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RESUMEN

El propédsito de este trabajo fue analizar la presencia de plasmidos conjugativos
que portan genes de resistencia a B-lactamicos en cepas de enterobacterias,
aisladas de pacientes con infecciones intrahospitalarias, del Hospital
Universitario “Antonio Patricio Alcala”, Cumana, estado Sucre, durante el
periodo comprendido entre septiembre y noviembre de 2005. La extraccion de
los plasmidos conjugativos se realizd en ocho cepas de enterobacterias y sus
respectivas transconjugantes, obtenidas previamente mediante conjugacién
bacteriana; para tal fin se empled el método de lisis alcalina con fenol-
cloroformo y el estuche Wizards Plus SV Minipreps (Promega). Para obtener el
perfil de restriccion de los plasmidos, el ADN plasmidico fue digerido con las
enzimas EcoRI y Nhel. La presencia de los genes que codifican resistencia a 3-
lactamicos se realiz6 empleando la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con el uso de iniciadores especificos para los genes blasny
y blatem. Se logré aislar plasmidos, mediante el método de lisis alcalina con
fenol cloroformo, en todas las cepas donantes, pero no se aisld en cuatro
transconjugantes, mientras que con el método de extraccion estuche Wizards
Plus SV Minipreps (Promega) se obtuvo aislamiento plasmidico en las ocho
cepas donantes y en seis transconjugantes. El andlisis de restriccion de los
plasmidos no permitid definir ningun perfil en las cepas, ya que no se
produjeron cortes con las enzimas empleadas. En seis aislamientos plasmidicos
se logré obtener amplificacion para el gen blasny, y en dos la presencia del gen
blatem. Los resultados revelan la existencia de plasmidos conjugativos en cepas

de enterobacterias que portan genes de resistencia a B-lactamicos.



INTRODUCCION

La aparicion de cepas resistentes es una respuesta evolutiva frente a los
fuertes procesos de seleccion natural, inducidos por el uso de antimicrobianos
elaborados por el hombre. La resistencia bacteriana se define como una
condicion microbiologica, caracterizada por la capacidad que tiene una bacteria
de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un

antimicrobiano (Bruin, 1994).

Una bacteria puede adquirir resistencia debido a mutaciones en el cromosoma
bacteriano o a la incorporacién de genes o conjunto de genes, transferidos
desde otras especies a través de elementos genéticos extracromosoémicos
conocidos como plasmidos (Gupta et al., 2003; Narvaez et al., 2005; Mulvey et
al., 2009). Estos son elementos extracromosomicos de acido
desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que se replican de forma
independiente del cromosoma de la célula hospedadora y presentan un tamafio
que oscila entre menos de 10 a mas de 400 kilobases (Alonso et al., 2001;
Carattoli, 2009).

Los plasmidos pueden clasificarse por su tamafo, en pares de bases (pb), por
el numero de copia en la bacteria, en unicopia o multicopia, por el tipo de genes
que porta, en plasmidos de virulencia, de resistencia a antimicrobianos, entre
otros. También pueden clasificarse en grupos de incompatibilidad; se informa
que dos plasmidos pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, cuando son
incapaces de coexistir en la misma célula bacteriana (Alonso et al., 1999;
Alonso et al., 2000; Alonso et al., 2001).

La gran mayoria de los plasmidos, en general los de mayor tamafio, suelen ser
capaces de transferirse de una bacteria a otra mediante un proceso llamado

conjugacion, estos plasmidos conjugativos codifican todos los factores
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necesarios para su transferencia (Carattoli, 2009).

Algunos plasmidos mas pequefios, llamados no conjugativos, pueden ser
movilizados debido a que poseen los genes necesarios para permitir su
movilizacion, pero no codifican las proteinas necesarias para ser transferidos
(Actis et al., 2000; Betancour et al., 2006).

Estas estructuras codifican funciones consideradas como no esenciales para la
actividad fisiolégica normal de las bacterias; sin embargo, estos elementos
portan genes para una enorme variedad de funciones que les confieren a los
organismos hospedadores ventajas competitivas frente a otros, en el proceso
de colonizacién de nuevos ambientes. Los plasmidos estudiados con mayor
frecuencia son aquellos capaces de conferir resistencia a una amplia variedad
de antimicrobianos, metales pesados y otros inhibidores del crecimiento (Kado,
1998; Alonso et al.,, 2002; Carattoli, 2009). Ademas de la resistencia a los
antimicrobianos, pueden codificar para una amplia variedad de funciones. Kado
(1998) propuso que las funciones de un plasmido pueden agruparse en cuatro
categorias: resistencia, energia y metabolismo, virulencia, patogenicidad y

simbiosis, y diseminacion y perpetuacion.

La resistencia a los agentes antimicrobianos es un problema de salud publica a
nivel mundial. Tiene un alto impacto sobre las tasas de morbilidad y mortalidad,
limita las opciones terapéuticas e incrementa los costos por concepto de terapia

alternativa y estadia hospitalaria (Araque et al., 2000; Redondo y Alonso, 2007).

Desde el punto de vista de salud publica, los determinantes genéticos de mayor
importancia que pueden ser portados por plasmidos, son los que codifican para
los factores de virulencia y aquellos asociados a la resistencia bacteriana. Los
plasmidos portadores de determinantes de resistencia, con capacidad

conjugativa o de movilizacion, son estructuras extracromosomales de relevancia
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epidemioldgica, debido a la capacidad que tienen de promover la diseminacion
horizontal de un gran numero de genes que codifican resistencia contra los
antimicrobianos empleados en el tratamiento de las infecciones
intrahospitalarias (lIH), hecho que contribuye al incremento de las poblaciones
bacterianas resistentes y, ademas, promueven la aparicion de cepas patdgenas

multirresistentes (Redondo y Alonso, 2007; Beatson et al., 2009).

La conjugacion es considerada un mecanismo complejo de transferencia de
material genético, que juega un papel primordial en el flujo de genes entre
bacterias, razon por la cual se considera una de las principales causas de la
evolucion y diversidad genética que existe entre los microorganismos
bacterianos (Frost et al., 2005; Redondo y Alonso, 2007). La conjugacién ocurre
mediante el contacto directo entre las células, el proceso es mediado por una
serie de proteinas codificadas por genes presentes en el plasmido, que ocupan
una porcion de hasta 33 kilobases. El proceso de conjugacién es una parte del
ciclo de vida de un plasmido conjugativo, y es considerado un tipo de
replicacion especial, mediante el cual, una hebra de ADN es mantenida en la
célula donante, mientras que la segunda hebra es transferida a una célula

receptora en direccion 5’ 3’ (Lawley et al., 2002).

El intercambio de material genético, entre poblaciones bacterianas, permite la
adquisicion de caracteristicas fenotipicas que originan la aparicion de cepas
bacterianas con nuevos fenotipos, lo que puede resultar ventajoso,
especialmente cuando el ADN adquirido codifica resistencia a los agentes
antimicrobianos (Ariffin et al., 2004; Byarugaba, 2004).Los mecanismos de
resistencia adquiridos y transmisibles son de gran interés clinico y
epidemioldgico. Una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de
resistencia frente a uno o varios antibidticos y, del mismo modo, un
antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos en diversas

especies bacterianas.



Los pB-lactamicos, por ser altamente eficaces, tener baja toxicidad y ser de
amplio espectro, son la primera opcién terapéutica a emplear en el tratamiento
de las infecciones, tanto intrahospitalarias como comunitarias, causadas por
bacilos Gram negativos; sin embargo, la efectividad de los mismos ha sido
reducida por los distintos mecanismos de resistencia adquiridos por las
bacterias (Giamanellou, 2005; Denton, 2007).

La produccion de enzimas [-lactamasas es el principal mecanismo de
resistencia presente en la mayoria de las enterobacterias; éstas son enzimas de
caracter proteico, capaces de hidrolizar el anillo amida presente en los B-
lactdmicos, y pueden ser codificadas por genes localizados en el cromosoma

bacteriano, en plasmidos o en transposones (Tafur et al., 2008).

Las enzimas -lactamasas han sido clasificadas con base en su punto
isoeléctrico, especificidad de sustrato y secuencia de aminoacidos;
actualmente, la clasificacion mas utilizada para estas enzimas ha sido la
propuesta por Bush et al. (1995), donde se emplean los criterios de
funcionalidad clasicos con los aspectos moleculares. ElI grupo 2b de la
clasificacion Bush, Jacoby y Medeiros, incluye a las enzimas TEM-1, TEM-2 y
SHV-1, también conocidas como [-lactamasas de espectro ampliado (BLEA),
presentes, generalmente, en bacilos Gram negativos, las cuales, debido a
mutaciones puntuales ocurridas en su centro activo, han aumentado el
espectro de su actividad hidrolitica y reducido la actividad de un amplio
rango de B-lactamicos de espectro extendido, que incluyen a las cefalosporinas
de tercera generacion, cefepima y aztreonam, no siendo activas contra los
carbapenemas (Bradford, 2001; Rice, 2001).

En un ambiente hospitalario, los pacientes tienen un alto riesgo de contraer
infecciones, generalmente producidas por microorganismos que se han

acumulado a través de un proceso de seleccidn, y que presentan resistencia a
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los antibidticos comunmente usados para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, reduciendo la eficiencia del tratamiento de las IIH (Calderdn y
Yagui, 2002; Narvaez et al., 2005; Bogaerts et al., 2009).

Las IIH adquieren cada dia mas relevancia, por las consecuencias econémicas,
sociales y de salud que desencadenan en los individuos que las padecen. Su
frecuencia en un periodo dado puede ser tomada como un indicador de la
calidad de atencion médica, conjuntamente con indicadores de mortalidad y
morbilidad (Nodarse, 2002).

Ryoo et al. (2005) realizaron una investigacion para determinar la diseminacion
de [B-lactamasas en cepas intrahospitalarias de E. coli y K. pneumoniae,
aisladas de 12 hospitales de Corea, tales investigaciones reportaron la

presencia de los genes blargyw y blasyyv-12 €n plasmidos.

Muzachiodi y Ferrero (2005), en Argentina, determinaron la incidencia de
enterobacterias productoras de BLEE en pacientes internados en el Hospital-
Escuela “José Francisco de San Martin”, dicha investigacién indicé que 31,10%
de las cepas presentaban moléculas plasmidicas responsables de conferir

resistencia a los 3-lactamicos.

Sanchez et al. (2006) realizaron ensayos de conjugacion bacteriana in vitro a 3
cepas de K. pneumoniae productoras de [-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), aisladas de hospitales chilenos, y evidenciaron, tanto
fenotipica como genotipicamente, la transferencia horizontal de genes de
resistencia que codifican BLEE, asi como genes que codificaban resistencia a

otros grupos de antimicrobianos.

Subramaniam et al. (2006), en una investigacion realizada, en Malasia, a 11

cepas de E. coli, encontraron que todas fueron fenotipicamente productoras
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de BLEE y genotipicamente presentaban la enzima SHV-5, la cual estaba

codificada en un plasmido conjugativo 12 000 pb.

En el ambito nacional, Pedroza et al. (2001) investigaron sobre resistencia
bacteriana en el Hospital Universitario de Caracas y demostraron que, un
80,00% de las cepas de bacilos Gram negativos de origen hospitalario eran
multirresistentes y, de éstas, el 31,00% presentaban plasmidos conjugativos
capaces de codificar resistencia a un numero representativo de agentes

antimicrobianos.

Alonso et al. (2005) determinaron la capacidad de diseminacion plasmidica
entre bacterias, y demostraron la presencia de diferentes  plasmidos
conjugativos en el Hospital Clinico Universitario de Caracas, mediante la
comparacién de las bandas obtenidas en el perfil de restriccion del ADN

plasmidico en los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter.

Redondo y Alonso (2007) aislaron y caracterizaron plasmidos conjugativos en
cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, provenientes de pacientes
atendidos en cuatro centros de salud del area metropolitana de Caracas,
demostrando la presencia de moléculas plasmidicas de gran tamafio en el

67,00% de las cepas estudiadas.

Guzman y Alonso (2009) evaluaron la presencia de plasmidos transferibles en
cepas de K. pneumoniae, provenientes de pacientes atendidos en diferentes
areas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA), y
demostraron que el 80,00% de las cepas presentaron plasmidos de =12 000 pb
y, de acuerdo con los patrones de restriccion obtenidos, detectaron tres tipos de

plasmidos circulando en el centro hospitalario.

Un aspecto esencial de la investigacion epidemiologica de las IIH es la
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busqueda de la relacién clonal entre cepas bacterianas y de los tipos de
plasmidos que portan genes de resistencia circulantes en un centro hospitalario,
por ello, en este estudio, se analizaronlos distintos plasmidos conjugativos que
confieren resistencia a -lactamicos en cepas de enterobacterias aisladas de
pacientes con infecciones intrahospotarias, en diferentes areas del Hospital

Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Se emplearon ocho cepas de enterobacterias (donantes), aisladas de pacientes
con |IH, atendidos en las areas de cuidados intensivos, medicina, cirugia y retén
del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”, durante el periodo
comprendido entre septiembre y noviembre de 2005 (Tabla 1). También se
incluyeron ocho cepas transconjugantes, obtenidas previamente, mediante el
proceso de conjugacion in vitro a partir de las cepas donantes nombradas
anteriormente (Silva, 2009) (Tabla 2). Tanto las cepas donantes como las
transconjugantes son resistentes a los B-lactamicos y productoras de BLEE.
Estas cepas se encontraban preservadas en agar conservacion en el

Laboratorio de Bacteriologia Molecular del Departamento de Bioanalisis.

Reactivacion de cepas

A partir del medio conservacion, se procedié a inocular cada una de las cepas
bacterianas en caldo infusién cerebro corazon (BHI, Britania) y se incubaron a
37°C por 24 horas en aerobiosis; posteriormente, se sembraron en agar
MacConkey (AMC, BBL) con la finalidad de verificar su pureza y observar las
caracteristicas macroscopicas de las colonias, asi como los cambios producidos
en el medio AMC que refleja la fermentacion o no de la lactosa por parte de

algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae.

Confirmacion de las cepas

El género y la especie se confirmé mediante el protocolo de identificacidon
convencional para enterobacterias, incluyendo Ilas siguientes pruebas

bioquimicas: fermentacion de azucares (medio Kligler), utilizacién de citrato
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(medio citrato Simmons), produccion de la enzima ureasa (agua peptonada),
via de fermentacion de la glucosa (caldo rojo metilo-Voges Proskauer),
motilidad, produccién de indol, descarboxilacion de la ornitina (medio MIO) y

descarboxilacion de la lisina (caldo lisina) (Koneman et al., 2008).

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas y fenotipicas de las cepas donantes de
enterobacterias aisladas de pacientes con IIH en diferentes areas del Servicio
Autéonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Estadia

Cepas (dias) Muestra Servicio Resistencia BLEE
Kp 09 9 Secrecion Medicina A AMP CF CAZ CTX GN +
Esp 12 13 Secreciéon Medicina C AMP CFG?\IAC%LCTX AK +
Esp16 9  Secrecién uci  AVP CFG(,:\IAgLCTX AK

3 AMP CF CAZ CTX
Kp22 5  Secrecisn  UCI SXTCLCIPGNAK  ©

AMP CF CAZ CTX AK

Esp 28 7 Secrecién UCI GN CL +
Esp 29 v Secrecion UC| AMP CF (C:BAI\\IZ CTX AK +
Kp 33 . AMP CF CAZ CTX

5 Heces Retén SXT CL

BLEE: B-lactamasas de espectro extendido, UCI: unidad de cuidados intensivos, Kp: K.
pneumoniae, Ec: E. coli, Esp: Enterobacter sp, AMP: ampicilina FOX: cefoxitin CF: cefalotina
CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, AMC, CL: cloranfenicol, SXT: trimetropin-sulfametoxazol,
CIP: ciprofloxacina, GN: gentamicina, AK: amikacina.

Confirmacion de la resistencia y de los determinantes de resistencia

transferidos

La confirmacion de la resistencia bacteriana se realizd6 mediante el método de



difusion del disco, descrito por Bauer et al. (1966), y siguiendo los lineamientos
para enterobacterias, propuestos por el Instituto de estandares clinicos y
laboratorios, del inglés: “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI,
2011). Se prepard una suspension bacteriana de la cepa transconjugante en 4,5
ml de solucion salina fisiolégica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas,
sembrado en agar tripticasa de soya (ATS) (Himedia, India), ajustando al patrén
de 0,5 en la escala de MacFarland, correspondiente a 1,5 x 10® unidades

formadoras de colonias (UFC) por mililitro.

Una vez que se obtuvo la turbidez respectiva, se impregné un hisopo estéril en
la suspension y se disemind uniformemente sobre la superficie del agar Mueller
Hinton (Himedia). Se ensayaron los siguientes antimicrobianos: ampicilina (30
Mg), cefalotina (30 ug), cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg), amoxicilina-
acido clavulanico (20/10 ug), imipenem (10 pg), amikacina (30 pg), gentamicina
(30 ug), ciprofloxacina (5 ng), trimetropin-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) y
cloranfenicol (30 pg), todos de la marca OXOID. Las placas fueron incubadas a
35°C, durante 18 horas, en ambiente de aerobiosis y, posteriormente, se realizd

la lectura de los halos de inhibicion empleando una regla milimetrada.

El halo de inhibicidon observado en la cepa bacteriana ante cada antimicrobiano
se interpreté siguiendo los valores de referencia sefalados en la tabla de CLSI

(2011) como sensible, resistente intermedio y resistente.

La presencia fenotipica de BLEE se determindé mediante la técnica de
sinergismo de doble disco, descrita por Jarlier et al. (1988), siguiendo los
lineamientos establecidos por CLSI (2011), M100-S20 (M2). En una placa de
agar Mueller Hinton inoculado con una suspension de cada cepa, preparada en
4,5 ml de solucion salina fisiolégica estéril y ajustada al patrén 0,5 de
MacFarland, se procedid a colocar en el medio un disco de amoxicilina-acido

clavulanico (20/10 ug); posteriormente, a cada lado se colocaron los discos de
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cefotaxima (30 ug) y ceftazidima (30 ug), a una distancia lineal de 15 mm del
disco de acido clavulanico. La presencia de un sinergismo entre alguna de las
cefalosporinas de tercera generacion y el acido clavulanico se interpreté como

produccion de BLEE.

Para comprobar la calidad de los discos, asi como de los medios de cultivo, se
emplearon las cepas controles Escherichia coli, American Type Culture
Collection (ATCC) 25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las cepas transconjugantes obtenidas

mediante el proceso de conjugacion bacteriana (Silva, 2009)

Cepas Resistencia BLEE
TEsp 06 AMP CF CAZ CTX AMC CL +
TKp 09 AMP CF CAZ CTX AMC GN +
TEsp 12 AMP CF CAZ CTX AMC CL +
TEsp 16 AMP CF CAZ CTX AMC +
TKp 22 AMP CF CAZ CTX AMC AK GN CL +
TEsp 28 AMP CF CAZ CTX AMC CL +
TEsp 29 AMP CF CAZ CTX AMC +
TKp 33 AMP CF CAZ CTX AMC GN CL +

TEsp: Transconjugante Enterobacter sp, TKp: Transconjugante klebsiella pneumoniae, AMP:
ampicilona CF: cefalotina CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, amoxicilina-acido clavulanico,
GN: gentamicina, AK: amikacina, BLEE: 3-lactamasas de espectro extendido.

Aislamiento de plasmidos empleando el método de lisis alcalina

Para determinar la presencia de plasmidos se realizé la técnica de extraccion
modificada de lisis alcalina (Birboim y Doly, 1979). El aislamiento se inicié a
partir 20,0 ml de cultivo en medio LB crecido a 37°C, en una atmdésfera de
aerobiosis y con agitacion constante durante 18 horas; a continuacién, las
células bacterianas se recolectaron por centrifugacién a 4 000 g, durante 10
minutos, se recupero el sedimento y se anadieron 200 ul de solucion | (glucosa
50,0 mmol.I", Tris-HCI 25,0 mmol.I", EDTA 10,0 mmol.I', pH 8,0).
Posteriormente, se le colocaron 10,0 ul de lisozima, preparada en Tris-HCI 10,0

mmol.I"", y se incubd por 20 minutos a 37°C. Luego, se agregaron 400,0 pl de
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solucion de lisis (NaOH 0,2 mol.I'", SDS 1,0%, pH 11,0), se mezclé suavemente
por inversion y se incubé en hielo durante 10 minutos; al finalizar esta
incubacion, se le afadieron 300,0 ul de solucion Ill (acetato de potasio 3,0
mol.I"", pH 4,8), se mezcld por inversién y se incubé en hielo durante 10
minutos, se centrifugd durante 15 minutos a 12 000 g y al sobrenadante se le
agrego fenol-cloroformo (1:1). La solucion se mezcld y se centrifugd a 13 500
g, durante 15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo corex estéril,
cuidando de no tomar suspension cercana a la interfase, se le afiadié 1,0 ml de
etanol puro (100%), se mezcld por inversion y se dejé a temperatura ambiente;
luego, se centrifugé por 10 minutos a 13 500 g, al precipitado se le agrego 1
ml de etanol al 70,0%, se mezclo y, posteriormente, se centrifugd a 13 500 g
por 10 minutos, el sedimento se dej6 secar a 37°C. El precipitado se

resuspendio en 20,0 pl de agua purificada y, finalmente, se almacend a -20°C.

Aislamiento de plasmidos mediante el estuche Wizard Plus SV Minipreps

Con el fin de obtener mayor rendimiento, y pureza de ADN plasmidico se
empled el estuche de extraccion Wizard Plus SV Minipreps (promega). Para
ésto, se partié de 10,0 ml de un cultivo de la cepa crecida en una atmédsfera de
aerobiosis a 37°C, con agitacién constante, durante 18 horas, la cual se
centrifugdé a 10 000 g, durante 10 minutos. Se resuspendid el sedimento con
250 pl de la solucion de resuspension celular, luego se agregaron 250,0 ul de
solucion de lisis celular, se mezcldé por inversion y se incubd 5 minutos a
temperatura ambiente. Se anadieron 10,0 ul de la solucién proteasa alcalina, se
mezclé por inversion, y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se
agregaron 350,0 ul de la solucion de neutralizacion y se mezcl6 por inversion.
Se centrifugd a 13 000 g durante 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante se
recolecté en una columna (Wizard SV Minicolumn), se centrifugd a 13 000 g,
durante 2 minutos, a temperatura ambiente. Se retiré la columna y se descarto

el filtrado del tubo de recoleccién, se volvio a insertar la columna y se
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agregaron 750,0 pl de solucién de lavado; luego se centrifugd a 13 000 g, por 2
minutos. Se desechd nuevamente el filtrado y se repitié este ultimo paso, esta
vez con 250,0 yl de solucion de lavado y se centrifugé a 13 000 g, por 2
minutos, a temperatura ambiente, la columna se transfirid a un tubo Eppendorf
de 1,5 ml estéril y se agregaron 100,0 uyl de agua libre de nucleasa; a
continuacién, se centrifugd a 13 000 g, durante 2 minutos, a temperatura

ambiente. Se desech¢ la columna y el ADN se almacené a -2°C.

Perfil de restriccion plasmidico en las cepas mediante cortes especificos

con la enzima EcoRlI, Nhel

Para obtener el perfil de restriccion de los plasmidos, se mezclé 16 pl del ADN
plasmidico aislado con 2,0 yl de agua bidestilada estéril, 2,0 yl buffer éptimo
para la enzima de restriccién, 1,0 yl ARNasa y 2,0 pl de la enzima EcoRI 6
Nhel, a la temperatura de 37°C en una hora, la digestién se dejoé durante toda la

noche.

Deteccion de los genes blasyy y blarem en plasmidos.

Los genes se determinaron mediante la técnica de PCR, empleando
oligonucledtidos especificos que hibridan en regiones conservadas para todos

los genes blarem y blaghy.

Los oligonucleétidos SHV-F: 5-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3' y SHV-R:
5-CGT TTC CCA GCG GTC AAG G-3’, permitieron amplificar un producto de
840 pb (Brisse y Verhoef, 2001), y TEM-F: 5-ATG AGT ATT CAA CAT
TTC.CG-3' y TEM-R: 5-CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG-3 un producto de
867 pb (Eckert et al., 2004).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
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Los genes se determinaron mediante la técnica de PCR, empleando
oligonucledtidos especificos que hibridan en regiones conservadas para todos

los genes blarem y blashy.

Los oligonucledtidos SHV-F: 5-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3' y SHV-R:
5-CGT TTC CCA GCG GTC AAG G-3, permitieron amplificar un producto de
840 pb (Brisse y Verhoef, 2001), y TEM-F: 5-ATG AGT ATT CAA CAT
TTC.CG-3' y TEM-R: 5-CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG-3, un producto de
867 pb (Eckert et al., 2004).

Electroforesis

Las muestras de ADN y los productos amplificados se observaron en un gel de
agarosa al 2,00% preparado con buffer TBE 1X (Stock 10X: tris base 0,89
mmoI.I'1, EDTA 0,02 mmoI.I'1). Este buffer se utilizd ademas para realizar las

migraciones electroforéticas.

Para las corridas electroforéticas se empledé un buffer de carga (azul de
bromofenol 0,25% y sacarosa 0,25%). Este buffer se mezcldé con la muestra.
Las muestras en el gel se corrieron entre 80 a 100 voltios, durante 1 hora,

aproximadamente.

Los geles fueron coloreados con solucién de bromuro de etidio 0,50 pg.mi™,
durante 5 minutos, y el exceso se eliminara al mantener el gel en agua durante
5 minutos. Las bandas plasmidicas se observaron en un transiluminador de la

luz ultravioleta y finalmente fueron fotografiadas y analizadas.

Analisis estadistico
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Se realizé un analisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos, los

cuales se represento en tablas y figuras (Jiménez, 2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La resistencia a los antimicrobianos constituye un importante problema de salud
publica, sobre todo cuando los genes que codifican la resistencia se encuentran
en plasmidos conjugativos, ya que su propagacion puede acelerarse

considerablemente (Blanc, 2007).

La extraccién de plasmidos con el método de lisis alcalina reveld la existencia
de una molécula de =2 12 000 pb en todas las cepas donantes, mientras que en
las transconjugantes, en el 50,00% de las cepas, se encontré una banda
plasmidica compatible en tamafo con las observadas en las donantes. En
ninguno de los casos se logré obtener un buen rendimiento de ADN cuando se
utilizé el método de lisis alcalina empleando cloroformo-fenol (Figura 1). El
posible fracaso pudo deberse, quizas a que, tanto las cepas de K. pneumoniae
como de Enterobacter sp. se caracterizan fenotipicamente por ser mucoides. Al
respecto, Guzman (2006) sefiala que la presencia de la capsula polisacéarida es

una limitante en el rendimiento de la técnica.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13
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Figura 1 Perfil plasmidico de las cepas donantes de enterobacterias aisladas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcala y de las

cepas transconjugantes de Escherichia coli obtenidas por conjugacion in vitro.

Carriles del 1 al 13: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder. 2: cepa Esp06, 3: cepa
Kp09, 4: cepa TKp 09, 5: cepa Esp 12, 6: cepa Esp 16, 7: cepa TEsp16, 8: cepa Kp 22, 9: cepa
Esp28, 10: cepa Esp 29, 11: cepa TEsp29, 12: cepa Kp33, 13: cepa TKp33.
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En vista de la problematica presentada y de las limitaciones que se tenian para
realizar con poca cantidad de ADN las digestiones de los plasmidos, se
procedi6 a emplear el estuche de extraccion Wizards Plus SV Minipreps
(Promega), con la finalidad de aumentar la eficacia, el rendimiento y la calidad
de ADN plasmidico.

En la figura 2 se muestran los aislamientos de las cepas donantes y sus
transconjugantes obtenidas mediante la extraccion con el estuche. Los
resultados revelaron la presencia de las bandas observadas por el método de
lisis alcalina. Con el estuche no se logré detectar plasmidos en las cepas
transconjugantes TKp22 y TEsp28; sin embargo, se recuperdé ADN plasmidico
en las cepas TEsp06 y TEsp12, que por el método anterior no se habian

logrado aislar.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2. Perfil plasmidico de cepas donantes de enterobacterias aisladas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcala y de

cepas transconjugantes de Escherichia coli obtenidas por conjugacion in vitro.

Carriles del 1 al 15: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: cepa Esp06, 3: cepa
TEsp06,4: cepa KpQ9, 5:cepa TKp 09, 6: cepa Esp 12, 7: cepa TEsp 12,8: cepa Esp16, 9: cepa
TEsp16, 10: cepa Esp 29, 11: cepa TEsp29, 12: cepa Kp33, 13: cepa TKp33,14: cepa Kp 22,
15: cepa Esp 28.

Este resultado pone de manifiesto que el uso del estuche logré recuperar

plasmidos en cepas donde el método manual no lo hizo. Sdélo en dos casos,

17



ninguno de los métodos de extraccion logré detectar plasmidos, lo que hace
suponer que en estas cepas pudiera existir un plasmido de gran tamafo que no

fue extraido por ninguno de los dos métodos.

Con el estuche Wizard Plus SV Minipreps se obtuvieron mejores resultados que
con el método de lisis alcalina, en cuanto a rendimiento, pureza y recuperacion

de ADN plasmidico se refiere.

En este sentido, Szabd et al. (2005), utilizaron el estuche Wizard Plus SV
Minipreps (promega) para obtener el perfil plasmidico en cepas de Enterobacter
cloacae y lograron detectar mas de un plasmido, en todas las cepas cuyos

tamanos oscilaron entre 700 y 20 000 pb.

Silva et al. (2000) emplearon el estuche Wizard Plus SV Minipreps (Promega)
para evaluar la presencia de plasmidos en cepas de E. coli resistentes a
cefotaxima; los resultados de la investigacion revelaron la existencia de

plasmidos con tamarnos comprendidos entre 600 y 15 000 pb.

Ferreira et al. (2011) realizaron un estudio para detectar la presencia de
plasmidos de resistencia en cepas aisladas de pacientes con IIH, los autores
emplearon el estuche Wizard Plus SV Minipreps (promega) para realizar las

extracciones, lo cual permitié detectar plasmidos de diferentes tamafios.

En todas las cepas, tanto donantes como transconjugantes, se observa la
presencia de una banda plasmidica, a excepcion, de las cepas Kp22 y Esp28
que pareciera tener dos bandas. Si se considera que cada banda corresponde a
una molécula plasmidica, entonces, el perfil presentado por las cepas sugiere
que la mayoria poseen una molécula que pareciera ser comun tanto en K.

pneumoniae como en Enterobacter sp.
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Existen diversos estudios, a nivel internacional y nacional, que han demostrado
la presencia de moléculas plasmidicas., Al respecto, Calderén et al. (2003)
caracterizaron molecularmente cepas de K. pneumoniae y E. cloacae
productoras de BLEE, aisladas de una unidad de cuidados intensivos neonatal
de Lima, Peru, demostrando la presencia de moléculas plasmidicas en todas
las cepas, y ademas denotaron que todos los aislamientos portaban el gen que

codifica para la BLEE tipo SHV-5 transferible a otras especies.

Espinal et al. (2004), en un estudio epidemiolégico molecular realizado a 15
aislados de K. pneumoniae, provenientes de un hospital de tercer nivel en
Bogota, Colombia, demostraron la presencia de un plasmido de 23 kilobases,

transferible por conjugacion bacteriana que conferia resistencia a ceftazidima.

Sanchez et al. (2006) detectaron, mediante ensayos moleculares, la presencia
de genes codificantes para enzimas B-lactamasas, los cuales se encontraban
en plasmidos conjugativos en cepas de K. pneumoniae resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam, aisladas de diversos

cuadros patoldgicos en algunos centros hospitalarios chilenos.

Guzman (2006) evalud la presencia de plasmidos conjugativos en 29 cepas de
K. pneumoniae, provenientes de pacientes atendidos en los diferentes servicios
médicos del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcala”, y demostré que el
83,00% de las cepas presentaron plasmidos de gran tamafo, que conferian

resistencia, principalmente, a las cefalosporinas de tercera generacion.

Redondo y Alonso (2007) demostraron la presencia de moléculas plasmidicas
en cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, aisladas de cuatro
centros de salud de Caracas, ademas, comprobaron la diseminacion de los

plasmidos, al detectarlos en cepas transconjugantes.
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Navarro (2010) demostr6 la presencia de plasmidos en cepas de K.
pneumoniae, donde el 58,3% de éstas presenté una banda plasmidica de gran

tamafo y el resto, mas de una molécula.

Con el proposito de discernir si las bandas de ADN obtenidas en las diferentes
cepas se trataban de las mismas moléculas, se procedié a digerir el ADN
plasmidico con la enzima EcoRI. Los resultados de la digestion con esta enzima
no fueron satisfactorios, debido a que no se observaron cortes en el ADN. Este
resultado se mantuvo reproducible, razén por la cual el ensayo se realizd
empleando la enzima Nhel, la cual tampoco generd cortes en el ADN

plasmidico (Figura 3).

La gran mayoria de los estudios de restriccion plasmidico realizados en el pais
emplean EcoRIl como enzima, por generar cortes frecuentes y patrones de
banda discernibles (Narvaez, 2005; Guzman, 2006; Redondo y Alonso, 2007;
Guzman y Alonso 2009).

Redondo y Alonso (2007) determinaron el patron de restriccion en plasmidos
conjugativos en cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, aisladas de
pacientes hospitalizados en cuatro centros de salud del area metropolitana de
Caracas y emplearon EcoRI para establecer el patron de restriccion, en su
trabajo se pudieron distinguir mas de cinco plasmidos diferentes. Asi mismo,
Guzman y Alonso (2009), emplearon EcoRI para determinar la existencia de
plasmidos comunes en cepas de K. pneumoniae, basandose en la similitud de

las bandas, en el estudio lograron detectar tres tipos de moléculas.

El hecho de no haber obtenido patrones de bandas que permitieran diferenciar
los plasmidos, y poder establecer la presencia de un plasmido circulante en el
centro hospitalario, puede deberse a diversos factores. En primer lugar, no se

puede descartar el hecho de que los plasmidos aislados hayan sido cortados
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una vez por la enzima y que su configuracién superenrrollada haya pasado a
ser lineal, aspecto que no se observa en la figura 3, ya que si se considera la
teoria segun la cual los plasmidos superenrrollados migran mas rapido en una
electroforesis, en la figura se puede detallar que las bandas que se sometieron
a la digestién y las obtenidas después de la misma, se observan en el mismo

nivel (Sambrook y Russel, 2001).

Figura 3. Perfil de restriccion plasmidico de cepas donantes y transconjugantes

con enzimas EcoRI 6 Nhel.

Carriles del 1 al 7: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: cepa Kp 33, 3:
Digestion Kp33 con EcoRl, 4: Digestién Kp33 con Nhel, 5: cepa TKp33, 6: Digestion TKp33 con
EcoRl, 7: Digestion TKp33 con Nhel.

En las bacterias existe un sistema de modificacidn-restriccion, cuya funcion es
bloquear los sitios de restriccion en el ADN, mecanismo con el cual la bacteria
se protege, generalmente, el mecanismo empleado es la metilacion el cual
consiste en la adicion de un grupo metilo (-CH3) en la base donde se genera el
corte (Wilson, 1991).

Algunos investigadores han reportado la existencia de plasmidos donde se ha
determinando la presencia de sistemas de modificacion-restriccion. Al respecto,
Perichdn et al. (2008) reportaron la presencia del sistema de modificacion-

restriccion de ADN tipo | en plasmidos aislados de 1540 cepas de
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enterobacterias, provenientes de pacientes atendidos en un hospital belga. Por
su parte, Ichege y Kobayashi (2005) reportaron la presencia de un sistema de
modificacion-restriccion EcoRI en plasmidos aislados de diferentes cepas
bacterianas. También, Kulakauskas et al. (1995) reportaron un sistema de
modificacion-restriccion EcoRI en plasmidos. Todos los trabajos antes
mencionados concluyen que los sistemas de modificacidn-restriccion son

importantes en el mantenimiento de los plasmidos en las células bacterianas.

Las pB-lactamasas tipo BLEE son enzimas que presentan un espectro
incrementado de actividad hidrolitica contra las cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion (ceftazidima, cefotaxima, cepefima) y sobre el aztreonam
(Torres et al., 2005). La resistencia bacteriana a los antimicrobianos, dada por
la produccion de B-lactamasas plasmidicas tipo BLEE, es un grave problema,
descrito, principalmente, en cepas de origen intrahospitalario, el cual es
originado por la presion selectiva ejercida en dicho ambiente (Blanc, 2007). En
las bacterias gramnegativas causantes de infecciones, el grado de resistencia
que generan estas enzimas se correlaciona con su concentracion, afinidad por
los diferentes B-lactamicos y por sus propiedades hidroliticas (Marin y Gudiol,
2003; Blanc, 2007)

Las BLEE son derivadas a partir de mutaciones puntuales de las [(-lactamasas
de espectro ampliado (BLEA) TEM-1, TEM-2 y SHV-1, aunque existen otras
familias de BLEE, como las tipos CTX-M, OXA y PER, que tienen origenes
diferentes y una escasa relacion estructural con las TEM y SHV (Bonnet et al.,
2001).

Desde el punto de vista clinico, la deteccion de las BLEE es importante, porque
de su reporte depende el éxito terapéutico al utilizar cefalosporinas de tercera
generacion o aztreonam. En los pacientes en los cuales se han aislado cepas

productoras de BLEE, no es recomendable la administracion de estos
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antimicrobianos, ya que conduciran a un fracaso terapéutico, sobre todo cuando
las CMI oscilan entre 2-8 pg.ml”' (Martinez, 2006; Armindo et al., 2007). La
deteccion fenotipica de una B-lactamasa s6lo permite predecir la posible clase
de BLEE existente en una bacteria, razoén por la cual hay que recurrir a estudios
moleculares para poder establecer el tipo especifico de enzima. Desde el punto
de vista molecular, la identificacion de una B-lactamasa se realiza mediante la
técnica de PCR, amplificando un determinado gen (blatem, blashy, blacTtx-m,
blaoxa, blaper, entre otros); sin embargo, para la identificacion definitiva se

tienen que secuenciar los productos (Bonnet et al., 2001).

La existencia de plasmidos conjugativos que portan genes que codifican
enzimas capaces de hidrolizar ciertos antimicrobianos es considerado un factor
epidemioldgico importante, ya que éste es responsable de la diseminacion de la
resistencia a otros patégenos (Araque et al., 2000; Torres et al., 2002; Torres et
al., 2006; Armindo et al., 2007).

En cuanto a la determinacion de los genes blasyy y blarem, €l gen blasyy se
encontré en seis aislamientos plasmidicos (Esp06, TEsp06, Esp12, TEsp12,
Kp33, TKp33), mientras que, el gen blatem se identifico unicamente en el
aislamiento plasmidico de la cepa donante Esp06 y TEsp06, lo que revela que

la cepa donante Esp06 poseia los dos genes (figura 4).

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados por
diversos autores, quienes han demostrado que las BLEE estan codificadas en
plasmidos transferibles, de gran tamafo, que pueden portar simultaneamente
otros determinantes de resistencia (Moland et al., 2002; Hernandez et al., 2005;
Torres et al.,, 2006). Este hallazgo debe ser considerado como un factor de
riesgo en el centro hospitalario, ya que la conjugacion y la presion selectiva
facilitan la diseminacion de determinantes de resistencia, e incluso, pueden

provocar brotes intrahospitalarios en otras areas.
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Figura 4. Producto de PCR obtenido de la amplificacién del gen blargm y blasny
en las cepas donantes de enterobacterias y en cepas transconjugantes a partir

de ADN plasmidico.

A. Cepas con el gen blagyy. Lineas 1 a 9. 1 : Marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2:
E. coli J62-2 (Control negativo), 3: K. pneumoniae M1 (control positivo), 4: cepa Esp 06, 5: cepa
TEsp06, 6: cepa Esp12, 7: cepa TEsp12, 8:cepa Kp33, 9: cepa TKp33. B. Cepas con el gen
blaTEM Lineas 1 a 4. 1: Marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: K. pneumoniae
ATCC 700603 (control positivo), 3: E. coli J62-2 (Control negativo), 4: cepa Esp 06.

En la tabla 3 se muestra un resumen de las caracteristicas detectadas en los
plasmidos presentes en las cepas de enterobacterias. En las extracciones
plasmidicas de las cepas Kp09, TKp09, Esp16, TEsp16, Kp22, Esp28, Esp29 y
TEsp29 no se encontraron ningunos de los genes estudiados; sin embargo, no
significa que estos plasmidos no posean genes de resistencia, al respecto, hay
que tener presente que el gen blactxw (no detectado en este estudio) puede
conferir resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, aspecto que hay
que considerar, debido a que no se conoce el espectro hidrolitico de las cepas
de manera cuantitativa (concentracion minima inhibitoria) a este grupo de

antimicrobianos.
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Eckert et al. (2004) realizaron un trabajo con el propésito de determinar la
diseminacion de B-lactamasas tipo CTX-M en plasmidos de 19 cepas de
enterobacterias, en Francia, las cuales presentaban un alto nivel resistencia a

CTXy ATM. En todas las cepas, el gen responsable de conferir resistencia a las
cefalosporinas fue blacrx-m-15, adicionalmente, se encontré el gen blarem 1 en 10

de los aislamientos. Estos genes fueron encontrados en plasmidos de gran

tamano.

En Venezuela, Torres et al. (2006) detectaron genes en plasmidos conjugativos
y sefialaron una alta prevalencia del gen blasnhy, al identificarlo en el 71,60% de
las cepas. Simultaneamente, en el 21,10% de los aislamientos se identific el
gen blactx-w1, €n las cepas que poseian resistencia a CTX y resistencia o
susceptibilidad intermedia a FEP, comportamiento que es caracteristico de las

enzimas pertenecientes a la familia CTX-M.

El gen blasyy se encontrd en los aislamientos plasmidicos de las cepas, Esp12,
Kp33, asi como en sus respectivas transconjugantes, TEsp12, TKp33, las
cuales, desde el punto de vista fenotipico, son productoras de BLEE y tienen
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién, aspectos que coinciden
para una cepa productora de B-lactamasa tipo SHV. No obstante, no debe
descartarse el hecho de que las cepas presenten el gen que codifica para la
enzima SHV-1 y, ademas tenga una CTX-M como responsable de conferir
resistencia a todas las cefalosporinas de tercera generacion, igual la cepa
Esp06 y su transconjugante (TEsp06) presentan los genes blargmw y blasyy €n un
plasmido conjugativo, es posible que en las cepas el gen blatey detectado sea
responsable de codificar una B-lactamasa tipo TEM-1 o TEM-2, la cual confiere
resistencia a las penicilinas y cefalosporinas de primera generacion, mientras
que, el gen blasyy pueda codificar una enzima tipo SHV-1, de ser cierto dichas

afirmaciones, los enzimas codificadas por estos genes son BLEAs, las cuales
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Tabla 3. Caracterizacion de plasmidos bacterianos presentes en cepas de enterobacterias aisladas de pacientes con

[IH del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Cepa
Esp 06
TEsp 06
Kp 09
TKp09
Esp 12
TEsp12
Esp 16
TEsp 16
Kp 22
TKp22
Esp 28
TEsp 28
Esp 29
TEsp 29
Kp 33
TKp33

BLEE

-+

Resistencia a los
B-lactamicos

AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX
AMP CF CAZ CTX

Numero de plasmidos

Kit /Lisis alcalina
11

1/0
1M
11
11
1/0
1M
1M
21
ND/ND
2/1
ND/ND
11
11
1M
171

Genes detectados en
plasmidos

SHV,TEM
SHV, TEM

SHV
SHV

ND

ND

SHV
SHV

IIH: BLEE: B-lactamasas de espectro extendido, Kp: K. pneumoniae, Esp: Enterobacter sp,
ceftazidima, CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, ND: no detectado.
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no serian las responsables de conferir resistencia a las cefalosporinas de
tercera generacion, por esta razon, no se cierra la posibilidad de que en el
plasmido se encuentre otro gen que codifica para una enzima tipo BLEE o que
el gen, SHV detectado codifique para una SHV tipo BLEE. Para dilucidar con
exactitud el tipo de enzimas presentes en los plasmidos aislados de las cepas,

se recomienda hacer analisis de secuenciacion.

La existencia de varios genes en un plasmido fue reportada en aislamientos
bacterianos obtenidos del HUAPA, por Guzman y Alonso (2009), quienes
encontraron la presencia de genes blatgym y también los genes blasyy y blactx-wm
en plasmidos conjugativos y no conjugativos presentes en cepas de K.
pneumoniae; ademas, evidenciaron la combinacion blasyy y blatem en 15
cepas, la combinacion blactx-m y blarem en dos cepas. La combinacion de los
tres genes fue observada en tres cepas, de un total de 25. El analisis de
secuenciacion indicd que las enzimas identificadas reveld la presencia de TEM-
1, SHV-5-2a y CTX-M-2.

Garza et al. (2007), identificaron la presencia del gen que codifica para la BLEE
tipo SHV-2 y SHV-5 codificadas en plasmidos transferibles y no transferibles en
enterobacterias de un banco de cepas obtenidas de siete diferentes hospitales
de México. Por su parte, Alarcén et al. (2008) caracterizaron 3-lactamasas de
espectro extendido en 30 aislamientos clinicos de E. coli en 2 hospitales de
México, y reportaron la presencia de genes blarem, blaspy y blactx-m codificados

en plasmidos conjugativos.

La aparicion de cepas resistentes que contienen plasmidos conjugativos y que
portan genes de resistencia que codifican para una BLEE, ha sido uno de los
principales problemas de resistencia a los antimicrobianos en las ultimas
décadas, a nivel mundial, y los resultados presentados en esta investigacion lo

ponen de manifiesto una vez mas, razén por la cual, es importante seguir con el
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monitoreo de este tipo de cepas en nuestro medio, con el fin de poder utilizar el

mejor procedimiento diagndstico para identificarlas.
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CONCLUSIONES

En todas las cepas donantes de enterobacterias y en la mayoria de las cepas

transconjugantes, se aislaron plasmidos de gran tamario = 12 000 pb.

Las moléculas plasmidicas obtenidas no fueron digeribles por las enzimas
EcoRI y Nhel.

El gen blaswy se encontré en un 75,00% y el gen blargm en un 25,00%, en los

plasmidos presentes, tanto en cepas donantes, como en cepas

transconjugantes.
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RECOMENDACIONES

Mantener la vigilancia epidemioldgica, tanto de las bacterias que se encuentran
circulando en las areas médicas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”, como de los distintos elementos genéticos responsables de la

resistencia bacteriana.

Fomentar el uso y seleccidén adecuada de los agentes antimicrobianos, debido a

que es el recurso mas eficaz para combatir las infecciones intrahospitalarias.

Continuar con los ensayos de digestion plasmidica, empleando otras enzimas,
con la finalidad de lograr obtener el perfil de restriccion, para asi determinar la

relacion clonal entre los plasmidos aislados.

Continuar con la busqueda de genes de resistencia, tanto a 3- lactamicos, como
a otros antimicrobianos, que se alberguen en plasmidos conjugativos, con el fin
de identificar cudles son los genes predominantes, que interesan para
recomendar el mejor tratamiento y conseguir el éxito terapéutico en los

pacientes afectados.
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Area Subarea

Microbiologia Bacteriologia

Resumen (abstract):

El propésito de este trabajo fue analizar la presencia de plasmidos conjugativos
que portan genes de resistencia a B-lactamicos en cepas de enterobacterias,
aisladas de pacientes con infecciones intrahospitalarias, del Hospital
Universitario “Antonio Patricio Alcala”, Cumana, estado Sucre, durante el
periodo comprendido entre septiembre y noviembre de 2005. La extraccion de
los plasmidos conjugativos se realizdé en ocho cepas de enterobacterias y sus
respectivas transconjugantes, obtenidas previamente mediante conjugacion
bacteriana; para tal fin se empled el método de lisis alcalina con fenol-
cloroformo y el estuche Wizards Plus SV Minipreps (Promega). Para obtener el
perfil de restriccion de los plasmidos, el ADN plasmidico fue digerido con las
enzimas EcoRI y Nhel. La presencia de los genes que codifican resistencia a 3-
lactamicos se realiz6 empleando la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con el uso de iniciadores especificos para los genes blasny
y blatem. Se logré aislar plasmidos, mediante el método de lisis alcalina con
fenol cloroformo, en todas las cepas donantes, pero no se aislé en cuatro
transconjugantes, mientras que con el método de extraccion estuche Wizards
Plus SV Minipreps (Promega) se obtuvo aislamiento plasmidico en las ocho
cepas donantes y en seis transconjugantes. El analisis de restriccion de los
plasmidos no permitio definir ningun perfil en las cepas, ya que no se
produjeron cortes con las enzimas empleadas. En seis aislamientos plasmidicos
se logré obtener amplificacion para el gen blasny, y en dos la presencia del gen
blatem. Los resultados revelan la existencia de plasmidos conjugativos en cepas
de enterobacterias que portan genes de resistencia a B-lactamicos.
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CUNO9S
Cumand, 04 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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a usted a los fines consiguientes.

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los MNicleos, Coordinador General de

Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccibn de Presupuesto,
Contralorta Intemna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
a Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado,

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO
(vigente a partir del II Semestre 2009, segiin comunicacién
CU-034-2009): “Los trabajos de grados son de la exclusiva
propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Concejo de Ncleo
respectivo, quien debera participarlo previamente al Concejo
Universitario, para su autorizacion”.

Autor
, Lastra'L., Loriannys L.

%sora Jurado
Guzman, Militza Salazar, Elsa Medina, Belkis

POR LA COMISIO
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