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RESUMEN
Caracterizacion genética de factores de virulencia en cepas
extraintestinales de Escherichiacoli productoras de B-lactamasas
CTX-M
Licda. Beatriz Leonor Quiroz Buelbas
Tutora: Prof®. Maria del Carmen Araque

E. coli es el microorganismo asociado con mayor frecuencia a infecciones
extraintestinales adquiridas en la comunidad y a nivel hospitalario, debido
a que genéticamente esta dotada de diversos factores de virulencia que le
permiten producir una gran diversidad de infecciones en dreas
anatémicas distintas a la de su reservorio intestinal. Adicionalmente, la
presencia de mecanismos de resistencia como las B-lactamasas de
espectro expandido (BLEE), incrementa su potencial de patogenicidad y
diseminacién. En Venezuela son escasos los trabajos que han estudiado
la virulencia en cepas extraintestinales de E. coli productoras de BLEE
tipo CTX-M y su relacion con la fisiopatogenia de la infeccion,
especialmente la sepsis nosocomial. Por tanto, el presente estudio tuvo
como objetivo determinar genéticamente los factores de virulencia de 22
cepas extraintestinales de E. coli productoras de BLEE tipo CTX-M,
provenientes de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el
Hospital Central Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San Cristdbal,
Estado Tachira. A estas cepas se les determiné el patron de
susceptibilidad antimicrobiana por concentracién inhibitoria minima y la
deteccion fenotipica de BLEE de acuerdo a lo establecido por CLSI
(2011). El analisis genotipico de los genes bla (blarem, blasuv, blactx-m) ¥
los de virulencia (fimH, kpsMTIl, papAH, PAIl, fyuA, usp) se realizd
mediante la técnica de amplificacion por la reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) y secuenciamiento. La fransferencia genética de los
genes bla se realizd por conjugacion y la relacién o diversidad clonal de
las cepas se determindé por la técnica de Rep-PCR. Los resuitados
evidenciaron perfiles compatibles con la produccién de BLEE en las
ExXPEC, con resistencia a los aminoglucésidos, con un predominio del
patrén lll. La deteccién genotipica de BLEE revel6 una alta prevalencia de
la enzima CTX-M, con predominio del subgrupo CTX-M-1. El analisis de
secuencias de los genes CTX-M-1 confirmé que pertenecian a la enzima
CTX-M-15. La transferencia conjugativa de genes blag e, corroboro en el
36,4% que la presencia de la resistencia por produccion de BLEE CTX-M
y TEM esté codificada en plasmidos transferibles. La investigacién de 6
genes de virulencia demostré que los factores relacionados fimH, fyuA,
kpsMTIl y PAI fueron los mas frecuentes. Con un predominio del patrén
tipo Hl conformado por la variante lla y lib, constituidos por un solo factor
de virulencia asociados a los diversos genes bla detectados. La
tipificacion por Rep-PCR no demostré relacion clonal. Este es el primer
reporte que sefiala la circulacion de EXPEC productoras de CTX-M y su
asociacion con genes de virulencia.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es uno de los microorganismos gramnegativos mas
frecuentemente aislados en infecciones extraintestinales. Las cepas de E.
coli con capacidad de producir infecciones extraintestinales son
denominadas ExXPEC (del inglés Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli).
Estas se encuentran formando parte de la flora intestinal y no causan
infecciones diarreicas. E. coli produce una variedad de patologias
extraintestinales, tales como: infecciones urinarias, bacteriemias y sepsis
adquiridas en la comunidad, principalmente en adultos. También se le
considera a esta bacteria la causa infecciosa principal de meningitis y de
septicemia neonatal. De igual forma, aunque en menor frecuencia E. coli
se ha aislado en infecciones intraabdominales, neumonia nosocomial,

osteomielitis, celulitis entre otras patologias (Soto, 20086).

La capacidad de ExXPEC de producir infeccion se debe a que
genéticamente esta dotada de diversos factores de virulencia que hacen
posible la infeccidn en areas anatdmicas distintas a la intestinal. Entre los
factores de virulencia de las cepas EXPEC se encuentran: los implicados
en la adherencia a las células del hospedero o factores colonizantes tales
como: fimbrias P (papC, papE/F y papG), fimbria tipo 1 (fimH), fimbrias S
(sfaC/D), adhesinas (afaB/C), capsula tipo Il (kpsMTIl); mecanismos para
la adquisicion de nutrientes: aerobactina (iucD, fyuA), enzimas: proteina

uropatégena especifica (usp) y toxinas como: factor citotdxico



necrotizante tipo | (cnf-1), a-hemolisina (hly) y toxina de distensién
citoletal (cdiB). La expresion de uno o varios genes de patogenicidad en
las cepas de EXPEC esta determinado por las regulaciones genéticas que
se pongan en juego durante la dinamica de la infeccién (Blanco y col., 1995;

Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008; karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008).

Las cepas E. coli son clasificadas en 4 grupos filogenéticos: A, B1, B2, y
D. Esta clasificacion se fundamenta en las variaciones alélicas de genes
codificantes de enzimas, las cuales son detectadas a través del sistema
multilocus enzyme electrophoresis. Sin embargo, en la actualidad la
caracterizacién del grupo filogenético de una cepa puede determinarse
por pruebas rapidas y sencillas como amplificacion por PCR-mdltiple (def
inglés polimerase chaing reacction). Las cepas EXPEC pertenecen en su
mayoria al grupo filogenético B2 y en menor frecuencia al D. Estos grupos
son considerados como los mas patdégenos debido a la presencia de un

namero mayor de factores de virulencia (Soto, 2006).

Otro aspecto que incrementa la frecuencia de la infeccion por EXPEC, es
la aparicion de cepas con capacidad de resistir a la accién de potentes
antimicrobianos como las cefalosporinas de amplio espectro. Este
fenémeno se debe a que estas cepas, producto de la presién selectiva
ejercida por el usQ y abuso de los antibiéticos, tienen la capacidad de
producir B-lactamasas de especiro expandido (BLEE), ademas de

asociarse a otros mecanismos que median la resistencia a otros grupos



de antibibticos diferentes a los B-lactamicos (Cortés y col., 2006, Lezameta y col.,

2010; Garcia y col., 2011).

Actualmente se reconocen mas de trescientos tipos de BLEE,
destacandose en este grupo la familia CTX-M, considerada como la mas
ampliamente diseminada en el mundo. Estas enzimas son capaces de
hidrolizar eficientemente antimicrobianos como cefotaxima, y pueden
conferir a las bacterias altos niveles de resistencia contra ofras
cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima), monobactamicos y
niveles variables de resistencia contra cefalosporinas de cuarta
generacion (Cortes y col. 2006; Mantilla y col. 2009; Garcia y col. 2011). Estudios de
vigilancia epidemioldgica posicionan a ExPEC como las cepas con mayor

porcentaje en la produccién de BLEE de tipo CTX-M (Pitout, 2010).

En Venezuela son escasos los estudios que relacionan la carga de
factores de virulencia y los marcadores de resistencia en los procesos de
colonizacién e infeccion de patogenos bacterianos. En este contexto y
desde el punto de vista clinico-epidemiologico, se considera importante
evaluar la presencia de diversos factores de patogenicidad en cepas de
ExPEC productoras CTX-M, involucradas en la fisiopatogenia de la
septicemia nosocomial en neonatos recluidos en el Hospital Central
Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San Cristébal, Estado Tachira,

Venezuela.



HIPOTESIS

Las cepas extraintestinales de E. coli productoras de CTX-M poseen
diversos genes de virulencia que favorecen la fisiopatologia de Ila
septicemia nosocomial en neonatos recluidos en el Hospital Central

Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San Cristobal, Estado Tachira.



OBJETIVO GENERAL

Determinar genéticamente los factores de virulencia en una colecciéon de
cepas extraintestinales de E. coli productoras de B-lactamasas CTX-M,
provenientes de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el
Hospital Central Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San Cristébal,
Estado Tachira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer los patrones de susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos por Concentracién Inhibitoria Minima (CIM).

e Detectar fenotipicamente la produccién de BLEE y AmpC por la
prueba del doble disco.

o Detectar la presencia de genes que codifican para la produccion de
BLEE, mediante la amplificacion por PCR de los genes blatem, blashv,
blactxm, blactx-m-1, blactx- m- 2, blactx- m-8, blactx- m-9 Y blactx- m- 25.

o Detectar la presencia de genes de virulencia, mediante la amplificacion
por PCR de los genes fimH, kpsMTII, papAH, PAIl, fyuA, y usp.

o Determinar la transferencia conjugativa de genes que codifican para
BLEE.

» Relacionar el perfil de patogenicidad y la produccién de B-lactamasa
CTX-M en las cepas de estudio.

o Establecer la relacidbn o diversidad clonal de las cepas de estudio

mediante la técnica Rep-PCR.



MARCO TEORICO

1. Escherichia coli

1.1Caracteristicas microbiologicas

E.‘ coli es una de las bacterias mas estudiadas, y la especie
mayormente descrita como causa de patologia en los seres humanos,
donde ha sido involucrada en enfermedades infecciosas que afectan
cualquier tejido y sistema organico. Esta bacteria fue descrita por
primera vez por Theodore Von Escherich en 1885, el cual la denominé
Bacterium coli commune, posteriormente la denominaron Escherichia
coli en su honor. Desde el punto de vista taxonémico E. coli pertenece
al Reino Protista, Filo Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria,
Orden Enterobacteriales, Familia Enferobacteriaceae, Género

Escherichia, Especie E. coli (Fig. 1) (Winn y col, 2008; www.ncbi.nim.nih.

gov/Taxonomy).

10
]

Figura 1. Tincién de gram E. coli. Fuente: Técnico enfermeria, (2009) disponible en:

www.tecnicoenfermeria.com/2009/09/uso-de-tinciones-en-microorganismos.php.



E. coli es un bacilo gramnegativo, corto de 0,4 — 0,7 ym de diametro y

de 1 — 4 ym de longitud, anaerobio facultativo, moévil por flagelos

peritricos o inmovil, catalasa positiva, oxidasa negativa, no forma
esporas, produce acido y gas a partir de la glucosa, reduce el nitrato a
nitrito, normalmente fermenta la lactosa y el manitol, produce indol a
partir del triptéfano, descarboxila la lisina, siendo negativa a la reaccion

de Vorges-Proskauer, ureasa, fenilalanina desaminasa y citrato

(Rodriguez, 2002; Cortés y col., 2006; Martinez y cal., 2007).

1.2 Habitat

E. coli es la especie predominante de la flora comensal aerobia y
anaerobia facultativa del tracto gastrointestinal de animales y humanos,
eliminandose al exterior por las heces. Por esto, frecuentemente se le
encuentra en el medio ambiente, son capaces de sobrevivir durante
cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento

es un indicador de contaminacion fecal reciente (Mmattar y col., 2001).

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento, siendo la bacteria ingerida con el agua y alimentos u

obtenida directamente de otros individuos (Rodriguez, 2002; Sousa, 2006;

Weintraub, 2007).



2. Estructura antigénica y factores de virulencia

La pared celular de E. coli, esta formada por una bicapa lipidica, conocida
como membrana externa que consiste en una doble capa de fosfolipidos y
lipopolisacaridos (LPS), estos ultimos estan formados quimicamente por
dos componentes: un componente llamado “lipido A” y otro, “polisacarido
O’ o antigeno somatico, el cual se proyecta fuera de la membrana exterior
y proporciona los sitios para la unidén de anticuerpos, confiriéndole de esta
manera especificidad antigénica. Esta membrana externa se separa del
peptidoglicano por un espacio denominado periplasmico, este espacio es
un compartimiento en el que se encuentran diversas enzimas hidroliticas.
El peptidoglicano se encuentra entre la membrana citoplasmatica y la
membrana externa y esta constituido por residuos alternantes de N-
acetilglucosamina (NAG) y N-acetiimuramico (NAM), cadenas laterales

tetrapeptidicas, con residuos L y D aminoacidos y un puente péptidico

(Barrios, 1988; Murray y col., 2009).

Antigeno somético 0
(tipopolisacdridos)

s : \\ 5 ,,... e, o:f.. o f 'a R
X ; ‘o ‘ol

— ~—@_ 8 | Peptidoglicano
—~———— Membrana
-~} Citoplasmética

Figura 2. Esquema de la pared celular de E. coli. Fuente: Barrios, (1988).



Ademas de las caracteristicas inmunogénicas del antigeno O del LPS, las

proteinas formadoras de los flagelos en las cepas moviles y la capsula de

las cepas que la producen son entre otros, los elementos antigénicos

conocidos como el antigeno H y el antigeno K, respectivamente. De

acuerdo a esto tres tipos de antigenos se ha establecido la estructura

antigénica de E. coli y su clasificacion serotipica (Pacheco y Felipe, 1991; Mattar y

col., 2001; Rodriguez, 2002).

2.1 Estructura antigénica

Antigenos somaticos (O), estan constituidos por cadenas de
polisacarido procedente del LPS capsular, es el que le confiere la
especificidad serolégica.

Antigenos flagelares (H) son proteinas que se localizan en los
flagelos.

Antigenos capsulares (K) presente en cepas con capsula,
constituyen una barrera defensiva disminuyendo la capacidad de los
anticuerpos para unirse a la bacteria, son un factor de virulencia
fundamental, porque impide la fagocitosis. Los antigenos
capsulares (K) polisacaridos se han dividido a su vez en tres clases:

L, A, y B (Mattar y col., 2001; Rodriguez, 2002).

En la actualidad se reconocen 176 antigenos somaticos (O), 112

flagelares (H), y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable

del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y flagelar (O:H)



indica el serotipo, el cual en ocasiones puede asociarse con un cuadro

clinico en particular (Rodriguez, 2002).

2.2 Filogenia y factores de virulencia

Los factores de virulencia, son todas las estructuras o productos
bacterianos que intervienen en el proceso infeccioso. La capacidad de
las cepas patégenas de E. coli para causar los distintos tipos de
enfermedades intestinales y extraintestinales (Fig. 3) procede de la
expresion de mudltiples factores de virulencia incluyendo: fimbrias,
adhesinas, sideroforos, toxinas, entre otros, que le permiten invadir
organos, evadir la respuesta inmune y producir un estado téxico en el

paciente (Blanco y col., 1995; Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008).

No todas las cepas de E. coli poseen la misma capacidad para causar
enfermedad, por lo que el tipo de interaccién resultante entre el
microorganismo y hospedador, permite clasificar las cepas de E. coli
como comensales o saprofitos y patbgenas. A su vez son
frecuentemente clasificados en patotipos de acuerdo con el tipo de
enfermedad que causan y por el conjunto de factores de virulencia que

posea (Mattar y col., 2001; Rodriguez, 2002; Sousa, 2006; De Mello y col., 2009).
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Septicemia
Neumonia
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o tractourinario
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Celulitis
Lo Infecciones de
Osteomiclitis heridas

Figura 3. Infecciones causadas por E. coli. Fuente: TUM. (S/F) disponible en:

http://www.doping-prevention.de/es/human-body/ (Meodificado).

E. coli pueden ser asignada a uno de los cuatro principales grupos
filogenéticos: A, B1, B2 y D, los cuales fueron identificados en funciéon
de la variacion alélica de genes codificantes de enzimas detectadas por
multilocus enzyme electrophoresis. Hoy en dia, la caracterizacion del
grupo filogenético de una cepa se hace por medio de la técnica de
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR-mutiltiple). Asi, las cepas
comensales (sin potencial patégeno) de E. coli pertenecen en su
mayoria a los grupos filogenéticos A y B1 y se caracterizan por carecer
de muchos de los determinantes de virulencia que estan presente en
las cepas patdégenas. Las cepas comensales constituyen la mayor
poblacion de la microbiota fecal, donde se encuentran adaptadas a una
pacifica convivencia con el hospedador, sin causar enfermedad

intestinal y solo producen infeccidn extraintestinal cuando existen
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factores favorables de riesgo por parte del hospedero humano. Las
cepas causantes de infeccién intestinal se incluyen en los grupos
filogenéticos A, B1 y D o en linajes no clasificados y segun el cuadro
clinico que provocan se han clasificado en 6 categorias de E. coli
causantes de enfermedad diarreica aguda (DEA). E. coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC) y E. coli con adherencia difusa o
enteroadherente (DAEC). Los seis patotipos intestinales de E. coli
tienen caracteristicas unicas en sus interacciones con las células del

hospedero (Méttar y col., 2001; Rodriguez, 2002; Andreu, 2005; Soto, 2006; Karisik y col.,

2008; De Mello y col., 2009).

Por ofra parte, las cepas causantes de enfermedad extraintestinal,
como infecciones del tracto urinario, septicemia, meningitis, conocidas
con el acronimo EXPEC pertenecen en su mayoria al grupo filogenético
B2 y en menor frecuencia al D. Estas cepas son conocidas con
designaciones mas restrictivas para patotipos causantes de sindromes
especificos. Asi, E. coli asociada a meningitis es conocida como
MNEC, las asociadas a sepsis son llamadas SEPEC y las
uropatégenas como UPEC. Estas cepas comparten muchos factores
de virulencia, ademas algunos clones pueden causar varios tipos de

infeccidn (Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008; De Mello y col., 2009).
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Entre los factores de virulencia presentes en la mayoria de las cepas
ExXPEC, destacan los factores implicados en la adherencia de las
bacterias a las células o adhesinas (fimbrias tipo S y fimbrias tipo P),
factores que permiten evitar o sobrevivir a los sistemas de defensa del
hospedero (como capsulas y lipopolisacaridos), mecanismos de
adquisicion de nutrientes (sideréfos, sistemas de adquisicion de hierro),
mecanismos de resistencia al suero, proteasas, invasinas y toxinas

(hemolisina y factor citotéxico necrosante) (Tabla 1) (Blanco y col., 1995;

Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008; Karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008).

Los genes de virulencia de EXPEC, estan frecuentemente localizados
en plasmidos, transposones, bacteriéfagos o islas de patogenicidad
(IP) que son elementos genéticos méviles que pueden transmitirse
vertical y horizontalmente de una cepa a otra. Ademas pueden albergar
genes relacionados con resistencia a los antimicrobianos, tales como 3-

lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008;

Karisik y col., 2008; Ribeiro y col., 2008; Zalewska y col., 2009).

Los principales genes de virulencia descritos para EXPEC son los
relacionados con las adhesinas (fimbrias), toxinas, sideréforos y
capsulares. Sin embargo, también han sido descritos otros genes de
virulencia entre los que destacan el gen que codifica la invasion de las
células endoteliales de la microvasculatura cerebral (ibeA), resistencia
al suero (traT), colicina V (cvaC), proteinas uropatégenas especificas

(usp) entre otros (Soto, 2006; Karisik y col., 2008).
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Tabla 1. Principales factores

infecciones extraintestinales.

de virulencia de E. coli causante de

cerebral

Superficie Funci6n
Fimbrias P
(alelos I, il 'y HI)
Fimbriadas Fimbria tipo 1
Fimbria F1C
. Fimbria § Media la adherencia de la
Adhesinas bacteriana
Adhesinas del
No fimbriadas antigeno Dr
(adhesinas X) Adhesinas AFA y
AFAIll
Adhesina M
Flagelo Movilidad y adaptacién
Efecto antifagocitario,
anticomplemento, resistencia al
Céapsula K1, K2, K13, K5 suero y evasion del sistema
inmune
. Efectos endotéxicos, antigeno
Mecanismos . ] oo
B . _ ) 06, 04, 01, 02, 0O, mdqcclon.de citoquinas,
Lipopolisacaridos resistencia al suero,
de las 018, 083, O7 - d t
deWinsSt inmunoadyuvante
del
hospedero Proteinas de membrana externa Receptor y transporte
. . Proteina TraT *Aumenta la virulencia de la
Resistencia al suero *Plasmidos Col V bacteria
Exportado Funcion
a-hemolisina Citotoxicidad, hemolisis
Factor citotoxico necrosante lnterferencgapggtlssfzgocutoms y
Toxinas Toxina citoletal distensiva
Citolisina A Citotoxicidad
Toxina secretada autotransportadora
Sistema_ de Aerobactina
Zaepth?:;?g Yersiniabactina Captaci6n de hierro
(sideréforas) Enterobactina
. . Permite la invasion de cepas
Invasinag | Invasinas del endotelio Antigeno K1 de E. coli al sistema nervioso

central de neonatos

Fuente: Pacheco y Felipe, (1991); Emady y col., (2003); Andreu, (2005).
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Tabla 2. Principales genes de virulencia de E. coli causante de
infecciones extraintestinales.

cfﬂg”;gg Factor relacionado Genes
Fimbria tipo 1 fimH
Fimbria S sfaD/E
Fimbria P papC
Adhesinas Adhesina no fimbriadas afaB/C
Adhesina no fimbriadas -3 afaB/C Il
Adhesina no fimbriadas -8 afaE-8
Adhesina fimbriadas P pafcl’;)(la,’ﬁ)'os
. Grupo capsular 2 (K1/K5) kpsMTII
Capsula Grupo capsukf\r 3 kpsMTIll
Aerobactina iucD
Siderofos Yersiniabactina fyuA
Salmochelina iroN
Hemolisina hlyA
Toxinas Factor citotéxico necrosante tipo 1 cnf1
Toxina secretada autotransportadora sat
Toxina citoletal distensiva cdtb
Invasinas del endotelio cerebral ibeA
Resistencia al suero traT
aumento de resistencia al suero iss
Varios Colicina V (bacteriocina) cvaC
Proteasa T (proteina de membrana externa) ompT
Proteinas uropatégenas especifica usp
Adhesina homologa a irga de Vibrio cholerae iha
Adhesina especifica del grupo sanguineo M bmaE

Fuente: Ananias y Yano, (2008); Karisik y col., (2008); De Mello y col., (2009).

3. Resistencia de E. coli a los antibiéticos p-lactamicos
3.1 Antibiéticos B-lactamicos
Uno de los grupos de antibidticos mas importantes, desde el punto de
vista histérico como clinico, es el grupo de los B-lactamicos, los cuales
se han empleado en el tratamiento de infecciones bacterianas debido a

su baja toxicidad y a su amplio espectro bacteriano (Perozo y col., 2007).
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Los antibiéticos B-lactamicos constituyen una amplia familia, en la que
se incluye a las penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemos
y monobactamicos, entre otros antibiéticos clinicamente utiles. Los
antibioticos B-lactamicos son antibiéticos de accién bactericida, que
actian sobre la fase final de la sintesis del peptidoglicano, impidiendo
la sintesis de la pared celular bacteriana, a través de la inactivacion de
una o varias proteinas (transpeptidasas) de unién a penicilina (PBP);
esto es debido a la similitud estructural que presenta con el extremo D-
alanina-D-alanina del pentapéptido que enlaza ias cadenas de N-

acetilmuramico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (Perozo y col.,

2007, Garcia y col., 2011).

En presencia del antibidtico, las transpeptidasas hidrolizan el enlace
amida del anillo B-lactamico y se forma un éster estable entre el
compuesto hidrolizado y un grupo hidroxilo de la serina del sitio activo
de enzima, con ello se inhibe la transpeptidacion, se desestabiliza la
pared celular y finalmente se produce la lisis bacteriana mediada por

autolisinas (Araya y col., 2007; Garcia y col., 2011).

3.2 Resistencia a los p-lactamicos

La resistencia bioquimica a los antibidticos B-lactamicos se puede
atribuir a cuatro mecanismos principales:

1. Alteracion de la diana (PBP)

2. Disminucién de la permeabilidad
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3. Mecanismos de eflujo o expulsion del antibibtico
4. Inactivacién enzimatica por B-lactamasas

a. B-lactamasas cromosdémicas

b. B-lactamasas plasmidicas

b.1 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

El mecanismo de resistencia mas utilizado por los bacilos
gramnegativos para adquirir resistencia a los antibiéticos B-lactamicos,
ya sea de manera natural o adquirida, es la inactivacién de las drogas
por las enzimas denominadas B-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan

el enlace amida del anillo B-lactamico, formando compuestos inactivos

(Zemelman y col., 2002; Perozo y col., 2007; Garcia y col., 2011).

NModitizasson
{ dtel sitio blanca
{de! antibidtico...

iPerina con sitio
| deenwvada
L__mutado

Figura 4. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos.

Fuente: Moreno y col., (2009).
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3.2.1 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Las BLEE son enzimas que hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas de
amplio espectro y monobactadmicos. Son inhibidas por los inhibidores
de B-lactamasas como el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam y
no afectan las cefamicinas, ni los carbapenemos (Morales, 2003; Gonzélez y
col., 2007; De Oliveira y col., 2009; Lezameta y col, 2010). Las BLEE han
evolucionado como resultado de mutaciones en el centro activo de las
B-lactamasas plasmidicas clasicas TEM y SHV excepto la CTX-M.
Estas mutaciones originan cambios en la secuencia de la cadena
aminoacidica, como respuesta a la presion ejercida por el amplio uso
de las cefalosporinas de tercera generacion, permitiendo modificar su
perfil de sustrato, mejorando su capacidad de hidrélisis frente a los B-
lactamicos de amplio espectro. Estas enzimas son principalmente

codificadas por elementos extracromosémicos como los plasmidos

(Cortés y col., 2006; Perozo y col., 2007; Garcia y col., 2011).

Las BLEE son clasificadas de acuerdo con dos sistemas generales, el
de Ambler (1980) basado en la estructura molecular (secuencia de
aminoacidos) y el de Bush, Medeiros y Jacoby (1995), sustentado en
similitudes funcionales (sustratos, propiedades fenotipicas) (Cortés y col.,
2006; Lezameta y col., 2010). De acuerdo con el esquema de Ambler las -
lactamasas pueden dividirse en cuatro clases moleculares diferentes
(A, B, C y D), cada una con una secuencia de aminoacidos distinta,

donde las BLEE derivadas de SHV y TEM pertenecen a las enzimas de
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clase A, mientras que las BLEE derivadas de OXA pertenecen a la
clase D (Tabla 3). En la clasificacion de Bush, Medeiros y Jacoby, las
BLEE se iocaiizan en dos subgrupos dei grupo 2, ilamados 2be y 2d,
en los cuales se ubican las BLEE derivadas de TEM, SHV y CTX-M y
las derivadas de OXA, respectivamente (Cortés y col., 2006).

3.2.2 Tipos de p-iactamasas de especiro extendido (BLEE)

N

3.2.2.1 TEM: Las B-lactamasas TEM=1 se encuentran diseminadas
en todo el mundo, y son en ia actualidad, ei mecanismo de
resistencia mas comun de las bacterias gramnegativas al grupo de
ios B-lactamicos, aisiandose con mayor frecuencia en cepas de E.
coli y en Klebsiella pneumoniae. La deteccion de la enzima TEM-1
se reporto por primera vez en 1965 a partir de un aisiado de E. colii.

En la actualidad existen al menos unas 150 B-lactamasas tipo TEM

(Cortés y col., 2008; Harada y coi., 2008).

3.2.2.2 StiV: La mayoria de ias enzimas SHV se encuentran en
cepas de K. pneumoniae. Sin embargo, también se han identificado
en Citrobacter diversus, E. coii y Peudomonas aeruginosa. En la
actualidad existen alrededor de 100 tipos diferentes de SHV. La
enzima progenitora, SHV-1, séio tiene actividad contra peniciiinas
de amplio espectro, y las cefalosporinas de espectro reducido
como cefaiotina y cefaioridina pero, como resuitado de mutaciones
puntuales, su espectro ha sido ampliado a cefalosporinas de

tercera generaciéon, denominandose asi SHV-2. Esta enzima fue
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descrita por primera vez en Alemania en 1983, a partir de una cepa

de Klebsiella ozaenae (Cortés y col., 2006; Gonzalez y col., 2007; Harada y col.,

20608).

Tabla 3. Clasificacion de las B-lactamasas bacterianas.

Bush,Medeirosy 1 Molecular Familias de
Pactamasa Jacoby Ambler) | pdactamasas Sustrato
Bencilpenicilinas, Aminopenicilinas,
o9 2b A TEMS'L-EM'Z’ Carboxipenicitinas, Ureidopenicilinas,
g 8 Cefalosporinas de espectro estrecho*
[«% —d
D& OXA-1aOXA- | Elmismo sustrato de TEM-1, TEM-2,
2d D 10,PSE-2 (OXA- SHV-1, mas cloxacilina, meticifina y
10) oxacilina
TEM-3 a TEM-
26, SHV-2 a
2be SHV-6, K1 de
A K. oxytoca Ei mismo sustrato el grupo de especiro
m 2br TEM-30 a TEM- | ampliado mas cefalosporinas de tercera
w 36, TRC-1 generacion * y aztreonam
|
= A A R E! mismo sustrato el grupo de espectro
:-g 2d D OXA 113 OXA ampliado mas cefepima para algunas
@ enzimas
'
<] El mismo sustrato el grupo de espectro
g Familia CTX-M ampliado mas cefepima para algunas
o enzimas
w Oftras (BES-1,
familia GES/IBC,
ND A PER-1, PER-2,
SFO-1, TLAA, El mismo sustrato de la familia TEM y
VEB-1y VEB-2) SHV
ACC-1, ACT-1,
CFE-1, familia
Q CMY, DHA-1,
E ND c D;—!(;\)EZ ’f;fn";:;ga El misme sustrato del grupo de espectro
LAT ’ MIR-1 ampiiado mas cefamicinas*
MOX-1 y MOX-2
Familia IMP, El mismo sustrato del grupo de espectro
ND B familia VIM, extendido mas cefamicinas* y
@ GIM-1y SPM-1 carbapenémicos
[
E ND A KPC-1, KPC-2y El mismo sustrato del grupo de la
2 KPC-3 familia IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM-1
(1]
Q
g OXA-23, OXA-
8 ND D cf;AgéAng EI mismo sus}rato del grupo de la
27, OXA40 y familia IMP, familia VIM, GIM-1 y SPM-1
OXA-48
No deierminade (ND) * Benzilpenicilinas, penicilina G, aminopenicilinas, amoxicilina y ampiciiing;

carboxipenicilinas, carbenicilina y ticarcilina; ureidopenicilinas, piperacilina, cefalosporinad de espectro
estrecho, cefazolina, cefalotina, cefamandol y cefuroxima, entre ofras; cefalosporinas de. tercera. generacion,
cefotaxima, cefpedoxima, ceftazidima, y ceftriaxona, carbapenemos, ertapenem, imipenem, y meropenem,
cefamicinas, cefotetan, cefoxitina.

Fuente: Cortés y cotl., (2006).



3.2.2.3 CTX-M: En 1989, se informé la existencia de un aislamiento
clinico de una cepa de E. coli resistente a la cefotaxima, con
caracteristicas de ser productora de BLEE no TEM, no SHV, porio
cual fue designada como CTX-M-1(conocida como MEN-1 desde
1992), por su actividad hidrolitica frente a ia cefotaxima (Cortés y col.,

2006; Harada y col., 2008; Mantilla y col., 2009).

En la actualidad, ias p-ilactamasas de tipo CTX-M, son
consideradas las mas ampliamente diseminadas en el mundo.
Estas se haiian codificadas en piasmidos transferibies y ia mayoria
se encuentran en enterobacterias tales como Salmonella spp., E.
coli, K. pneumoniae, C. freundii, P. mirabiiis, E. cioacae y E.
aerogenes. Estas enzimas denominadas cefotaximasas, se
caracterizan por hidrolizar eficientemente ia cefotaxima, y pueden
conferir a las bacterias que las producen altos niveles de
resistencia contra otras cefaiosporinas de tercera generacion. De
igual forma, también presentan altos niveles de resistencia a los
monobactamicos, y niveles variabies de resistencia contra

cefalosporinas de cuarta generacion. Estas enzimas son inhibidas

por ei acido ciavuianico, suibactam y tazobactam (Cortés y col., 20086,

Harada y col., 2008; Dubois y col., 2009; Mantilla y col., 2009).

Actuaimente, se han descrito mas de 110 varianies de CTX-M,
clasificadas de acuerdo con la similitud de sus secuencias de

jenéticos: CTX-M-

-—

aminoacidos en 5 grupos filo



M-8, CTX-M-9 y CTX.M-25. Ei grupo CTX-M-1 incluye 6 enzimas
mediadas por plasmidos (CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-
TX-M-15 y FEC-1) y ias enzimas no pubiicadas CTX-M-22,
CTX-M-23 y CTX-M-28; el grupo CTX-M-2 esta conformado por 8
enzimas (CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-4L, CTX-M-5, CTX-M-6,
CTX-M-7, CTX-M-20 y Toho-1), mientras que el grupo CTX-M-8
esta representado por una sola enzima. Ei grupo CTX-M-9 consta
de 9 enzimas (CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-
M-17, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27 y Toho-2) y otras dos
enzimas no publicadas, una de ellas es la CTX-M-24 y por uitimo,
el grupo CTX-M-25 que inciuye soi6 2 enzimas (CTX-M-25 y CTX-

M-26) (Bonnet, 2004; Mantilla y col., 2009).

Esta familia de BLEE se encuentra estrechamente reiacionada con
las B-lactamasa cromosomicas (AmpC) provenientes de distintas
especies dei género Kiuyvera. Se considera que ios grupos CTX-
M-1 y CTX-M-2 derivan de las B-lactamasas cromosomicas de
Kiyuvera ascorbata, mientras que ios grupos CTX-M-8 y CTX-M-9

derivan de las B-lactamasas cromosomicas de Klyuvera georgiana

{Harada y col., 2008; Mantilta y col., 2005).

3.2.2.4 OXA: A diferencia de TEM y SHV, las BLEE derivadas de
OXA pertenecen a la clase molecular D de Ambiler (oxacilinasas) y
ai grupo funcionai 2d. Presentan una gran actividad hidrolitica

contra oxacilina, cloxacilina, meticilina, ureido y aminopenicilinas, y
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son inactivadas por ios inhibidores de p-lactamasas en forma
variable. En la familia de B-lactamasas OXA, pocas expresan el
fenotipo BLEE, estas enzimas han sido aisiadas, principalmente, en

P. aeruginosa, pero también en Enterobacteriaceae (Cortés y col., 2006;

Harada y col., 2008).

4. importancia ciinica y epidemioiogica de E. coii productoras de
BLEE
Hasta finales de ios afios noventa la mayoria de las BLEE se aisiaban
en cepas de K. pneumoniae implicadas en brotes nosocomiales. Sin
embargo, estudios recientes afirman que ha ocurrido un cambio
epidemioldgico en cuanto a los tipos de BLEE mas prevalentes y su
distribucion en la poblacion bacteriana. En este contexto, E. coii
emerge como uno de los patégenos extraintestinales mas frecuentes
productores de BLEE tipo CTX-M en infecciones urinarias vy

bacteriemias nosocomiales (Mantilla y col., 2009; Garcia y col., 2011, Pitout, 2012).

Actualmenie se desconoce ia prevalencia reai de E. coli productoras
de BLEE, pero su incidencia es creciente. Los ultimos datos
regisirados por ei Sistema de Vigilancia de ia Resistencia a ios
Antibidticos de Europa (por sus siglas en inglés EARSS), organismo
que se encarga de monitorear fas resistencias antibidticas en
patégenos invasivos, muestra un aumento en la frecuencia de E. coli
resistente a cefalosporinas de tercera generacion en Europa entre ios

afios 2006 y 2008, con una prevalencia de E. coli productora de BLEE



entre el 1-5%, siendo algo mas aita en Espafia con un 5-10%.
Mientras que en paises como Irianda, ltalia y Portugal, ya se situan en
una frecuencia dei 10-25% (Garciay col., 2011, Pitout, 2012).

En Estados Unidos, Garcia y coi., (2011) sefalan que la situacién es
distinta y en las conclusiones del estudic MYSTIC apuntan hacia una
tendencia a la baja en los aisiamientos de cepas productoras de BLEE
tanto en E. coli como en K. pneumoniae. Sin embargo, las enzimas
CTX-M que eran extremadamentie raras, en ios uitimos afos se han
incrementado de modo notable, principalmente en cepas de E. coli en

aigunas zonas de dicho pais (McGettigan y col., 2009; Sidjabat y col., 2009).

En Latinoameérica, ilas BLEE representan un importante probiema de
salud publica, con proporciones alarmantes, debido a su rapida
propagacion, por io que se reportan aitas tasas de prevalencia en
paises como Colombia, Guatemala, Uruguay, Pert, México,
Venezueia, Ecuador, Argentina, Chile, Panama y Brasii. Las enzimas
mas comunes en esta region son SHV-2, SHV-4, SHV-5, CTX-M-2,
CTX-M-8, CTX-M-9, PER-2 y recientemente ia presencia de CTX-M-15
en aislados de E. coli (Morales y col., 2005; Andrade y col., 2006; Vignoti y col., 2006;

Castro y col., 2008, Gaitan y Espinal, 2009; Pitout., 2010).

En Venezueia, se realiza ia vigilancia de ia resistencia bacteriana a los
antimicrobianos desde el afio 1987, cuando se cre6 el Programa

Venezoiano de Vigiiancia de Resistencia Bacteriana a los

N
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Antimicrobianos. Desde entonces, se ha observado un incremento
marcado en la produccion de BLEE en cepas de E. coli y K
pneumoniae, con sensibilidad disminuida a las cefaiosporinas de
tercera generacion, con frecuencias del 29% y 39% para ceftazidima y

cefotaxima, respectivamente (Comegna y col., 2000).

Para ios afos 2000 y 2004, Araque y coi., lograron determinar ia
presencia de BLEE SHV-5 y TEM-1 en cepas de K. pneumoniae
procedentes de ia Unidad de Cuidados intensivos Neonatal del
Hospital Universitario de Los Andes, en el estado Mérida.
Posteriormente Torres y coi., (2006), reaiizaron la deteccion fenotipica
y molecular de BLEE en 224 aislados de enterobacterias procedentes
de ocho centros de salud de Caracas, reportando 91,1% de ias cepas
analizadas como productoras de BLEE, y de esta, el 72% fueron del
grupo SHV y el 21% del grupo CTX-M. Esta investigacion permitié
realizar el primer reporte conocido de la presencia de CTX-M en
Venezuela. Por su parte Vergara y col., (2007), evaluaron ia frecuencia
de enterobacterias productoras de BLEE en la Maternidad
“Concepcion Palacios” Caracas, en aisiados de hemocuitivos, puntas
de catéter, orina y secreciones, reportado un 80% de enterobacterias
productioras de BLEE. En ei mismo afio, Sandrea y coi.,, (2007)
determinaron la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE
aisiadas de hemocuitivos en el Hospital Universitario de Maracaibo,

registrando un 39,48% de enterobacterias productoras de BLEE,
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siendo K. pneumnoniae y E. coli las especies predominantes. También
en el estado Zulia, en el Centro de Referencia Bacteriolégica del
Servicio Autonomo dei Hospitai Universitario de Maracaibo, Perozo y
Castellano., (2009) encontraron una alta incidencia de BLEE en las
especies de enterobacterias procedenies de pacientes hospitaiizados
en Terapia Intensiva. Mientras que Guzman y Alonso., (2009)
detectaron la presencia de BLEE (TEM-1, SHV-5-2a y CTX-M-2) en
cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes con infeccion
nosocomial en el Estado Sucre. Posteriormente, Ghigiione y coi.,
(2010) lograron determinar la presencia de CTX-M-2 en cepas de K.
pneumoniae aisiadas de pacienies de ia Unidad de Aito Riesgo
Neonatal del Hospital Universitario de Los Andes y Millan y col., (2011)

reportaron ia presencia de CTX-M-14 en una cepa de Cifrobacter

freundii aislada en la comunidad, en el estado Mérida.

Sin duda, ia prevaiencia de ios diferentes tipos de BLEE y su
distribucién no es un fenémeno estatico, sino que se observa una
intensa dinamica de expansion territoriai de las distintas cepas,
preducto de los cambios en el &mbito clinico en el que se aislan y al

surgimiento de bacterias que co-expresan varios tipos de BLEE (Garciay

col., 2011).

Con base en una exhaustiva revisidn bibiiografica realizada, en

Venezuela aln se desconoce la distribucion de la produccion de BLEE

N
D



tipo CTX-M, y los subgrupos de CTX-M en patbégenos bacterianos que

circulan en las unidades hospitalarias de alto riesgo.

La tipificacion molecular es indispensable en el control epidemiolégico
de las infecciones producidas por patégenos bacterianos productores
BLEE, su caracterizacion permite determinar la relacién clonal existente
entre ias cepas, conocer el numero y tipos de ciones circuiantes,
detectar la presencia de un brote e identificar la fuente de infeccién o
reservorio y ios vehiculos o vias de transmision. Asi mismo, se puede
evaluar la eficacia de las medidas de control implementadas para evitar
ia diseminacion de ciones y diferenciar entre casos aisiados, brote y

epidemia (Fernandez, 2004).

Actuaimente, se cuenta con diversas técnicas de tipificacion moiecular
para el estudic de patdégenos productores de BLEE. En su mayoria,
estas técnicas se fundamentan en ei anaiisis dei ADN genomico o
extracromosomal tales como: el polimorfismo del ADN ampilificado al
azar (por sus sigias en inglés RAPD), ei anaiisis del poiimorfismo de ia
longitud de los fragmentes de restriccion (por sus siglas en inglés
RFLP), ia eiectroforesis en gei de campo puisado (por sus siglas en
inglés PFGE). Esta ultima, es considerada la prueba de eleccion para
el seguimiento de los brotes causados por microorganismos

preductores de BLEE a nivel hospitalario, ya que permite demostrar la



transmision clonal de forma horizontai. Sin embargo, se han descrito
otras técnicas como la amplificacion de secuencias repetitivas
palindromicas extragénicas (por sus sigias en ingiés Rep-PCR) y
amplificacion de las secuencias consenso repetitivas intragénicas de
enterobacterias (por sus siglas en ingiés ERIC-PCR), ias cuales han
sido utilizadas ampliamente en estudios epidemiologicos y sus
resultados son comparabies con PFGE (Mattar y Martinez., 2007). La eleccion
de un método de tipificacion molecular depende de una serie de
factores, tales como: facii operacion e interpretacion, rapidez,
tipeabilidad, costo, asi como el poder de discriminacion vy

reproducibilidad del método (Fernandez, 2004).

En consecuencia, resuita de gran importancia estudiar ias esirategias
adoptadas por los microorganismos en la adquisicion y mantenimiento
de ios determinanies de patogenicidad y resistencia, asi como ias
relaciones genéticas o clonales entre cepas aisladas en una poblacion
0 area determinada mediante diversos métodos de tipificacién. Por
tanto estos estudios permitiran orientar y evaluar las politicas que se
adopten para el conirol, prevencién y vigilancia de patbégenos

nosocomiales (Fernandez, 2004; Mattar y Martinez., 2007 y Alvarez, 2010).
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MATERIALES Y METODOS

1. Cepas bacterianas

Se estudi6 una coleccion de 22 cepas de E. coli con sensibilidad
disminuida a las cefalosporinas de amplio espectro, aisladas de
hemocultivos de neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el
Hospitai Central Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San Cristobai
Estado Tachira, Venezuela durante el afio 2010. Estas cepas fueron
enviadas al Laboratorio de Microbiologia Molecuiar de ia Facultad de
Farmacia y Bicanalisis, Universidad de Los Andes para su estudio y

caracterizacion genética.

2. Reaciivacion de ias cepas
El proceso de reactivacion se realizé subcultivando las cepas de E. coli en
caldo BHI (BBL™) y posteriormente, en agar MacConkey (Himedia ®)

para verificar su pureza.

3. Caracterizacion fenotipica
3.1 Confirmacioén de la identificacién microbiolégica
La identificacion bacteriana se confirmé utiiizando ias gaieria APi
20E (BIOMERIEUX), de acuerdo a lo descrito en el protocolo del

proveedor.



3.2 Deteccion fenotipica de BLEE, AmpC y ia determinacion de ia
susceptibilidad antimicrobiana
Las cepas con resistencia a ios antibidticos B-lactdmicos de ampiio
espectro fueron evaluadas fenotipicamente para la detecciéon de
BLEE, mediante ia prueba del doble disco, segun io descrito por
CLSI (2011). Para ello, se inocularon las placas de agar Mueller
Hinton (Himedia ®) con ias cepas probiemas a partir de un inécuio
equivalente al patréon 0,5 de McFarland. Posteriormente, se colocé
un disco de amoxicilina/acido clavulanico (BD BBL™) (20/10 pg) en
el centro de la placa y a los lados, a 15 mm de distancia (de borde
a borde), se ubicaron los discos de ceftazidima (BD BBL™) (30 ug)
y cefotaxima (BD BBL™) (30 ug). Luego, se incubaron a 37 °C

durante 24 horas y se realizo la lectura de la prueba.

Una visible distorsion e incremento del haio inhibitorio entre ios
discos de cualquiera de las cefalosporinas y el disco de
amoxicilina/acido ciavulanico se consideré como positivo para ia
presencia de BLEE (Fig. 5). Para la deteccion fenotipica de BLEE
se utiliz6 como control negativo ia cepa de E. coli ATCC 25922 y

como control positivo K. pneumoniae LMM60 (BLEE +).
La deteccion fenotipica de ia enzima AmpC se reaiizé segun ia

metodologia descrita por Jure y col, (2011), con algunas

modificaciones. La presencia de ésta enzima se investigé mediante
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una prueba de sinergia, en ia cual se colocéd un disco con acido 3-
aminofenilborénico (AFB 300) y uno de cefoxitina (BD BBL™) (30
Mg) a 15 mm de distancia entre borde y borde. Bajo ias mismas
condiciones que para la deteccion de BLEE. Se consideré un
resuitado positivo cuando se observé un incremento en el halo de
inhibicion entre el disco de cefoxitina (FOX) y el del acido 3-
aminofeniiborénico (AFB). Se utiiizd como conirol positivo ia cepa
E.coli LMM77913 (AmpC+) y negativo la E. coli ATCC 256922 (Fig.

8).

Figura 5. Prueba dei dobie disco, para ia deteccion fenotipica de BLEE.

Cefotaxima (CTX), amoxicilina/acido clavulanico (AMC), ceftazidima (CAZ).

Fuente: Laboratoric de Microbiologia Molecular (Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA).

w
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Figura 8. Prueba de sinergia con discos de acido 3-aminofeniiborénico
(AFB) y cefoxitina (FOX), para la deteccion fenotipica de BLEE

Ai‘ﬁ'pc. Fuente: Laboratorio de Microbiologia Moiecuiar (Facuitad de Farmacia y Bioanaiisis.

ULA).

La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos, se realizé por
concentracién inhibitoria minima (CIM), mediante el métodoe de dilucion en
agar, de acuerdo a io estabiecido por CLSI, (2011). Los antimicrobianos
evaluados fueron: ceftazidima (Distriquimica S.A), cefotaxima (Genven),
cefoxitina (Merck Sharp), cefiriaxona (Kopran Limited),
piperacilina/tazobactam (Wyeth), ertapenem (Merck Sharp and Dohme),
meropenem (Richet), gentamicina (Quim-Farm C.A), tobramicina
(Eurofarm Limited), aztreonam (Bristol Myers Squibb, SL), colistina
(GlaxoSmithkiine) y tigeciclina (Wyeth). Se utilizd como cepa controi para
estos ensayos E. coli ATCC 25922. Se consider6 como fenotipos
muitirresistentes todas aqueilas cepas que presentaron resistencia por io

menos a 3 antibiéticos de grupos diferentes.
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22 cepas de E. coli
E. coli ATCC 25922

\

Preparacion del inoculo bacteriano de las cepas
probtemas y la cepa controt E. coli ATCC 25922
ajustado a la turbidez del Patron 0.5 de McFarland

Dilucién 1:10 de la suspensién bacteriana
ajustada al patron 0.5 McFarland

Preparacion de las diluciones y elaboracion de las placas
de agar Muller Hinton para c/u de los antimicrobianos a
evaluar segun lo establecido por CLSI. (2011)

Inocular 2jiL de la suspension bacteriana en

Antimicrobianos :

Cefoxitina (1-64pug/mL)
Ceftazidima (0.03-32pg/mL)
Cefotaxima (0.015-8ug/mL)
Ceftriaxona (0,015-8pg/mb)
Ertapenem (0.002-2ug/mt.)

Meropenem (0.004-8ug/mt)

Piperacilina/tazobactam (0.5-256ug/mL)
Aztreonam (0,03-32ug/mL.)
Tobramicina (0.125-32ug/mL)
Gentamicina (0.125-32ug/mL)
Colistin (0.25-4pg/mL)
Tigeciclina (0.015-32ug/mL)

tas placas de agar Muller Hinton con las
g diluciones correspondientes a cada uno de
o los antimicrobiano a evaluar

[ Incubar a 37°C por 24 horas ]

Realizar la lectura de cada placa de acuerdo a
los criterios establecidos por CLSI, (2011)

Figura 7. Representacion esquematica del método de concentracién

inhibitoria minima (CIM) por dilucién en agar. Fuente: Laboratorio de

Mierobiciogia Moiecuiar (Faculiad de Farmaeia y Bioanéiisis. ULA).



4. Caracterizacion genética
4.1 Extraccion del ADN
Para la extraccién del ADN fueron resuspendidas varias colonias
provenientes de cultivos frescos en 200 ul de agua destilada estéril,
las cuales se mezclaron por vortex por aigunos segundos, iuego ia
suspension se llevo al congelador (-20 °C) durante 30 min.
Posteriormente, ia suspension fue sometida a ebuiiicion (100 °C)
en bafio de Maria durante 15 min. Los residuos celulares se
separaron por centrifugaciéon (13.000 rpm duranie 5 min a
temperatura ambiente), y el ADN disuelto en el sobrenadante se
recuperd en un tubo eppendort estéril y se preservo a -20 °C, hasta

su uso inmediato.

4.2 Deteccion de ios genes Diarem, Diasny, y Diactx-m
La deteccién de los genes que codifican para la familia TEM, SHV
y CTX- M, se realizaron por ampilificacion a fravés de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores que se
describen en la Tabia 4. La mezcia de reaccién se ajusté a un
volumen final de 25 uL, y estuvo compuesta por 2,5 uL del buffer
de reaccion (10X), 1,25 pl de MgCl, (50 Mm) 1,5 uL de dNTPs (10
my; FUNDAIM), 2,5 uL de cada iniciador (10 pmol/uL), 0,3 uL de la
Taq polimerasa (5 U/uL; FUNDAIM), 11,45 UL de agua bidestilada
ulfrapura y 3 pL del ADN extraido. Las PCR se realizaron en un

termociclador Perkin Eimer Gene Amp. PCR System 2400. Las
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condiciones de ampilificacién se sefialan en la Tabla 5, de acuerdo

a lo descrito por Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006).

Los productos de ampiificacion se observaron en geles de agarosa
al 1%, en TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio (50 ug/mi,
Sigma), y fotografiados a través del sistema UVP Biodoc-It System.
Como marcador de peso molecuiar se utilizd una escaiera de 1kb

(BIONEER). La corrida electroforética se realizé a 80V durante 30

min.

4.3 Deteccion de ios genes blac'rx M-1s biac'rx M-25 biac'rx M- 85 bIach M-9Y
blacrx m. 25
Las cepas que resuitaron positivas a la deteccion de genes CTX-M,
se les identificé en un segundo paso de amplificaciéon el grupo al cual
pertenecen, para elio se realizaron ias amplificaciones de PCR en un
volumen final de 25 pL. La mezcla de reaccién fue igual a la descrita
anteriormente y los iniciadores que se utilizaron se sefalan en la
Tabla 4. Las condiciones de amplificaciéon se realizaron seguin lo

descrito por Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006) (Tabla 5).
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Tabia 4. iniciadores empieados en la amplificacion de ios genes de
BLEE tipo: TEM, SHV y CTX-M.

Gen iniciadores
blaren F: 5- ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA -3
R: 5'- GAC AGT TAC CAATGC TTAATCA-3'
bla F:5-GGG TTATTC TTATTTGTCGC -3
SHY R:5- TTAGCG TTG CCAGTG CTC -3
blacru F: 5- ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC - 3°
- R:5-CCG CTG CCG GTY TTATCVCCBAC -3
blacr 1 F:5-ATG GTT AAAAAATCACTGC -3
-M- R: 5- GGT GAC GATTTTAGC CGC -3
blacrs. m.2 F:5-TTAATG ATGACTCAGAGCATTC-3
- M- R: 5- GAT ACC TCG CTC CATTTATTGC -3
blacry s F:5-TGAATACTTCAGCCACACG-3
- M- R: 5'- TAG AAT TAA TAA CCG TCG GT - 3"
blacre m.s F: 5- AAC ACG GATTGACCG TCT TG~ 3
- M- F: 5- TTA CAG CCC TTC GGC GAT- 3"
blacry.s. 25 F: 5-CGC CGA TAA CAC GCA GAC- 3"
K F: 5-CGG CTC CGA CTG GGT GAA GTA-3'

Fuente: Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006).

(€3]
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Tabla 5. Condiciones de amplificacion de los genes blargm, blasuv y blactx.m.

Genes Condiciones de amplificacion | Producto esperada Control positivo | Control negativo
94°C x 5 min
blarem 94°C x 45 seg e Mezcla de la
48°C x 45 seg 1105 pb niee o | amplificacion
72°C x 10 min sin ADN
35 ciclos
95°C x 5 min
9C x 1 min Mezcla de la
60°C x 1 min Kpn ) .
blagny 72°C x 1 min 886 pb amplificacion
LMM77916 :
72°C x 10 min sin ADN
35 ciclos
) 593 pb Kpn LMM28
blacTx-m 345:(? xf min
= X1 min
blacrsat 50°C x 1 min 550 pb Kpn LMM28 an?zm ;';gi
blacTtx.m-s 72°C x 1 min ]p ADN
blacTxams 72°C x 10 min 921 pb Kpn LMM206 sin
30 ciclos
900 pb Kpn LMM29
94°C x 5 min
94°C x 1 mi
55°C ; 1 m,: Mezcla de la
blactx-m-2 72°C x 1 min 906 pb Kpn LMM1707 | amplificacion sin
72°C x 10 min ADN
30 ciclos

Fuente: Di Conza y col., (2002) y Eckert y col., (2006).




4.4 Transferencia conjugativa de genes que codifican para BLEE
La transferencia de los determinantes de resistencia BLEE se realiz
mediante ensayos de conjugacién en medio sélido agar Muller Hinton
(MH) (Himedia ®), utilizando la cepa E. coli MKD-135 rifampicina

resistente como receptora y Saimoneila 175 como cepa control.

La cepa donadora (ExPEC), el control y la céiula recepiora se
cultivaron por separado en 5 ml de caldo MH sin antibiético a 37 °C,
durante 12 horas. Posteriormente, de cada uno de los cuitivo se
realizé un subcultivo en 5 mi de caldo MH sin antibiético a 37 °C, en
agitacion constante durante 3 horas (tomando 200 ul para las cepas
donadoras y la de control y 400 pL para la cepa receptora). En una
proporcion de 1:10 a favor de la céiula receptora, se colocé 100 nL de
la cepa donadora y 900 puL del cultivo bacteriano de la célula
receptora; a partir de esta suspension se inocularon 100 pl en una
placa de agar MH, la cual se incubé durante 6 horas a 37 °C. Luego, la
pelicula bacteriana que se formé6 sobre la superficie del agar, fue
resuspendida en 1 mL de caldo MH; de esta suspension se tomé una
alicuota de 100 pL y se inoculé en placas de agar MH suplementadas
con rifampicina (400 pg/mL) y cefotaxima (2 pug/mL). Las placas se

incubaron a 37 °C por 14-18 horas.

Las células transconjugantes obtenidas se les verifico su fenotipo por

la prueba de doble disco y amplificacion por PCR.
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400 pl para la célula receptora.
Incubo a 37°C por 3 horas en
agitacion constante.

Cepas donadoras
Cepa control rrmm—| | : mi g;ozaldo f;’q;h ——
Célulareceptora ncuboa por oras
Subcultivos en 5 ml de caldo
MH. Tomando 200 plL para las
cepas donadoras y el control y | s

|

Resuspendio la pelicula

caldoMH.

Inocularon 100 ul de la

‘ suspension bacterianaen

bacteriana en 1 ml de / placas de agar MH.
Incubo a 37°C por 6 horas

Inocularon 100 pL de la suspension
bacteriana en placas de agar MH con
rifampicina (400 pg/mL) y cefotaxima (2
Hg/mL). Incubo a 37°C por 14-18 horas

| Célulastransconjugantes I

Prueba de doble discoy
amplificacion por PCR

Figura 8. Representacion esquematica de

la transferencia de

los

determinantes de resistencia BLEE. Fuente: Laboratorio de Microbiologia

Molecular (Facultad de Farmacia y Bioanalisis. ULA).
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4.5 Deteccion genética de genes de virulencia fimH, kpsMTII,
papAH, PAI, fyuA, y usp.
La deteccién de estos genes se realizé por amplificacién a través
de PCR, utilizando los iniciadores que se describen en la Tabla 6.

La mezcla de reaccion para los genes papAH, fyuA y usp se

ajusté a un volumen final de 25 uL, y ésta estuvo compuesta por
2,5 pL del buffer de reaccién (10X), 1,5 ul. de MgCl, (50 Mm) 1,5
puL de dNTPs (10 my; FUNDAIM), 2,5 yuL de cada iniciador (10
pmol/uL), 0,2 pL de la Taq polimerasa (5 U/uL; FUNDAIM), 13,0
pL de agua bidestilada ultrapura y 3 pL del ADN extraido.

Mientras que la mezcla de reaccién para la PCR multiple de los

genes KpsMTII, fimH y PAI se ajusté a un volumen final de 25 L,
y la misma estuvo compuesta por 2,5 ulL del buffer de reaccién
(10X), 1,5 pL de MgCl; (50 Mm), 2,0 pyL de dNTPs (10 my;
FUNDAIM), 2,5 L de cada iniciador (10 pmol/uL) KpsMTIl'y PAI,
2,0 pL de cada iniciador (10 pmol/uL) fimH, 0,3 uL de la Taq
polimerasa (5 U/uL; FUNDAIM), 3,0 pl. de agua bidestilada

ultrapura y 3 uL del ADN extraido. Las PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 2400. Las
condiciones de amplificacion se sefialan en la Tabla 7, de
acuerdo a lo descrito por Moreno y col., (2005) y Ribeiro y col.,

(2008).
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Los productos de amplificacion se observaron en geles de
agarosa al 1%, en TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio (50
ug/ml; Sigma), y fotografiados a través del sistema UVP Biodoc-It
System. Como marcador de peso molecular se utiliz6 una

escalera de 1 kb (BIONEER). La corrida electroforética se realizo

a 70V durante 30 min.

Tabla 6. Iniciadores empleados en la amplificacién por PCR de los
genes de virulencia fimH, kpsMTII, papAH, PAI, fyuA, y usp.

Gen Iniciadores

F:5- TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG -3’
R: 5- GCAGTC ACCTGC CCTCCGGTA-3
F:5-GCGCATTTGCTGATACTGTIG -3

fimH

KpsMTII R: 5'- CAT CAG ACG ATA AGC ATG AGC A 3'
SapAH F 5. ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG - 3
R: 5'- CGTCCCACCATACGTGCTCTTC — 3'
o F:5- GGACATCCTGTTACAGCGCGCA — 3
R: 5'- TCGCCACCAATCACAGCCGAAC — 3°
" F-5- TGATTAACCCCGCGACGGGAA — 3°
R: 5- CGCAGTAGGCACGATGTTGTA — 3°

vsp F-5- ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT — 3

R: 5- CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT -3

Fimbria tipo 1 (fimH); Capsula tipo Il (kpsMTIH); Adhesina (papAH); Isla de patogenicidad (PAI);
Yersiniabactina (fyuA); Proteina uropatégena especifica (usp). Fuente: Moreno y col., (2005); Ribeiro y col.,
(2008).
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Tabla 7. Condiciones para la amplificaciéon por PCR de los genes de virulencia fimH, kpsMTII,
papAH, PAI, fyuA, y usp.

Genes Condiciones de amplificacion Producto esperado Control positivo Control negativo
95°C x 5min
95°C x 1min Mezcla de la
60°C x 1 min . .
papAH 729C x 1min LMSCO03 amplificacién
72°C x 10min 720 pb sin ADN
35 ciclos
95°C x 5min
94°C x imin Mezcla de la
63°C x 1 min i 8
fyuA 729C x 1min 880 pb EO2 amplificacion
72°C x 7min sin ADN
30 ciclos
94°C x 5min
94°C x 1min Mezcla de la
57°C x 1 min . .
usp 729C x 1min 1000 pb EQ2 amplificacién
72°C x 7min sin ADN
30 ciclos
95°C x 5min 272 pb
KpsMTI 94°C x 1min LM3211 Mezcla de la
fimH 63°C x 1 min amplificacién
72°C x 1min 508 pb P
PAIl 72°C x 10min (EO02 /E09) sin ADN
30 ciclos 930 pb

Adhesina (papAH); Yersiniabactina (fyuA). Proteina uropatégena especifica {usp); Capsula tipo Il {kpsMTIl); Fimbria tipo 1 (fimH), Isla de

patogenicidad (PA/). Fuente: Moreno y col., (2005); Ribeiro y col., (2008).




4.6 Secuenciacion de genes bla y de virulencia
Los amplicones obtenidos se purificaron utilizando el kit AccuPrep ®
PCR Purification (BIONEER). Las secuencias nucleotidicas fueron
determinadas por el Centro de Secuenciaciéon y Procesamiento de
Acidos Nucleicos (CeSAAN) del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), Caracas-Venezuela, mediante
electroforesis capilar en un secuenciador modelo ABI 3130X2 (Applied
Biosystem), utilizando los mismos iniciadores usados en la PCR. Las
secuencias nucleotidicas resultantes fueron analizadas mediante el
uso del programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) y comparadas
con las secuencias genéticas incluidas en la base de datos

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

5. Determinacion de la relacion o diversidad clonal mediante Rep-
PCR.
Esta tipificacion se realizd utilizando la técnica de amplificacién de
secuencias repetitivas por PCR (Rep-PCR), a partir del ADN total, a
través del empleo de los siguientes iniciadores (Bioneer) descritos por
Lozano y col., (2002):
REP-1F 51IIGCGCCGICATCAGGC3’

REP-2R 5’ACGTCTTATCAGGCCTAC3’
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La mezcla de reaccién para la Rep-PCR, estuvo constituida por 2,5 uL
de buffer (10X) libre de MgCl,, 2,5 uL de MgCl, (50 Mm), 3 uL de
dNTPs (10 Mm), 3 uL de cada uno de los iniciadores (10 pmol/ pL), 0,5
ML de Taq polimerasa (5 U/uL), 5,50 de agua bidestilada estéril y 5 uL
de ADN. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 2 min
de desnaturalizacibn a 94 °C, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg, alineacion a 50 °C por 1min e
hibridaciéon a 72 °C por 4 min, finalmente un periodo de extension final

a 72 °C por 7 min (Snelling y col., 1996; Lozano y col., 2002).

Los productos de amplificacidn se corrieron en un gel de agarosa al
1,5% (Promega), tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL; Sigma),
para ello se mezclé 25 yL de cada producto con 3 pL de buffer
muestra 10X. Las bandas resultantes se visualizaron a traves de un
transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con el sistema de
iluminador y camara UVP Biodoclt System. La corrida electroforética
se llevo a cabo a 4,6 V/cm durante 3 horas. Como marcador de peso
molecular se utilizé6 una escalera molecular de 50 pb (Bioneer) para

comparar el tamano de los productos de amplificacién obtenidos.

Finalmente los patrones obtenidos en la Rep-PCR para cada una de
las cepas fueron interpretados mediante inspeccion visual de dos o
mas observadores, y analizados por el paquete de Software

TREECON, programa desarrollado para la construcciéon y disefio de

44



arboles filogenéticos de distancias evolutivas, inferidos a partir de las

bandas obtenidas de cada una de las cepas en particular.
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RESULTADOS

1. Determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana y deteccién
fenotipica de BLEE y AmpC.
Segun los resultados obtenidos en los ensayos de susceptibilidad (CIM)
las veintidés cepas de E. coli estudiadas mostraron perfiles de
susceptibilidad compatibles con la produccién de BLEE. EI 100% de las
cepas fueron resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro
cefotaxima y ceftriaxona, mientras que un 86,4% de estas, resuitaron
resistentes a ceftazidima. Para los aminoglucosidos se observé un 100%
de resistencia a tobramicina, siguiéndole en frecuencia la gentamicina
(68,2%). La resistencia para el aztreonam fue de 86,4% y un 13,6% para
piperacilina/tazobactam. Todas las cepas fueron sensibles a los
carbapenemos (ertapenem y meropenem), colistin y tigeciclina (Tabla 8).
La prueba fenotipica del sinergismo de doble disco resulté positiva para
las 22 cepas estudiadas, coincidiendo con los resultados obtenidos en Ia
CIM. La prueba de sinergia para la deteccién de AmpC, resuité negativa

para las 22 cepas de E. coli en estudio (Fig. 9).

Figura 9. Representacion de la deteccion fenotipica de BLEE (+) y AmpC (-)
(area superior e inferior, respectivamente).
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Tabla 8. Determinacién de la CIM en las cepas de E. coli en estudio

CIM N° de cepas %
Antibiético Resistencia
Rango pg/mb s | R o 22)
CTX 0,015-8 0 0 22 100%
CRO 0,015-8 0 0 22 100%
TBO 0,125 - 32 0 0 22 100%
CAZ 0,03-32 3 0 19 86,4%
ATM 0,03 -32 1 2 19 86,4%
GTM 0,125 — 32 6 1 16 68,2%
FOX 1-64 8 8 6 27.2%
TZP 0,5 - 256 12 7 3 13,6%
MER 0,004 -8 22 0 0 0%
ERT 0,002 -2 22 0 0 0%
CLT 0,25-4 22 0 0 0%
TGC 0,015~ 32 22 0 0 0%

CIM: Concentracion inhibitoria minima; (R): resistente; (I): intermedia; (S): sensible; CTX: cefotaxima; CRO:
ceftriaxona; TBO: tobramicina; CAZ: ceftazidima; ATM: aztreonam; GTM: gentamicina; FOX: cefoxitina; TZP:

piperacilinatazobactam; MER: meropenemy, ERT: ertapenem; CLT: colistina; TGC: tigeciclina.

De acuerdo a la resistencia observada para los aminoglucésidos
evaluados, las cepas fueron agrupadas en 3 patrones de resistencia.
Siendo el patrén lll el mas frecuente (68,2%), conformado por cepas
positivas a BLEE y con resistencia asociada a tobramicina (TBO) y

gentamicina (GTM) (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribucion de los patrones de resistencia asociados a la
presencia de BLEE en las cepas de estudio.

Patrén de resistencia Marcadores de resistencias N (%)
[ BLEE (+)-TOBX 6 (27,3%)
I BLEE (+)-TOBR-GTM' 1(4,5%)
i BLEE (+)-TOBR-GTMR 15 (68,2%)

BLEE (+): B-lactamasa de espectro expandido positiva; (R): resistente; (1): intermedia; TBO: tobramicina; GTM:
gentamicina.

2. Deteccibn genotipica de BLEE

A partir del patrén de resistencia observado, todas las cepas de E. coli en
estudio fueron sometidas a la deteccién de genes que codifican para la
produccion de las tres principales familias de p-lactamasas (TEM, SHV y
CTX-M). Los resultados obtenidos, revelaron que el 95,4% (21/22) de las
cepas de estudio presentaron genes blactx-wm, (Fig. 10). El analisis de los
genes correspondientes a los subgrupos de la familia CTX-M (CTX-M-1,
CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25), revelé que 9 cepas (42,8%)
portaban genes del subgrupo blacrx.u-1, 8 del subgrupo blacrx-m-2 (38,1%),
3 (14,3%) con genes del subgrupo blacrx.me Yy una cepa (4,8%)

pertenecia al subgrupo blacrx-m-s. (Fig. 11).
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Figura 10. Distribucion de las B-lactamasas TEM, SHV y CTX-M en las cepas

de estudio.

@ blaCTX-M-1
@ blaCTX-M-2
O blaCTX-M-8
® blaCTX-M-9

Figura 11. Distribucién de los subgrupos de la familia CTX-M en las cepas
de estudio.
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E CP CN SC1 SC2 SC3 SC4 SCS SC6 SC7 S(C8 SC9

Figura 12. Gel electroforético representativo de la deteccién del gen blacrx.m

general por amplificacion PCR. SC: cepas de estudios; E: escalera molecular

1Kb; CP: control positivo; CN: contral negativo.

El gen blatem estuvo presente en un 22,7% de las cepas de estudio
(5/22), ninguna de las cepas presentaron el gen blasyy (Fig. 10). El gen
blarem siempre se detectd en asociacion al gen blacrx-m, excepto en una
cepa donde su presencia fue unica (Cepa N° SC22). Las distintas
asociaciones TEM+CTX-M se describe en la Tabla 10. La combinacion
mas frecuente fue blatem+crx-m-0 (50%; 2/4) seguidas de las asociaciones

bIaTem+CTx.M-1 y blatem+crx-m-2 (25%); 14, r espectivamente).

Tabla 10. Asociacién de genes TEM y CTX-M en las cepas de E. coli
en estudio.

Asociacion N (%)
blarem + blacrxm.s 2 (50%)
blarem + blacrx.m.2 1 (25%)
blatem + blacrx-m-1 1(25 %)
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Figura 13. Gel electroforético representativo de la amplificacion por PCR

del gen blargy. SC: cepas de estudio E: escalera molecular 1Kb; CN: control negativo;

CP: control positivo.

3. Transferencia conjugativa de genes que codifican para BLEE

Mediante ensayos de conjugacion, el 36,4% de las cepas de estudio
(8/22) transfirieron en bloque los genes blacrx-m y/0 blatem a las células
receptoras, independientemente que estos se encontraran en asociacion.
La verificacion del fenotipo de las células transconjugantes se realizé con
la prueba SDD y genotipicamente amplificando por PCR los genes bla

(Figs. 14-16).

Figura 14. Representacion de la deteccion fenotipica de BLEE (+) en las
células transconjugantes obtenidas (area superior SCt12 e
inferior SCt13)
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E CN  SCt2 SCta SCta1 SCt12SCt13SCtiasCtise CN CP E

550 pb

Figura 15. Gel electroforético representativo de la PCR CTX-M general de
las células transconjugantes obtenidas. SCt cepas transcojugantes; E:

escalera 1kb; CN: control negativo; CP: control positivo.

E CN CP SCt2sCt22

1105 pb

Figura 16. Gel electroforético representativo de la PCR TEM de las células

transconjugantes obtenidas. sct: cepas transcojugantes; E: escalera 1kb; CN:

control negativo; CP: control positivo.

4. Deteccién genética de genes de virulencia
Veintiuna cepas (95,5%) de las veintidés presentaron al menos uno de los
factores de virulencia en estudio. Siendo el factor de virulencia fimH el

mas frecuente con un 81,8%, seguido por los factores fyuA (54,5%), PAl
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y KpsMTII (36,4%), mientras que los genes de virulencia encontrados con
menor frecuencia fueron papAH y usp (4,5%) (Tabla 11). Ademas se
observé la existencia de asociaciones de factores en un §9,1% de las
cepas de estudio (13/22), siendo la combinacion fyuA, PAI, fimH y

KpsMTIl la mas frecuente (18,2%) (Tabla 12).

@0
81

Omasdel

Figura 17. Distribucion de los genes de virulencia de acuerdo al nimero

presente en las cepas de estudio.

Tabla 11. Distribucién de los genes de virulencia aislados en las
cepas de E. coli en estudio.

Genes de virulencia Numero de cepas positivas (%)
fimH 18 (81,8%)
fyuA 12 (54,5%)
PA| 8 (36,4%)
KpsMTII 8 (36,4%)
papAH 1 (4,5%)
Usp 1(4,5%)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabactina (fyuA); Isla de patogenicidad (PAl); Capsula tipo |l (kpsMTIl); Adhesina
(papAH); Proteina uropatégena especifica (usp).
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Figura 18. Gel electroforético representativo de la amplificacion por PCR
multiple de los genes que codifican los factores de virulencia

PAI, fimH y KpsMTII. CN: control negativo; CP: control positivo. SC: cepas de estudio.

E SC1 SC2 SC3 SC4 SC5 SC6 SC7 SC8 SC9 CN Cp

880pb

Figura 19. Gel electroforético representativo de ia amplificacion por PCR

del gen que codifica el factor de virulencia fyuA. E: escalera 1kb; CN:

control negativo; CP: control positivo. SC: cepas de estudio.
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Tabla 12. Distribucion de las asociaciones de genes de virulencia
encontradas en las cepas E. coli en estudio.

Asociaciones de factores de virulencia N° (%)
fyuA- PAI- fimH — KpsMTIl 4(18,2 %)
fyuA — fimH — KpsMTII 2(9,1%)
fyuA - fimH 2 (9,1 %)
fimH - PAI 291 %)
fyuA- PAI- fimH — KpsMTII - usp 1(4,5 %)
fyuA — PAI - papAH 1(4,5 %)
fyuA - KpsMTII 1(4,5 %)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabactina (fyuA); isla de patogenicidad (PAJ); Capsula tipo Il (kpsMTIl); Adhesina
{papAH); Proteina uropatégena especifica {(usp).

Cinco patrones genotipicos fueron generados cuando se estudio la
relacion de la presencia de los genes de virulencia y las BLEE
identificadas en el conjunto de cepas analizadas. De estos patrones, el
mas frecuente fue el tipo Il (36,5%; 8/22) conformado por la variante lla y
llb, ambos constituidos por un solo factor de virulencia asociados a los
diversos genes bla detectados (excepto blactxm-s). En segundo lugar se
observo el patrén tipo lil, con sus variantes llla, 1lib y lllc (22,7%; 5/22), el
cual se caracteriz6 por la presencia de dos factores de virulencia e
indistintamente asociado a diversos genes bla. El paton V, se ubico en el
tercer lugar y se caracterizo por la presencia de 4 factores de virulencia y
la deteccién de los genes blactx-m1 Y blactx-m-9 @asociados 0 no con genes

blarem (Tabla 13).
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Tabla 13. Distribucion de los perfiles de genes de virulencia
asociados a los genes BLEE en las cepas estudiadas.

N°® genes de Periil de genes de BLEE Patrén N (%)
virulencia virulencia Tipo
0 - blactxm2 | 1(4,5%)
blactx-m
blactx-m2
1 fimH blactx-m2 + blatem lia 7 (32%)
blactx-ms + blarem
blatem
fyuA blactx-m2 lib 1(4,5%)
fyuA-KpsMTIl blacTx-m-1 lita 1(4,5%)
2
fyuA-fimH blacrxmz litb 2(9,1%)
blacTx-m2
2 fimH-PAI llic 2(9,1%)
blactx-w.-s
3 fyuA-PAl-papAH blactx-m-e IVa 1(4,5%)
fyuA-fimH-KpsMTIl blacTx-m-1 Vb 2(9,1%)
blactx-m-
4 fyuA-PAI-fimH-KpsMTIl blactxwm-1+ blatem V' 4 (18,2%)
blactx-m.e + blatem
5 fyuA-PAI-fimH-KpsMTIl-usp blactx-m-2 \Y| 1(4,5%)

Fimbria tipo 1 (fimH); Yersiniabactina (fyuA); Isla de patogenicidad (PA/); Capsula tipo Il (kpsMTIl); Adhesina
(papAH); Proteina uropatogena especifica (usp).
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5. Analisis de la secuenciacion de genes bla y de virulencia

La secuenciacién de los genes blactxm-1 permitié clasificar esta BLEE
como tipo CTX-M-15. Los genes blacrx-m-2, blactxus, blactx-m-o Y blatem
seran secuenciados en estudios futuros. En relacién a los genes de
virulencia, todos los estudiados en este trabajo se sometieron al analisis
de su secuencia, encontrandose una alta correspondencia (99%) con los

datos registrados en el GenBank.

6. Tipificacion de las cepas ExPEC por Rep-PCR.

La tipificacion mediante Rep-PCR permitié dividir las cepas estudiadas en
dos grandes grupos A y B, siendo el “cluster” A el mayor conformado por
mas del 50% de las cepas (13/22). En ambos casos, se observo una alta
diversidad clonal, en donde solo 6 cepas fueron agrupadas en clonas con
un 100% de homologia, 2 cepas en el cluster A (patrén: A2-1) y4 en el B
(patrones: B1-1 y B2-2). Los patrones: A1-1, A1-3 y A1-8 correspondieron
a 6 cepas con una homologia entre 92% a 95% (Fig. 21). La distribucion
de las caracteristicas feno-genotipicas de las cepas ExPEC fueron

independientes de su relacion clonal (Tabla 14).
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Figura 20. Gel electroforético representativo de la Rep-PCR de las cepas de
EXPEC en estudio. E: escalera.
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Figura 21. Dendograma que muestra la relaciéon genética de las 22 cepas de
ExPEC incluidas en el estudio. Cada grado en la escala representa un 10% de

diferencias en el indice de similitud. Hacia ia derecha de la linea punteada se encuentra un
indice de similitud por encima del 90%.
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Tabla 14. Diversidad clonal y caracteristicas fenotipicas y genéticas
de las cepas ExXPEC estudiadas.

Patrén N¢ de BLEE Patrén de resistancia Genes de virulencia
Rep-PCR | Cepas
fimH, fyuA
A14 2 CTX-M-2 m TOBR-GTM®
fimH
A1-2 1 CTX-M-9 1] TOB™-GTM® fyuA, papAH, PA|
CTX-M-17TEM fimH, fyuA, PAI, KpsMTI
A1-3 2 | TOBR
CTX-M-1 fimH, fyuA, KpsMTII
Al4 1 TEM Tl TOBX-GTM' fimH
Al1-5 1 CTX-M-1 m TOB™-GTM® fyuA, KpsMTil
A16 1 CTX-M-1 ] TOBY-GTM" fimH, fyuA, PAI, KpsMTif
A17 1 CTX-M-1 i TOBF-GTM® fimH, fyuA, PAI, KpsMTII
CTX-M1 fimH, fyuA, KpsMTII
A18 2 i TOBR-GTMR
CTX-M-9/TEM fimH, fyuA, PAI, KpsMTII
CTX-M-9/TEM 1] TOBY GTM®
A2-1 2 fimH
CTX-M-1 ! TOBR
m TOBY GTM® fimH
B1-1 2 CTH-M-2
! TBO® fyuA
B1-2 1 CTX-M-2 1] TOBF-GTMR fimH, PAI
i TOB® fimH, fyuA, PAI, KpsMTII,
B2-1 2 CTX-M-2 usp
1 TOBY GTMR fimH
CTX-M-1 fimH
B2-2 2 n TOBR-GTM®
CTX-M-2 fimH, fyuA
B2-3 1 CTX-M-2 ] TOBR N
B24 1 CTX-M-8 ] TOBX.GTMT fimH, PAI

(R): resistente; (I): intermedia; TBO: tobramicina; GTM: gentamicina; Fimbria tipo 1 (fimH), Yersiniabactina
(fyuA); Isla de patogenicidad (PAl); Capsula tipo I (kpsMTIH); Adhesina {papAH); Proteina uropatégena
especifica {(usp); N: Negativo para los genes de virulencia investigados.
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DISCUSION

E. coli es uno de los principales patégenos nosocomiales que con
frecuencia produce infecciones graves, especialmente en la poblacion
pediatrica recluida en las unidades de cuidado intensivo neonatal. Esto es
debido a su elevada multirresistencia a los agentes antimicrobianos,
especialmente por la produccion de enzimas BLEE, considerado como
uno de los principales mecanismos de resistencia observado durante las
ultimas décadas en este patégeno. Por tanto, este hecho supone un reto
a la hora de instaurar un tratamiento antimicrobiano eficaz y al mismo
tiempo que evite y no favorezca el desarrollo de resistencia asociada a

otros mecanismos (Araya y col., 2007; Chang y col., 2008; Castro y col., 2008; Tafur y cof.,

2008; Diaz y col., 2009; Mantilia y col., 2009; Rodriguez y col., 2010; Martinez y Calvo, 2010).

En este estudio se analizaron 22 cepas de E. coli provenientes de
neonatos con septicemia nosocomial recluidos en el Hospital Central
Universitario “Dr. José Marfa Vargas” de San Cristobal Edo. Tachira. E!
estudio de la susceptibilidad a los antibiéticos B-lactamicos en las cepas
ExXPEC, revelé6 un perfii compatible con la produccion de BLEE.
Observandose ademas resistencia asociada a otros antimicrobianos,
principalmente los aminoglucésidos. Estos resultados avalan lo reportado
en la literatura, donde se describe que las cepas de E. coli productoras
de BLEE son frecuentemente mas resistente a los aminoglucésidos que
aquellas que no producen esta enzima (Hernandez y col., 2006; Gaitan y Espinal,

2009; Mirzaee y col., 2009; Ruppé y col., 2009; Martinez y Calvo, 2010; Garcia y col., 2011). Esta
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caracteristica podria suponer la presencia de otros mecanismos de
resistencia asociados a la produccion de BLEE, como lo son. enzimas
modificadoras de aminoglucésidos, bombas de eflujo, alteraciones de la

permeabilidad de la pared celular, entre otros (Perozo y col., 2007, Martinez y

Calvo, 2010).

La investigacion de genes codificadores de BLEE por amplificacion a
través de PCR en las cepas de E. coli, revelo la presencia de enzimas de
la familia TEM y CTX-M, siendo esta ultima la de mayor frecuencia
(95,4%), destacando el subgrupo CTX-M-1, sobre los subgrupos CTX-M-
2, CTX-M-8 y CTX-M-9. La secuenciacion de los genes blactx-m-1 permitio
su clasificacion como BLEE tipo CTX-M-15. Estos resultados son
respaldos por la tendencia mundial actual donde los aislados de E. coli

con BLEE expresan enzimas de tipo CTX-M principalmente la CTX-M-15
(Al-Agamy y col., 2006; Sonnevend y col., 2006; Dubois y col., 2009; Rodriguez y col., 2010).

Esta enzima se considera como la BLEE de mayor diseminacion en el

mundo especialmente en Latinoamérica. (Morales y col., 2005, Andrade y col., 2006;

Vignoli y col., 2006; Castro y col., 2008; Gaitan y Espinal, 2009; McGettigan y col., 2009; Mantilla y
col., 2009; Mizaee y col., 2009; Pitout, 2010; Garcia y col., 2011; Al y col.,, 2011; Nazik y col., 2011;
Pitout, 2012).

Otra particularidad observada en las cepas estudiadas es que el 18,2%
presentd asociaciones o0 combinaciones de distintas p-lactamasas
(blatemtblacTx-me, ~ blatemtblactxm2 Y blaremtblacixa-1)- Estas
asociaciones han sido descritas ampliamente en la literatura y obedecen

principalmente a la naturaleza transponible y de recombinacién de los
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genes bla (Araque y Rivera, 2004; Pournaras y col., 2004; Cant6n y Coque, 2006; Goyal y col.,

2009; Gaitan y Espinal, 2009; Espinal y col., 2010; Al y col., 2011; Hernandez y Araque, 2011).

En Venezuela son pocos los estudios de caracterizacion genética en
cepas de enterobacterias productoras de BLEE, los reportes que se
conocen se han realizado principalmente en cepas nosocomiales de K.
pneumoniae (Araque y col., 2000; Araque y Rivera, 2004; Torres y col., 2006; Guzméan y
Alonso., 2009), Shigella sonnei (Torres y col., 2005) Citrobacter freundii (Millan y col.,
2011) y Salmonella enterica obtenidas de muestras clinicas y alimentos
(Gonzdlez y col., 2012). Sin embargo, destaca el estudio llevado a cabo en
Mérida por Hernandez y Araque (2011), quienes determinaron la
presencia de BLEE SHV, TEM y CTX-M-1 en cepas UPEC aisladas de
pacientes de la comunidad, donde el 952% de las cepas eran

productoras de CTX-M.

La masiva diseminacién denominada pandemia CTX-M, es uno de los
mejores ejemplos de la rapida dispersion de los genes de resistencia

bacteriana mediada por elementos genéticos extracromosomales (Canton y
Coque, 2006; Diaz y col., 2009; Espinal y col., 2010; Rajesh y col., 2010; Nazik y col., 2011; Garcia

y col, 2011). Este fendmeno se evidencié en los ensayos de conjugacion
donde el 36,4% de las cepas transfirieron los genes blacrxwm Yy blatem. De
este modo, se infiere que la transmisién de genes blag e estan
codificados en plasmidos conjugables (Pournaras y col., 2004; Torres y col., 2005;
Sonnevend y col., 2006; Valenzuela y col., 2006; Khalaf y col., 2009; Guzman y Alonso, 2009).

Este hallazgo debe ser considerado como un factor favorecedor de la
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diseminacién de genes bla en el centro hospitalario, ya que esta condicion
genética pudiera ocasionar el surgimiento de brotes de infeccién
nosocomial en determinadas areas clinicas de alto riesgo (valenzuela y col.,
2006). Sin embargo, no se descarta la posibilidad que en las cepas donde
la conjugaciéon no pudo ser comprobada, existan otros mecanismos de
transferencia genética, como la transformacion o la presencia de otras
estructuras genéticas que requieren mecanismos de transferencia o

recombinacion especificos (integrones y/o transposones).

Otro de los factores que favorecen la produccion y diseminacion de
infecciones por E. coli, ademas de la produccién de BLEE vy resistencia
asociada a otros antimicrobianos, es la presencia de multiples factores de
virulencia y/o patogenicidad, los cuales permiten a este microorganismo
evitar o sobrevivir a los mecanismos de defensa del hospedero y
ocasionar infecciones en areas anatoémicas distintas a la intestinal. Para
este estudio se seleccionaron 6 de los 20 principales genes de virulencia
descritos para EXPEC (Ananias y Yano, 2008; De Mello y col., 2009). Observandose
gue los genes de virulencia relacionados con la fimbria tipo 1 (fimH),
sideroforos (fyuA), capsulares (KpsMTII) e islas de patogenicidad (PAJ),
mostraron un mayor predominio en las cepas estudiadas, en comparacion
con los genes asociados a la proteina uropatégena especifica (usp) y la
adhesina (papAH). Estos hallazgos son similares a los reportados, por
Johnson y Stell, (2000) y Ribeiro y col., (2008) en cepas UPEC, asi como

los descritos por Ananias y Yano, (2008) en cepas EXPEC provenientes
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de pacientes con sepsis. Por ofra parte, adicionalmente este estudio
permitié evidenciar la importancia que poseen la asociacion de los genes
de virulencia y las enzimas BLEE en la instauracién del proceso
infeccioso, donde el patréon Il conformado por los genes fimH o fyuA
asociados a los diversos genes bla detectados (excepto blacrxm-g), resulté
ser el de mayor frecuencia (36,5%). Otro aspecto importante de destacar
es que los genes de virulencia al igual que las BLEE se encuentran
localizados en plasmidos o islas de patogenicidad que pueden ser
transmitidos de una cepa a otra junto a otros mecanismos de resistencia,
representando un factor de riesgo importante, al circular cepas con una

gran carga de informacion genética (Soto, 2006; Ananias y Yano, 2008; Karisik y col.,

2008; Ribeiro y col., 2008; Zalewska y col., 2009; Dubois y col., 2009).

Desde el punto de vista clinico-epidemioldgico, las BLEE contintan
generando importantes problemas terapéuticos debido a la inactivacion de
casi todos los antibiéticos B-lactamicos exceptuado las cefamicinas y los
carbapenemos, considerados estos Ultimos la principal alternativa
terapéutica en las infecciones producidas por bacterias productoras de
BLEE (Hemandez y col., 2006; Tamayo y col., 2007; Pitout y Laupland, 2008; Gaitan y Espinal,
2009; Oteo y col., 2010; Martinez y Calvo, 2010; Garcia y col., 2011; Nazik y col., 2011). Sin
embargo, se suma a la presencia de BLEE la co-resistencia a otros
antimicrobianos cada vez con mayor frecuencia, lo que dificulta la
instauracion de una terapia antibidtica adecuada. Por tanto, es
indispensable llevar acabé estudios de los patrones clinico-

epidemioldgicos en las septicemias por E. coli con BLEE que permita
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estructurar protocolos tanto para el diagnéstico y deteccién precoz de
estas enzimas como para prevenir y contener la diseminacién de genes

de resistencia.

En este contexto, es importante sefalar que la tipificacion molecular es
una herramienta indispensable para el estudio y control epidemiolégico de
las infecciones producidas ExPEC. La relaciéon clonal establecida por
Rep-PCR en las cepas analizadas, evidencié una gran variabilidad
genética dentro de los aislados de E. coli, lo cual sugiere la aparicion de
cepas resistentes especificas mas que la circulacion y transmision de una
clona habitual entre los neonatos con septicemia nosocomial. La
policlonalidad observada no demostré la presencia de cepas endémicas
en la institucion ni tampoco la asociacion con brotes epidémicos. Sin
embargo, 95,5% de las cepas fueron productoras de BLEE y presentaron

por lo menos un factor de virulencia.

Los hallazgos de este estudio representan un aporte importante, ya que,
por primera vez en Venezuela se reportan las caracteristicas genéticas
que determinan el comportamiento multirresistente y la potencialidad
patogénica de cepas ExPEC, productoras de septicemia nosocomial en
neonatos. En este sentido, es necesario continuar profundizando los
estudios epidemioldgicos de prevalencia y caracterizacion de las BLEE,
su asociacion con la resistencia a otros antimicrobianos, asi como el

establecer la relacion genética con diversos factores de virulencia con la
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finalidad de reducir el surgimiento y diseminaciéon de clonas altamente
patdégenas en areas de alto riesgo, especialmente las destinadas a los

cuidados en pediatria.
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CONCLUSIONES

1. Se evidenci6é la alta prevalencia de BLEE CTX-M en cepas de
ExPEC aisladas de hemocultivos, corroborando el predominio de
esta enzima en aislados de E. coli. Ademds, se comprobd
genéticamente la presencia de genes blacrx-m-1, blactx-m-2, blactx-m-s
y blacrx-m-g, QqUe en algunos casos se asocid a genes blatgm. Este
es el primer reporte que sefiala la circulacion de cepas ExXPEC
productoras de CTX-M provenientes de pacientes con septicemia
nosocomial del Hospital Central Universitario “Dr. José Maria

Vargas” de San Cristébal Estado Tachira.

2. Las cepas de EXPEC expresaron fenotipicamente diversos
patrones de resistencia. Destacando la asociacién de genes bla

con resistencia a los aminoglucosidos.

3. La tipificacion por Rep-PCR reveld la circulacion de dos cluster
principales con una gran diversidad genética entre las cepas
productoras de BLEE, no encontrandose evidencia de

diseminacién clonal.

4. Este es el primer estudio de caracterizacion molecular de cepas

ExPEC basado en los genes de virulencia en pacientes con
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septicemia nosocomial en Venezuela. Donde los genes fimH, fyuA,

KpsMTIl 'y PAI fueron los mas frecuentes.

. Las septicemia por E. coli con BLEE CTX-M, constituye una
entidad clinica grave que supone un reto terapéutico, debido a la
multirresistencia observada por este patégeno bacteriano, por el
uso inadecuado e indiscriminado de los antimicrobianos lo que

favorece el desarrollo de resistencia por otros mecanismos.
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RECOMENDACIONES

. La prevalencia de BLEE en ExPEC, sugiere el establecimiento de
estrategias epidemioldgicas destinadas a contribuir con el uso
adecuado de los B-lactamicos de amplio espectro e implementar
medidas de higiene para el control de las infecciones y la
prevencién de la diseminacién de microorganismos productores de

BLEE.

. Realizar una vigilancia estricta desde el laboratorio, mediante la
implementacion de manera rutinaria de la lectura interpretada del

antibiograma, a fin de posibilitar un abordaje terapéutico adecuado.

. Continuar con los estudios de caracterizacién genética en las
cepas EXPEC productoras de BLEE, con el fin de conocer la
diversidad de genes bla, especialmente los relacionados a la BLEE

CTX-M y sus subgrupos.

. Complementar el estudio de caracterizacion genética de los genes

de virulencia en las cepas ExPEC productoras de BLEE.

. Mantener bajo vigilancia epidemiolégica las cepas ExPEC aisladas
en el Hospital Central Universitario “Dr. José Maria Vargas” de San

Cristébal Estado Tachira.
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