95 °C por 10
minutos, 35 ciclos a 95 °C por 60 segundos, 60 °C por 60 segundos 'y 72 °C por
60 segundos y finalmente un periodo a 72 °C por 10 minutos (modificado de
Cattoir y col., 2007). Para ogx, la mezcla de reaccién se prepar6 con Buffer
10X, MgCl2 (25 mM), dNTP’s (200 uM cada uno), iniciadores F y R (5 pmol/pL;
Tabla Ill) y 1 unidad de Taq ADN polimerasa. A cada mezcla de reaccién se le

adicionaron 3 pL de ADN purificado (modificado de Kim y col., 2009).

Los genes aac(6’)-Ib-cr y gepA, se analizaron mediante PCR sencilla con
iniciadores especificos para cada gen (Tabla Ill). La mezcla de reaccion para
aac(6’)-1b-cr se prepar6 con Buffer 10X, MgClz (25 mM), dNTP’s (200 uM cada
uno), 2.0 yL iniciador F (5 pmol/pL), iniciadores F y R (5 pmol/uL; Tabla Ill) y 1
unidad de Tag ADN polimerasa. A cada mezcla de reaccién se le adicionaron 3
ML de ADN purificado (Silva-Sanchez y col., 2011).

Para gepA, se utilizan las mismas indicaciones, excepto que se agrego
un potenciador (Enhancer 10X). Las condiciones de amplificacion fueron un
periodo a 95 °C por 10 minutos, 35 ciclos a 95 °C por 60 segundos, 58 °C por
60 segundos y 72 °C por 60 segundos, finalmente un periodo a 72 °C por 10

minutos (Silva-Sanchez y col., 2011).
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Tabla Ill. Iniciadores utilizados para la deteccion de genes PMQR.

Iniciador Secuencia (5’-3’) Referencia
gnrA-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG Cattoir y col., 2007
gnrA-R TGCCAGGCACAGATCTTGAC Cattoir y col., 2007
qnrB-F GGMATHGAAATTCGCCACTG! Cattoir y col., 2007
gnrB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA! Cattoir y col., 2007
gnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT Cattoir y col., 2007
gnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG Cattoir y col., 2007

aac(6’)-1b-cr-F

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA

Minarini y col., 2008

aac(6’)-1b-cr-R CTCGAATGCCTGGGCTGTTT Minarini y col., 2008
qepA-F GGACATCTACGGCTTCTTCG S"Va'sa;g{‘fz y col.
gepA-R CATGACGCAGTACCTGCAG snva-Saznész y col.,
0gxA-F CTCGGCGCGATGATGCT Kim y col., 2009
0gxA-R CCACTCTTCACGGGAGACGA Kim y col., 2009
0gxB-F TTCTCCCCCGGCGGGAAGTAC Kim y col., 2009
0gxB-R CTCGGCCATTTTGGCGCGTA Kim y col., 2009

IM=A0OC;H=A0CoOT;Y=CoT.
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Filogrupos

La submuestra de 36 aislamientos de E. coli fue sometida a PCR-multiple para
la identificacion de cuatro filogrupos. La mezcla de reaccion se prepard con
Buffer 10X, MgClz (1.5 mM), cada uno de los seis iniciadores (20 pmol/uL),
dNTP’s (200 uM cada uno) y 1.5 unidades de Tagq ADN polimerasa por cepa a
probar (4.0 uL de ADN purificado). Los iniciadores utilizados se encuentran en
la tabla IV. La amplificacion se realizé de la siguiente manera: 1 periodo a 95 °C
por 5 minutos, 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos y
72 °C por 45 segundos y finalmente un periodo a 72 °C por 7 minutos (Clermont
y col., 2000).

Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE)

Los aislamientos previamente seleccionados se analizaron mediante
electroforesis de campo pulsado (PFGE). La preparacion de los discos de
agarosa con el ADN bacteriano se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento
descrito por Kaufmann (1998). La digestion del ADN se realizd utilizando la
enzima Xbal, la separacién de los fragmentos se realiz6 en el equipo CHEF
Map-per Il (BioRad, U.S.A.). Se utilizd6 un gel de agarosa de bajo punto de
fusiéon al 1% en amortiguador TBE al 0.5X a un voltaje de 6 V/cm y angulo de
120° con pulsos de cambio de linealidad de 1 a 30 segundos a 14 °C, durante
23 horas. Los geles se tifieron con bromuro de etidio para posteriormente
fotodocumentarse (Kaufmann, 1998). Los dendrogramas para el andlisis de
patrones de PFGE se generaron por el método de apareamiento por media
aritmética sin ponderacion (UPGMA, por sus siglas en inglés de Unweighted
Pair Group Method Using Arithmetic Averages) y el coeficiente de Dice en el
programa Bionumerics versién 6.5 (Applied Maths, Belgium), siguiendo los

criterios de Tenover y colaboradores (1995).
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Tabla IV Iniciadores utilizados para la clasificacion por filogrupo de aislamientos
de Escherichia coli identificados en cuatro instituciones de salud de la ciudad de

Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15 febrero y el 15
de agosto de 2016.

Iniciador Secuencia (5’-3’)
ChuA-F GACGAACCAACGGTCAGGAT
ChuA-R TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA-F TGAAGTGTCAGGAGACGCT
YjaA-R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TSpE4C2-F GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TsSpE4C2-R CGCGCCAACAAAGTATTACG

Fuente: Clermont y col., 2000
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Conjugacioén y Aislamiento de Plasmidos

A partir de los aislamientos seleccionados, se tomaron los ocho aislamientos
que co-expresaron los genes blacrx-m-1, blatem y blasnv. La conjugacion se
realizé a 30 °C utilizando el método descrito por Miller (Miller, 1972) donde la
bacteria receptora de plasmido fue E. coli J53-3. Las transconjugantes se
seleccionaron en medios suplementados con rifampicina (10 mg/mL) y
cefotaxima (10 mg/mL) y medios minimos. Las transconjugantes obtenidas se
probaron en agar Luria con ampicilina (100 mg/mL), cefotaxima (10 mg/mL),
cloranfenicol (30 mg/mL), ciprofloxacino (5 mg/mL), gentamicina (20 mg/mL),
acido nalidixico (8 mg/mL) y tetraciclina (12.5 mg/mL). La extraccion de ADN
plasmidico de las bacterias que transfirieron su plasmido se realiz6 mediante el
método de Kieser (1984). EI ADN se visualizé después de electroforesis
horizontal en gel de agarosa 0.7%, tefiido con bromuro de etidio. EI ADN
plasmidico de la cepa Escherichia coli NCTC 50192 se utiliz6 como marcador
de tamafio molecular para analizar las longitudes de los segmentos de ADN.
Para determinar el tamafio de los pladsmidos que conjugaron se grafico el
tamafio de los plasmidos del marcador 50192 (154 kb, 66 kb, 48 kb y 7 kb)

contra la movilidad relativa (milimetros) de los plasmidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de Aislamientos

En las cuatro instituciones de salud participantes durante el 15 de febrero y el
15 de agosto de 2016, se recolectaron 207 aislamientos que cumplieron con los
criterios de inclusion. De ellos, 192 (92.8%) correspondieron a E. coli y 15
(7.2%) a K. pneumoniae. En este periodo, la institucion “A” procesé 1,079
aislamientos; la institucion “B” 909; la institucion “C” 5,422 y la institucion “D”

2,714 aislamientos.

Todos los informes proporcionados especificaban las muestras clinicas
de las cuales se obtuvieron los aislamientos. De los 207 aislamientos
recolectados, 169 fueron de origen comunitario, es decir, provenian de
pacientes ambulatorios que no han sido internados dentro de un hospital o que
se encuentran en el area de urgencias. Los 38 aislamientos restantes fueron de
origen hospitalario y pertenecian a pacientes ingresados en los distintos

servicios del hospital.

Aislamientos Productores de BLEE

Los aislamientos identificados como E. coli y K. pneumoniae productoras y no
productoras de BLEE, se muestran en la Tabla V. En las cuatro instituciones de
salud analizaron 1,785 aislamientos de E. coli y K. pneumoniae durante el 15 de
febrero y 15 de agosto de 2016. De los aislamientos identificados como E. coli,
el 11.9% fueron productores de BLEE, mientras que en K. pneumoniae, lo fue el
8.7%. Para ambos microorganismos, la resistencia mediada por BLEE se dio

con mayor frecuencia en cepas de origen comunitario que hospitalario.
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Tabla V. Aislamientos de E. coli y K. pneumoniae identificados en cuatro
instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo

comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016.

Institucién de Salud “A” Institucion de Salud “B”
N=471 N=145
Ec Kp Ec Kp
n=413 n=58 n=124 n=21
BLEEs 17 (4.1 %) 2 (3.4 %) 17 (13.7 %) 4 (19.1 %)
Institucién de Salud “C” Institucién de Salud “D”
N=783 N=386
Ec Kp Ec Kp
n=722 n=61 n=353 n=33
BLEEs 135 (18.7 %) 7 (11.5 %) 23 (6.5 %) 2 (6.1 %)
Acumulado
N=1,785
Ec Kp
n=1,612 n=173
BLEEs 192 (11.9 %) 15 (8.7 %)
C H C H
n=157 | n=35 | n=12 n=3

N: Aislamientos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae identificados; Ec:
Escherichia coli; Kp: Klebsiella pneumoniae; C: Comunidad; H: Hospital; BLEES:

Beta-lactamasas de Espectro Extendido.

50




Navarro-Navarro y col. en 2011 realizaron un estudio de prevalencia de
aislamientos de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE en tres hospitales
de Hermosillo, Sonora, dos de los cuales son incluidos en este estudio. Ellos
encontraron que el 17.9% de los aislamientos de E. coli, hospitalarios y
comunitarios, fueron productores de BLEE, asi como el 15.8% de los
aislamientos de K. pneumoniae. Un estudio realizado en 2016 por Nevarez-
Lopez en seis instituciones de salud en la misma ciudad reportd una
prevalencia de 16.8% de E. coli y 16.4% de K. pneumoniae productores de
BLEE. Ambos estudios obtuvieron prevalencias mayores que en el presente
trabajo, lo cual puede ser influenciado debido a la ausencia de un hospital de

gran capacidad que habia participado en los estudios anteriores.

En Monterrey, Nuevo Leon, en 2011, Garza-Gonzalez y colaboradores
reportaron prevalencias nosocomiales de 30% y 35.9% para E. coli y K.
pneumoniae productoras de BLEE, respectivamente. Bajo las mismas
condiciones, Morfin-Otero y colaboradores en Guadalajara, Jalisco, en 2013,
reportaron prevalencia de 16.3% para E. coli y 26.9% para K. pneumoniae. En

Lima, Peru, Galvan y colegas realizaron un estudio con pacientes ambulatorios

en 2016, mostré que el 16.3% de los aislamientos de E. coli procesados eran

productores de BLEE.

Uno de los estudios mas grandes acerca de resistencia antibidtica en
México, fue realizado por Morfin-Otero y colaboradores en 2015, donde
participaron 16 instituciones de salud del pais hasta por siete afios, durante
2005 y 2012. Durante este periodo, encontraron una prevalencia de 39% y 25%
de E. coli y K. pneumoniae productoras de BLEE, respectivamente.
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Muestras Clinicas

Los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE de origen
comunitario se encontraron mayormente en muestras clinicas de orina,
seguidas por muestras vaginales, de sangre, heces, herida, secrecion, uretra y
bronquial, como se aprecia en la Figura 2. Para los aislamientos de origen
hospitalario, las muestras clinicas mas frecuentes fueron orina, herida,
bronquial, secrecion, expectoracion, liquido cefalorraquideo (LCR), sonda
Foley, catéter central, sangre y heces (Figura 3). Los servicios hospitalarios
donde mas frecuentemente se tomaron estas muestras fueron medicina interna
(31.6%), unidad de cuidados intensivos (23.7%), cirugia (23.7%), traumatologia
(10.5%), pediatria (7.9%) y quiréfano (2.6%).

En el estudio de Navarro-Navarro y colaboradores (2011) encontraron
que las muestras clinicas donde mas frecuentemente se encontraron
aislamientos de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE en la comunidad
fue en vias urinarias (94.1%) y tracto genital, tracto gastrointestinal y otros
(sistema nervioso central, tracto respiratorio y liquidos diversos) (5.1%). En
aislamientos hospitalarios se encontraron mas frecuentemente en vias urinarias
(41.8%), piel y tejido blando (29.1%), sangre (16.4%) y tracto genital,
gastrointestinal y otros (12.7%). Estas frecuencias son semejantes a las

obtenidas en el presente estudio.

Susceptibilidad a los Antibiéticos

Las pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos contenidos en los informes de
los aislamientos incluyeron los antibidéticos ampicilina, ampicilina/sulbactam,

cefazolina, ceftriaxona, cefepime, aztreonam, ertapenem, meropenem,
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= Orina (149) = Vaginal (12) Sangre (3) = Heces (1)
= Herida (1) = Secrecion (1) = Uretral (1) = Bronquial (1)

Figura 2. Muestras clinicas de las que se recuperaron aislamientos de E. coliy
K. pneumoniae productoras de BLEE de origen comunitario en cuatro
instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo

comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016.

N: Aislamientos.
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= Sonda Foley (1) = Catéter Central (1) Sangre (1)

= Heces (1)

Figura 3. Muestras clinicas de las que se recuperaron aislamientos de E. coli y
K. pneumoniae productoras de BLEE de origen hospitalario en cuatro
instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo

comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016.

N: Aislamientos



amikacina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacino, tigeciclina,

trimetoprim/sulfametoxazol y nitrofurantoina.

En la Figura 4 se observan los porcentajes de susceptibilidad a los
antibiéticos para todos los aislamientos recolectados, mientras que en las
Figuras 5 y 6 se observan los porcentajes para los aislamientos de origen

comunitario y hospitalario, respectivamente.

Al ser aislamientos productores de BLEE, la resistencia a beta-lactamicos
fue extremadamente alta, como era de esperarse, oscilando entre 97.6% a
100%. La resistencia para beta-lactamico con inhibidor fue de 81.6%. No
obstante, solamente cuatro aislamientos de los estudiados (1.9%) fueron
resistentes al carbapenémico meropenem y el 100% de los aislamientos en los
que se evaluo tigeciclina, fueron susceptibles a este antibiético. La resistencia a
carbapenémicos se encontrd solamente en E. coli. De acuerdo con The center
for disease dynamics, economics & policy, en México en 2015 se reportd en E.
coli una prevalencia de 2% de resistencia a carbapenémicos y 0.0 % de
resistencia a tigeciclina, resultados similares a los obtenidos en este estudio

(The center for disease dynamics, economics & policy, 2017).

La resistencia a aminoglucésidos detectada fue sumamente variable, ya
que solo el 1.4% fueron resistentes a amikacina, pero el 57.5% y 59.4%
mostraron resistencia hacia gentamicina y tobramicina, respectivamente. Esto
puede deberse a que gentamicina y tobramicina son los aminoglucésidos mas
comunmente utilizados, especialmente gentamicina por su excelente sinergia
con beta-lactamicos y su bajo costo. Amikacina es generalmente reservada
para patdgenos resistentes a estos dos antibiodticos y pacientes con infecciones

graves (Gallegher y MacDougall, 2014).

En el presente trabajo se encontr6 que el 88.4% de los aislamientos
productores de BLEE fueron resistentes a ciprofloxacino, 71.5% a

trimetoprim/sulfametoxazol y 15.2% a nitrofurantoina, antibiéticos comunmente
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Aislamientos Productores de BLEE N= 207
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o o o o o o o o

o

Sensible 0 5.8 0 0 2.4 0 99.5 98.1 94.7 40.1 17.9 9.2 100 28.5 77.8

Intermedio 0 12.6 0 0 0 2.4 0 0 3.9 2.4 22.7 2.4 0 0 7.0

m Resistente 100 81.6 100 100 97.6 97.6 0.5 1.9 14 57.5 59.4 88.4 0 715 15.2
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Figura 4. Porcentaje de susceptibilidad a los antibioticos de 207 aislamientos productores de BLEE, recolectados en
cuatro instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15 febrero y el
15 de agosto de 2016. N: Aislamientos; Amp: Ampicilina; Amp/sul: Ampicilina/Sulbactam; Cefaz: Cefazolina; Ceftr:
Ceftriaxona; Cefep: Cefepime; Aztr. Aztreonam; Ertap: Ertapenem; Merop: Meropenem; Amika: Amikacina; Genta:
Gentamicina; Tobra: Tobramicina; Cipro: Ciprofloxacino; Tigec: Tigeciclina; Tmp/sxt: Trimetoprim/Sulfametoxazol; Nitrof:
Nitrofurantoina.
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Aislamientos Comunitarios N= 169
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Figura 5. Porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos de 169 aislamientos productores de BLEE, de origen
comunitario, recolectados en cuatro instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo
comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016. N: Aislamientos; Amp: Ampicilina; Amp/sul:
Ampicilina/Sulbactam; Cefaz: Cefazolina; Ceftr: Ceftriaxona; Cefep: Cefepime; Aztr. Aztreonam; Ertap: Ertapenem;
Merop: Meropenem; Amika: Amikacina; Genta: Gentamicina; Tobra: Tobramicina; Cipro: Ciprofloxacino; Tigec:

Tigeciclina; Tmp/sxt: Trimetoprim/Sulfametoxazol; Nitrof: Nitrofurantoina.
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Aislamientos Hospitalarios N= 38
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Figura 6. Porcentaje de susceptibilidad a los antibidticos de 38 aislamientos productores de BLEE, de origen hospitalario,
recolectados en cuatro instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el
15 febrero y el 15 de agosto de 2016. N: Aislamientos; Amp: Ampicilina; Amp/sul: Ampicilina/Sulbactam; Cefaz:
Cefazolina; Ceftr: Ceftriaxona; Cefep: Cefepime; Aztr: Aztreonam; Ertap: Ertapenem; Merop: Meropenem; Amika:
Amikacina; Genta: Gentamicina; Tobra: Tobramicina; Cipro: Ciprofloxacino; Tigec: Tigeciclina; Tmp/sxt:

Trimetoprim/Sulfametoxazol; Nitrof: Nitrofurantoina.
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utilizados para el manejo terapéutico de infecciones en vias urinarias.
Generalmente se acepta que para el tratamiento empirico de infecciones no
complicadas de vias urinaria se utilice trimetoprim/sulfametoxazol o
nitrofurantoina, mientas que el uso de quinolonas (ciprofloxacino) debe ser
justificado en casos complicados o de susceptibilidad. Las guias para el
tratamiento de infecciones de vias urinarias no complicadas consideran que
debe individualizarse el tratamiento en funcion de la resistencia local y de las
condiciones epidemiolégicas de cada region. En areas con una resistencia local
menor a 15% o 20% a trimetoprim/sulfametoxazol, se deberia utilizar un
antibidtico alternativo, como nitrofurantoina, la cual esta limitada a infecciones
del tracto urinario inferior (Gallagher y MacDoughall, 2014; Rendén y col.,
2012).

En México, el tratamiento mas comunmente utilizado en el tratamiento de
infecciones en vias urinarias ha sido trimetoprim/sulfametoxazol, sin embargo,
debido a los altos niveles de resistencia, este medicamento ya no es una opcion
terapéutica en la actualidad (Miranda-Romero y col., 2016). En aislamientos
productores de BLEE, la prevalencia de resistencia a quinolonas también es
alta, por lo que el tratamiento con nitrofurantoina pareceria ser una mejor
opcién en el manejo de infecciones de vias urinarias. Desafortunadamente,
como se aprecia en las Figuras 5 y 6, los resultados del presente trabajo
muestran niveles importantes de resistencia a este antibidtico en los
aislamientos provenientes tanto de individuos ambulatorios como

hospitalizados.

Usualmente los plasmidos que contienen genes codificantes para BLEE,
también contienen genes de resistencia a aminoglucésidos (especialmente
gentamicina), ciprofloxacino y trimetoprim/sulfametoxazol (Pitout y Laupland,
2008), por lo que al estudiar solamente aislamientos productores de BLEE, se

esperaban altas prevalencias de resistencia hacia estos antibiéticos.
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En las Figuras 5 y 6 se aprecian diferencias en los porcentajes de
susceptibilidad a antibidticos entre aislamientos de origen comunitario y
hospitalario. Varios estudios han reportado la relaciébn que existe entre la cepa
extra-intestinal E. coli ST131 y la produccién de BLEE tipo CTX-M-15 y su
frecuencia en la comunidad como causante de infecciones de vias urinarias. Un
estudio en Francia y otro en Espafia encontraron diferencias significativas en la
resistencia a ciprofloxacino, gentamicina, amikacina y
trimetoprim/sulfametoxazol al comparar aislamientos productores de BLEE de
E. coli ST131 con distintas cepas de dicha bacteria (Nicolas-Chanoine y col.,
2014).

Tipos de BLEE Identificados

Los 207 aislamientos estudiados presentaron uno o varios de los genes
codificantes para BLEE buscados. El término BLEE se empleara para referirse
a CTX-M-1, CTX-M-2 y CTX-M-9, ya que TEM y SHV podrian ser beta-
lactamasas de espectro estrecho y no extendido. El tipo de BLEE mas
frecuentemente encontrado fue CTX-M-1 (87.9%), seguido de TEM (33.3%),
SHV (8.2%), CTX-M-9 (4.8%) y CTX-M-2 (0.5%), como se aprecia en la Tabla
VI. La frecuencia observada es mayor a 100% debido a que algunos
aislamientos portan mas de un gen de manera simultanea, como se aprecia en
la Tabla VII. De los 207 aislamientos, el 71.0% presentaron un gen BLEE, el

23.2% presentaron dos genes beta-lactamasa y 5.8% presentaron tres genes.

En el estudio realizado en Monterrey en 2011 por Garza-Gonzalez y
colaboradores, determinaron el tipo de BLEE que presentaron 24 aislamientos
de E. coli y 33 aislamientos de K. pneumoniae. En E. coli el 66.6% de los
aislamientos pertenecian a CTX-M-15 (correspondiente al grupo de CTX-M-1),
el 62.5% presentd TEM-1 (no BLEE) y el 29.2% portaban genes codificantes
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Tabla VI. Identificacion preliminar del tipo de BLEE de 207 aislamientos
productores de BLEE, recolectados en cuatro instituciones de salud de la
ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15
febrero y el 15 de agosto de 2016.

bIaCTX-M-1 bIaTEM bIaSHV bIaCTX-M-Q blaCTX-M-Z
(+) (+) (+) (+) (+)

Escherichia 171 58 3 9 1
calh (89.1%) (30.2%)  (1.6%)  (4.7%) (0.5%)
n=192
Klebsiella 11 11 14 1 0
pheumoniaé (73.3%) (73.3%)  (93.3%)  (6.7%) (0.0%)
n=15
Total 182 69 17 10 1
N=207 (87.9%)  (33.3%)  (8.2%)  (4.8%) (0.5%)

N: aislamientos

Tabla VII. Presencia de uno o mas genes codificantes para beta-lactamasa en
207 aislamientos de cuatro instituciones de salud de Hermosillo, Sonora,

durante el periodo comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016.

Un gen beta- Dos genes Tres genes
lactamasa beta- beta-
(+) lactamasa lactamasa
(+) (+)
Escherichia coli 144 46 2
n= 192 (75.0%) (24.0%) (1.0%)
Klebsiella 3 2 10
pnheumoniaé (20.0%) (13.3%) (66.7%)
n=15
Total 147 48 12
N= 207 (71.0%) (23.2%) (5.8%)

N: aislamientos
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para distintas SHV. En K. pneumoniae, el 90.9% de los aislamientos eran BLEE
tipo SHV, 42.4% tipo TEM y 6.1% tipo CTX-M-15.

En el trabajo publicado por Morfin-Otero en 2013, encontraron que
CTX-M se encontraba presente en el 85% de los aislamientos de E. coliy 76%
de K. pneumoniae productores de BLEE, mientras que SHV se encontré en el
86% de los aislamientos de K. pneumoniae y en el 17% de los aislamientos de

E. coli.

En un estudio reciente realizado en Ciudad Obregoén, Sonora (Miranda-
Romero y col, 2016) se caracterizaron molecularmente aislamientos
comunitarios y hospitalarios de E. coli. Los autores encontraron que el tipo de
BLEE mas frecuente fue CTX-M-15 (97.0%), seguido del tipo SHV (13.5%). Los
tres estudios realizaron adicionalmente la busqueda del gen blarLa1, el cual no
fue contemplado en este estudio, sin embargo, en dos de los anteriores trabajos
no se detectaron aislamientos portadores de este gen, mientras que, en el

realizado en Monterrey, Nuevo Leon, se encontrd en baja frecuencia (5.5%).

Es necesario mencionar que los estudios de Monterrey y Guadalajara se
realizaron solamente en aislamientos de origen hospitalario, en cambio, los
aislamientos obtenidos en Ciudad Obregdn, cerca del 40% eran de origen
comunitario y el 60% restante se clasificé de origen hospitalario. En el presente
estudio predominaron los aislamientos comunitarios con un 81.6%, mientras

gue el resto fueron obtenidos de pacientes hospitalizados.

En los estudios de Garza-Gonzalez y Morfin-Otero encontraron
aislamientos con dos genes codificantes para beta-lactamasas, en cambio,
Miranda-Romero y colaboradores encontraron que el 8.1% de los aislamientos
de E. coli presentaron tres genes. En la Figura 7 se pueden observar las
frecuencias de beta-lactamasas y sus distintas combinaciones encontradas en

este estudio. Los escasos estudios realizados en México acerca de
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Figura 7. Frecuencia de las distintas combinaciones de beta-lactamasas
encontradas en 207 aislamientos productores de BLEE, recolectados en cuatro
instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, durante el periodo

comprendido entre el 15 febrero y el 15 de agosto de 2016.

N: aislamientos.
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caracterizacion molecular de aislamientos productores de BLEE, realizan la
busqueda de no mas de tres genes, los cuales usualmente son para identificar
a los tipos CTX-M-1, TEM, SHV y/o TLA-1. En este estudio se decidi6 incluir la
bdsqueda para los grupos CTX-M-2 y CTX-M-9 ya que son comunes en

Sudamérica y Estados Unidos, respectivamente.

Identificacion de PMQR

En 36 aislamientos de E. coli y nueve de K. pneumoniae se buscaron los genes
relacionados con disminucion de susceptibilidad a quinolonas. Los aislamientos
comunitarios y hospitalarios se analizaron por separado, tanto para E. coli como
para K. pneumoniae. El 50% de los aislamientos comunitarios de E. coli
presentaron genes codificantes para resistencia a quinolonas (Tabla VIII),

mientras que, en los hospitalarios, el 33.3 % presentaron genes gnr (Tabla IX).

En 58.3% de los aislamientos de E. coli, se encontré el gen aac(6’)-Ib-cr.
Para los aislamientos de K. pneumoniae comunitarios (Tabla X) y hospitalarios
(Tabla XI), la prevalencia de gnr fue de 66.7% en ambos casos, mientras que la
frecuencia del gen de acetiltransferasa fue 77.8%. En los aislamientos
analizados, el gen gnrB fue el mas frecuente (72.7%), seguido de gnrS (36.4%);
la frecuencia observada es mayor a 100% debido a que dos aislamientos
presentaron simultaneamente ambos genes. Ningun aislamiento fue positivo
para el gen gnrA. En cuanto a la blisqueda de genes relacionados con bombas
de eflujo, el 5.6% de los aislamientos de E. coli presentaron el gen o0QgxA,
mientras que el 88.9% de los aislamientos de K. pneumoniae contenia el mismo
gen; solo uno (11.1%) de esos aislamientos contenia el gen ogxA y ogxB.

Ningun aislamiento presenté el gen gqepA.
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Tabla VIII. Deteccion, mediante PCR, de genes asociados con disminucion de
la susceptibilidad a quinolonas en 26 aislamientos de E. coli productores de
BLEE, de origen comunitario, recolectados en cuatro instituciones de salud de
la ciudad de Hermosillo, Sonora, 15 febrero — 15 agosto, 2016.

: NO.‘ Institucion MIC Interpretacion | qnr Sl gepA | ogx
Aislamiento Cipro. Ib-cr
3 D 24 S - - - -
9 C =24 R B + - -
11 C 24 R - - - -
30 C 24 R - + - -
55 D =24 R - + - -
59 C 24 R S + - -
88 C 24 R - + - -
99 C 24 R S + - -
102 C 24 R - + - -
122 D <0.25 S - - - -
133 C 24 R S/B + - -
147 C 24 R B + - A
148 C 24 R - + - -
155 D 0.5 S - - - -
156 D 24 R S - - -
167 C 24 R - - -
182 C 24 R - - -
183 C 24 R - - - -
197 C 24 R - - - -
198 C 24 R S + - -
202 C 24 R B - - -
203 C >4 R S + - -
206 C 24 R B - - -
208 D 24 R B + - -
211 A >2 R B - - A
212 B <0.25 S B - - -

Cipro: Ciprofloxacino
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Tabla I1X. Deteccion, mediante PCR, de genes asociados con disminucion de la

susceptibilidad a quinolonas en 10 aislamientos de E. coli productores de BLEE,

de origen hospitalario, recolectados en cuatro instituciones de salud de la

ciudad de Hermosillo, Sonora, 15 febrero — 15 agosto, 2016.

o Institucion MIC Interpretacion | gnr L) gepA | ogx

Aislamiento Cipro. Ib-cr
20 C 24 R - + - -
26 A >2 R - + - -
53 C <0.25 S B - - -
61 C 1 S B - - -
71 A >2 R - - -
78 B =24 R - - -
112 C =24 R - - - -
143 C 24 R - - - -
154 A >2 R - - -
216 C 24 R B + - -

Cipro: Ciprofloxacino

Tabla X. Deteccion, mediante PCR, de genes asociados con disminucion de la

susceptibilidad a quinolonas en seis aislamientos de K. pneumoniae

productores de BLEE, de origen comunitario,

recolectados en cuatro

instituciones de salud de la ciudad de Hermosillo, Sonora, 15 febrero — 15

agosto, 2016.

No.

MIC

aac(6’)-

Aislamiento Institucion Cipro. Interpretacion | qnr Ib-cr gepA| ogx
28 D >4 R B + B A
66 B 2 | B + - A
75 A >2 R - - - A/B
98 C >4 R S/B + - -
145 B 2 | B + - A
166 D =4 R - + - A

Cipro: Ciprofloxacino
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Tabla XI. Deteccion, mediante PCR, de genes asociados con disminucién de la
susceptibilidad a quinolonas en tres aislamientos de K. pneumoniae productores
de BLEE, de origen hospitalario, recolectados en cuatro instituciones de salud
de la ciudad de Hermosillo, Sonora, 15 febrero — 15 agosto, 2016.

o Institucion MIC Interpretacion |gnr CEHU)- gepA | ogx
Aislamiento Cipro. Ib-cr
38 2 4 | B + - A
120 1 <1 S - + - A
135 2 >4 R S - - A

Cipro: Ciprofloxacino
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Algunos de los aislamientos analizados fueron interpretados como
sensibles a quinolonas, aun cuando poseen genes PMQR. Esto se debe a que
algunas variantes de la familia gnrB confieren baja resistencia a quinolonas
(Strahilevitz y col., 2009). Ya que estos genes no fueron secuenciados, no se
tiene la informacion de las variantes de los genes gnr encontrados. La alta
prevalencia del gen ogx en K. pneumoniae a diferencia de E. coli se debe a que
estos genes son cromosomales en K. pneumoniae, otorgando una resistencia

intrinseca (Kim y col., 2009).

En 2013, Reyna-Flores y colaboradores analizaron aislamientos de E.
coli productores de BLEE de origen comunitario obtenidos de un laboratorio de
referencia. En una muestra de 56 aislamientos, tres (5.3%) contenian genes gnr
(A, B y S), cuatro (7.1%) presentaron el gen gepA. La disminucion de la
sensibilidad a quinolonas en la mayoria de los aislamientos se relacioné con la
presencia de aac(6’)-lb-cr, ya que se encontré en 52 aislamientos (92.9%). El
estudio elaborado por Miranda-Romero (2016) arrojo resultados similares al de
Reyna-Flores, siendo el gen de acetiltransferasa el que se asoci
principalmente con la disminucion de la sensibilidad a quinolonas en el 97.3%
de los aislamientos, mientras que solo en uno (2.7%) se encontrd el gen gnrB y

ninguno fue portador del gen qepA.

De acuerdo con estudios realizados durante 2012 a 2015 en algunos
paises Latinoamericanos como Argentina, Chile, Ecuador, México y Venezuela,
nuestro pais fue el que presentd mayor prevalencia de resistencia a
fluoroquinolonas con un 62% de aislamientos resistentes. Después de México,
en Latinoamérica se encuentran ecuador (59%), Venezuela (50%), Argentina
(30%) y Chile (29%) en prevalencia de resistencia a quinolonas (The center for

disease dynamics, economics & policy, 2017).

En un estudio realizado en Argentina en 2013, se evaluo la presencia de

PMQR en enterobacterias productoras de BLEE. En 16 aislamientos de K.
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pneumoniae, 10 (62.5%) presentaron el gen gqnrB y 12 (75%) el gen aac(6)-1b-
cr. De los 10 aislamientos analizados de E. coli, tres (30%) contenian el gen
gnrB, mientras que la mayoria (90%) poseia el gen aac(6’)-lb-cr. Un estudio
similar en Brasil en ese mismo afio mostré6 que el 12.3% de los aislamientos
contenian genes qnr, principalmente del grupo B (76.9%), mientras que el resto
fueron del grupo S. El gen aac(6)-lb-cr se encontr6 en el 9.4% de los
aislamientos totales, es decir, menor frecuencia que los genes gnr. El gen qepA
no fue identificado en el estudio argentino ni en el de Brasil (Rincén-Cruz y col.,
2013; Viana y col., 2013).

En la mayoria de los estudios relacionados con PMQR no se realiza la
blusqueda de genes ogx ya que en su mayoria se encuentran asociados
solamente a K. pneumoniae, sin embargo, esto deberia llevarse a cabo puesto
gue estos genes se empiezan a detectar en otras enterobacterias. La presencia
de estos genes se asocia con disminucion de la susceptibilidad a quinolonas,
pero también este mecanismo de expulsion de antibiéticos puede otorgar
resistencia a otros antibidticos, antisépticos y desinfectantes (Andres y col.,
2013).

Filogrupos

Se identificaron los filogrupos para 36 aislamientos de E. coli; 26 de origen
comunitario y 10 hospitalarios. ElI grupo predominante en los aislamientos
comunitarios fue D (n=12), seguido de B2 (n=11), por lo que se considero que el
88.5% de los aislamientos evaluados presentaban factores de virulencia,
mientras que las cepas comensales o del grupo A, fueron el 11.5% (n=3), como
se aprecia en la Tabla XII. Dentro de los aislamientos hospitalarios, las cepas

virulentas y las comensales se dieron en la misma proporcion (Tabla XIlII).
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Tabla XIl. Filogrupos de aislamientos de E. coli productores de BLEE, de origen
comunitario, recolectados en cuatro instituciones de salud de la ciudad de
Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15 febrero y el 15
de agosto de 2016.

No. Aislamiento Hospital Origen Filogrupo
3 A Orina B2
9 C Orina B2

11 C Orina D
30 C Orina A
55 A Orina D
59 C Orina B2
88 C Orina B2
99 C Orina B2
102 C Orina B2
122 A Orina D
133 C Orina B2
147 C Orina D
148 C Orina D
155 A Orina B2
156 A Orina A
167 C Uretra D
182 C Orina D
183 C Vaginal D
197 C Orina D
198 C Orina B2
202 C Orina D
203 C Orina B2
206 C Orina D
208 A Orina B2
211 B Orina A
212 D Orina D
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Tabla XIll. Filogrupos de aislamientos de E. coli productores de BLEE, de
origen hospitalario, recolectados en cuatro instituciones de salud de la ciudad

de Hermosillo, Sonora, durante el periodo comprendido entre el 15 febrero y el

15 de agosto de 2016.

No. Hospital Origen Servicio Filogrupo
Aislamiento Hospitalario

20 C Orina Cirugia D
26 B Herida Traumatologia D
53 C Bronquial UClI A
61 C Sangre Pediatria A
71 B Herida Quiréfano A
78 D Orina Medicina B2
112 C Orina Medicina A
143 C LCR Cirugia D
154 B Bronquial Traumatologia B2
216 C Herida UCl A
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En los dltimos afos, la clona de E. coli O25:H4-ST131 (comunmente
conocida como E. coli ST131) ha surgido como un importante patégeno extra-
intestinal multidrogo-resistente a nivel mundial. Varios estudios epidemiolégicos
han mostrado a E. coli ST131 como una de las principales causas de
infecciones de tracto urinario y bacteremias tanto en la comunidad como en los
hospitales e instituciones de cuidado a la salud en Europa, Asia, Africa,
Norteamérica y Australia. Esta cepa es productora de CTX-M-15, presenta
resistencia a fluoroquinolonas y pertenece al filogrupo B2, que
predominantemente comprende cepas virulentas de E. coli extra-intestinales
(Totsika y col., 2011).

Un estudio de aislamientos de E. coli uropatégenas realizado por Molina-
Lépez y colaboradores en 2011 en la ciudad de México, encontré que el 36.1%
de los aislamientos estudiados pertenecia al grupo B2, en los cuales el 76.9%
fue identificado como la cepa E. coli ST131. Miranda-Romero y colaboradores
(2016) reportaron que de los 37 aislamientos productores de BLEE analizados,
el 45.9% pertenecia al grupo B2 (n=17/37) y 12 aislamientos (70.6%) se
identificaron como la cepa ST131. En el presente estudio no se realizd la
identificacion de la cepa ST131, sin embargo, el filogrupo B2 se encontré
presente en el 36.1% (n=13/36) de las cepas analizadas de distintos origenes,
encontrandose principalmente en orina, semejante a lo encontrado en el estudio

realizado por Molina-Lépez.

Tanto el estudio de Molina-Lépez como el de Miranda-Romero reportaron
la relacion que encontraron en las cepas productoras de BLEE tipo CTX-M y la
multirresistencia a antibioticos con la cepa ST131 encontradas en sus trabajos.
Dado que en el presente estudio se trabajé con un gran nimero de aislamientos
clinicos productores de BLEE, recuperados de muestras de orina, perteneciente
al grupo CTX-M-1 (el cual incluye a CTX-M-15) y con resistencia a distintos

grupos de antibioticos, seria conveniente realizar un estudio acerca de la
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prevalencia de la cepa E. coli ST131 en instituciones de salud de la ciudad de

Hermosillo, Sonora.

Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE)

A patrtir de los 45 aislamientos seleccionados se obtuvieron patrones para 43 de
ellos. En los dos aislamientos restantes, no se obtuvieron bandas debido a la
degradacion del ADN gendmico, probablemente por ADNasas. La elaboracion
de los discos de ADN de esos aislamientos se realiz6 de nuevo, obteniéndose
los mismos resultados. Los andlisis de los resultados se realizaron por
separado para los aislamientos de E. coli de origen comunitario y hospitalario
(Figuras 8 y 9, respectivamente). Para K. pneumoniae no se realiz6 esta
clasificacion debido a la escasa cantidad de aislamientos procesados (Figura
10).

Se consideran cepas relacionadas cuando existe un porcentaje igual o
mayor a 80% y clonas cuando existe 100% de similitud (Tenover y col., 1995).
En los 43 aislamientos analizados no se encontraron clonas, solamente dos
cepas de origen comunitario fueron relacionadas con un 90.9% de similitud, las
cuales fueron aisladas en el mismo mes e institucion de salud. En los
aislamientos de origen hospitalario no se observaron aislamientos relacionados,
la mayor similitud fue de 71.8 %. Los distintos patrones de PFGE dentro de los
hospitales es indicio de que no hay brotes, lo que supone que en las

instituciones de salud participantes hay buenas practicas clinica.

Las limitantes que se presentaron en este experimento fue la cantidad de
aislamientos de origen hospitalario procesados, ya que soélo se realizé PFGE en
el 34.2% de los aislamientos de E. coli y K. pneumoniae obtenidos en

hospitales, donde es mas comun encontrar brotes de cepas. La segunda
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Figura 8. Dendrograma de patrones de PFGE de aislamientos comunitarios de E. coli productores de BLEE, recolectados
en cuatro instituciones de salud de Hermosillo, Sonora, 15 febrero-15 de agosto, 2016. C.E: Consulta externa.
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limitante esta relacionada a la seleccion de los aislamientos. Estos fueron
elegidos en base al tipo de BLEE encontrado y a la resistencia a antibioticos
detectada, por lo que se seleccionaron aislamientos representativos de los
agrupamientos obtenidos, pero que presentaban diferentes caracteristicas

fenotipicas.

Conjugacion y Aislamiento de Plasmidos

Se realiz6 la conjugacion a ocho de los 12 aislamientos que presentaron tres
genes de beta-lactamasas. De ellos, tres aislamientos (38, 66 y 147) fueron
identificados como transconjugantes, al transferir su pladsmido a la bacteria
receptora. Se extrajo el ADN plasmidico de las cepas parentales 38, 66 y 147,
de sus transconjugantes y de la cepa Escherichia coli NCTC 50192. En la
Figura 11 se puede observar la grafica y ecuacion obtenidas para la

determinacién del tamafio de los plasmidos.

La cepa parental del aislamiento 38 contenia dos plasmidos (243 kb y
197 kb) y en al menos una colonia transconjugante se logré la transferencia de
ambos plasmidos, mientras que, en otras dos, transfirié solo el de 197 kb. Los
aislamientos 66 y 128 parentales poseian un plasmido cada uno, de 205 kb y
173 kb, respectivamente, el cual lograron transferir. La cepa receptora de E. coli
J53-3 posee resistencia intrinseca a rifampicina y acido nalidixico. En la Tabla
XIV se puede observar que los plasmidos transferidos contienen genes que
otorgan resistencia a ampicilina, cefotaxima, ciprofloxacino, gentamicina y
tetraciclina. La resistencia a cloranfenicol no fue observada, ya que esta es
codificada por genes cromosomales y no plasmidicos. Los aislamientos que
transfirieron su plasmido fueron obtenidos en hospitales, lo que podria llevar a

una rapida diseminacion de multirresistencia.
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Figura 11. Grafico y ecuacion para determinar el tamafio de plasmidos en
aislamientos productores de BLEE transconjugantes.
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Tabla XIV. Resistencia a los antibioticos de aislamientos productores de BLEE
transconjugantes.

Antibidtico Aislamiento 38 | Aislamiento 66 | Aislamiento 147
Acido Nalidixico R R R
Ampicilina R R R
Cefotaxima R R R
Ciprofloxacino R R R
Cloranfenicol S S S
Gentamicina R R R
Tetraciclina R S R

R: Resistente; S: Susceptible
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Otros estudios realizados en Meéxico, como el de Silva-Sanchez y
colaboradores en 2011, el de Reyna-Flores y colaboradores en 2013 y el
estudio realizado por Miranda-Romero en 2016, han realizado, ademas de peffil
de plasmidos, experimentos de conjugacion. El porcentaje de aislamientos que
tuvieron éxito en la obtencion de transconjugantes fue de 33.3%, 28.2% vy
56.3%, respectivamente, mientras que en el presente estudio fue de 37.5%.
Silva-Sanchez y colaboradores encontraron que los aislamientos
transconjugantes transfirieron solo un plasmido, cuyos tamafios variaban entre
80 y 250 kb. En el estudio realizado por Reyna-Flores no se mencionan las
caracteristicas de las transconjugantes en cuanto al tamafio de los plasmidos
transferidos, sin embargo, se especifica que, en todos los aislamientos
analizados, se encontraron de uno a cinco plasmidos con tamafios entre <40 kb
y 220 kb. Miranda-Romero y colaboradores encontraron que en los
transconjugantes se encontraban de uno a dos plasmidos transferidos, con
tamafios entre 90 kb y 154 kb. En nuestro estudio, el tamafio de los plasmidos
se encontrd entre 173 kb y 243 kb (Silva-Sanchez y col., 2011; Reyna-Flores y
col., 2013; Miranda-Romero y col., 2016).

En los estudios de Silva-Sanchez y Reyna-Flores no se mencionan
resultados de resistencia a antibiéticos, excepto por la busqueda de genes de
resistencia a beta-lactamicos y quinolonas mediante PCR en las
transconjugantes. Miranda-Romero y colaboradores describieron que la
mayoria de las transconjugantes obtenidas presentaron resistencia a
cefotaxima, ceftazidima, kanamicina, gentamicina y tetraciclina, pero no a acido

nalidixico, ampicilina, ciprofloxacino ni cloranfenicol.
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CONCLUSIONES

La resistencia a antibidticos encontrada en el presente estudio muestra
mayores porcentajes en aislamientos comunitarios que en hospitalarios,
mientras que en las instituciones de salud se presume que hay buenas
practicas de higiene al no encontrarse brotes de cepas. Los antibioticos
ciprofloxacino y trimetoprim/sulfametoxazol parecen ser poco exitosos, ya que
la mayoria de los aislamientos fueron resistentes a estos, lo cual es un
problema dado que son tratamientos empleados en infecciones de vias
urinarias, que, como se pudo observar, fue la principal muestra clinica de donde

se recuperaron aislamientos productores de BLEE.

Es necesario tener conocimiento de la resistencia local y condiciones
epidemioldgicas de la regién para que se brinden tratamientos adecuados
contra las enfermedades infecciosas. Los tipos de BLEE encontrados varian
con relacion a otros estudios, incluso no presentan gran semejanza a los
encontrados en la misma entidad federativa, en el afio 2016. Por esta razén no
seria recomendable suponer la prevalencia de los tipos de BLEE en Hermosillo,

Sonora a partir de otros estudios.

La caracterizacién genotipica de los aislamientos productores de BLEE
permite monitorear la resistencia a antibioticos que se esperaria observar tanto
en la comunidad como dentro de instituciones de salud, pues no todos los tipos
de BLEE o genes de resistencia a otros antibidticos confieren las mismas

caracteristicas de susceptibilidad.

Los genes PMQR usualmente estan relacionados con disminucion de
susceptibilidad a quinolonas. Algunas variantes de los genes gnr no solo
otorgan disminucion de susceptibilidad, sino resistencia a este grupo de

antibioticos. En las instituciones de salud participantes en Hermosillo, Sonora se
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encontré una alta prevalencia de estos genes, lo que lleva a una disminucién de
susceptibilidad e incluso resistencia a quinolonas. Los resultados de la
clasificacion de filogrupos mostré un alto porcentaje de aislamientos
comunitarios con mecanismos de patogenicidad, llevando a sospechar de la
cepa E. coli ST131 como una probable causa de infecciones en vias urinarias
en la comunidad. Los aislamientos que lograron transferir su plasmido
contenian al menos tres genes de resistencia a antibiéticos beta-lactamicos,
ademas de genes que confirieron resistencia a otros grupos de antibidticos. El
riesgo de estos aislamientos radica en que se obtuvieron dentro de las
instituciones de salud, lo que podria ocasionar una diseminacion de estas cepas

de no tomar las precauciones necesarias.
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