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RESUMEN

Se evalud la presencia de los genes que codifican enzimas B-lactamasas tipo
TEM y SHV en aislados de Escherichia coli, para ello se utilizaron 135 cepas
identificadas inicialmente como bacilos Gram negativos fermentadores de
lactosa, provenientes de pacientes con infeccion intrahospitalaria internados en
las diferentes areas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”,
Cumana, estado Sucre, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009. La
identificacion se realiz6 empleando los protocolos convencionales para
bacterias Gram negativas fermentadoras. La susceptibilidad antimicrobiana y la
produccion de B-lactamasas se realizaron por el método de difusion en disco,
siguiendo los lineamientos para enterobacterias establecidos por el Instituto
Estandar de Laboratorios Clinicos (2010). La deteccion de genes codificadores
de B-lactamasas se realizd por medio de la técnica de reacciéon en cadena de la
polimerasa. El estudio arrojé que 22,96% de las cepas se identificaron como E.
coliy el 77,04% resultaron otro tipo de enterobacterias; el 97,78% de las cepas
de E. coli estudiadas fueron resistentes a ampicilina y 77,42% a cefalotina,
mientras que, la amoxicilina/acido clavulanico fue inactiva en el 25,81%,
cefotaxima (22,58%), ceftazidima (16,13%) y 12,90% para aztreonam vy
cefepima respectivamente. La frecuencia de cepas productoras de @3-
lactamasas de espectro extendido fue de 22,58%. Un 29,03% de los aislados
mostré la presencia del gen blarem ¥ 9,68% el gen blasyy. La presencia de
cepas de E. coli productoras de enzimas [(-lactamasas representa un riesgo
para el centro hospitalario, ya que este mecanismo de resistencia puede
diseminarse hacia otros géneros y familias bacterianas, comprometiendo el
éxito terapéutico.
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INTRODUCCION

Se denomina infeccion intrahospitalaria (IIH) a toda infeccién que se desarrolla
durante la estadia de un paciente en un centro hospitalario, se originan en un
periodo de 48 a 72 horas después que un paciente ha ingresado al centro, o
dentro de los 14 dias después de que el paciente ha egresado del mismo. Las
IIH representan una de las complicaciones mas comunes que afectan al

paciente hospitalizado (Horan et al., 2008).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente, el 5,00%
de los pacientes que ingresan a un centro hospitalario pueden contraer una IIH
(Cutie et al., 2003). Estudios microbiolégicos han demostrado que el 50,00% de
estas infecciones son causadas por bacilos Gram negativos pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, no obstante, la frecuencia de una especie en
particular varia segun la flora microbiana de cada hospital. Dentro de las
especies que se aislan frecuentemente se encuentran Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae (Albar et al., 1993; Smith, 1999).

E. coli ha sido clasificada dentro del reino Procariota, orden Enterobacteriales,
familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichiae y género Escherichia. Estos
microorganismos son bacilos Gram negativos que miden de 1,00 — 3,00 um de
largo, anaerobios facultativos, moviles, con excepcion de algunas variantes que
son inmoviles, en su mayoria no son capsuladas, no forman esporas y crecen

bien en los medios comunes de laboratorio (Koneman et al., 2008).

E. coli forma parte de la flora normal del intestino, la piel y las mucosas, pero en
ocasiones es considerada patdgena, capaz de producir una amplia variedad de
cuadros clinicos, como infeccion del tracto urinario, de heridas postoperatorias,

infeccidbn respiratoria o bacteriemias primarias. Globalmente, son las



responsables de un tercio de las bacteriemias, de mas de la mitad de las
infecciones entéricas y de la mayoria de las infecciones urinarias (Eisenstein y
Zaleznik, 2000).

La frecuencia de IIH causada por cepas de E. coli resistente a los
antimicrobianos, se han incrementado en las ultimas décadas, reflejandose con
mayor incidencia en las areas de hospitalizacion, especialmente, en las
unidades de cuidados intensivos, situacion que se manifiesta en los altos costos
hospitalarios, complicaciones médicas y en las elevadas tasas de morbilidad y

mortalidad (Livermore et al., 2007).

Una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia
frente a uno o varios antimicrobianos, asi mismo, un antimicrobiano puede
ser inactivado por distintos mecanismos. El mecanismo mas comun de adquirir
resistencia bacteriana es el intercambio de material genético entre poblaciones
bacterianas, el cual permite la adquisicidn de caracteristicas fenotipicas que
originan la aparicion de cepas bacterianas con nuevos fenotipos (Ariffin et
al., 2004; Byarugaba, 2004).

Los B-lactamicos, por ser altamente eficaces, tener baja toxicidad y ser de
amplio espectro, son los antimicrobianos que comunmente se emplean en el
tratamiento de las IIH causadas por bacilos Gram negativos; sin embargo, el
éxito de los mismos ha sido afectado por los diversos mecanismos de

resistencia adquiridos por las bacterias (Giamarellou, 2005; Denton, 2007).

En las bacterias Gram negativas existen diversos mecanismos que le
proporciona resistencia a los B-lactamicos, entre los mas comunes se
encuentran, alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa,
disminucién en la afinidad de los sitios blancos de la droga o de las proteinas
fijadoras de penicilinas y la produccion de enzimas B-lactamasas (Venezia et

al., 2005). La produccion de enzimas [-lactamasas constituye el principal



mecanismo de resistencia presente en miembros de la familia
Enterobacteriaceae contra los B-lactamicos (Owens y Rice, 2006; Paterson,
20006).

Las B-lactamasas son un grupo complejo de enzimas con propiedades
diferenciales de acuerdo al sustrato que hidrolizan. Segun la localizacion del
gen que codifica a la B-lactamasa pueden ser cromosdmicas o plasmidicas. Las
B-lactamasas cromosémicas forman parte del genoma bacteriano y se
mantienen presentes en bacterias de una misma especie, mientras que las
codificadas por plasmidos pueden encontrarse en diferentes especies
bacterianas, ademas, poseen la propiedad de diseminarse mediante el proceso
de conjugacion bacteriana a cepas relacionadas o no, confiriéndole de esta
manera a la bacteria que lo recibe un perfil fenotipico de resistencia

antimicrobiana multiple (Gniadkouwski, 2001).

Las enzimas p-lactamasas han sido clasificadas en base a su punto
isoeléctrico, especificidad de sustrato y secuencia de aminoacidos, pero la
clasificacion mas utilizada es la de Bush et al. (1995), donde se emplean los
criterios de funcionalidad clasicos con los aspectos moleculares, el grupo 2b de
esta clasificacion 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 extendido su efecto hidrolitico a las
cefalosporinas de tercera generacién y a los monobactamicos, dando origen a
las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), enzimas que pertenecen a la
clase molecular A de Ambler y se incluyen dentro del grupo 2be propuesto en la

clasificacion (Bush et al., 1995).

Se han descrito mas de 100 variantes de BLEE tipo TEM y SHV (Jacoby vy

Bush, 2009), lo que genera una idea de la gran diversidad del proceso evolutivo



que han presentado estas enzimas. En las enterobacterias se han descrito otros
tipos de BLEE (CTX-M, PER, GES y OXA), las cuales presentan origenes
diferentes y una escasa relacion estructural con las TEM y SHV (Walsh et al.,
2005; Mattar y Martinez, 2007).

Las BLEE presentan de 1 a 4 sustituciones de aminoacidos comparados
con las enzimas originales, estas mutaciones puntuales provocan cambios
en la configuracion alrededor del sitio activo de la enzima, aumentando el
espectro de su actividad hidrolitica y reduciendo la actividad de un
amplio rango de B-lactamicos de espectro extendido, que incluyen a las
cefalosporinas de tercera generacion, al aztreonam y a cefepima, no siendo

activas contra los carbapenemas (Bradford, 2001; Rice, 2001).

Las BLEE se caracterizan por ser inhibidas por el acido clavulanico (AC),
propiedad que ha permitido su deteccién fenotipica a través de la produccion de
un fendmeno sinérgico, al aproximar los discos de cefalosporinas de tercera
generacion (ceftazidima y cefotaxima) y cuarta generacion (cefepima) a 15,00
mm del AC. La identificacion definitiva de los distintos genes que codifican
BLEE se realiza mediante el uso de la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) (Blasquez et al., 1993; Murria et al., 2003).

Ryoo et al. (2005) realizaron una investigacion para determinar la diseminacion
de B-lactamasas tipo SHV-12, TEM y CTX-M, en cepas intrahospitalarias de
E. coli y K. pneumoniae, aislada de 12 hospitales de Corea. En el estudio se
reporto la presencia de los genes blatey y blaspyiz como los mas frecuentes
entre los

aislados de E. coli.

Subramaniam et al. (2006), en un estudio hecho en Malasia a 11 cepas de

E. coli, encontraron que todas fueron fenotipicamente productoras de BLEE y



genotipicamente presentaban la enzima SHV-5, la cual estaba codificada en un

plasmido conjugativo de alto peso molecular.

Tsering et al. (2009), en la India, realizaron una investigacion para detectar la
produccion de BLEE en 1 489 bacilos Gram negativos, aislados de muestras de

pacientes con IIH. Del total de cepas, 34,00% resultaron positivas para BLEE.

Pitout et al. (2009) realizaron un estudio con la finalidad de caracterizar
molecularmente cepas de E. coli productora de BLEE, aisladas de 67 pacientes
con bacteriemias en la ciudad de Alberta, Canada. Los resultados revelaron que
el 90,00% de los aislamientos presentaron el gen blactxm y un 3,00% y 7,00%

los genes blarem-s2 ¥ blashy-2, respectivamente.

Araque et al. (2000), en la ciudad de Mérida, Venezuela, ejecutaron un estudio
con 12 cepas de K. pneumoniae provenientes de la unidad de cuidados
intensivos del Hospital Universitario de los Andes. Los resultados revelaron la
presencia de un plasmido de alto peso molecular que porta el gen blagny.s, el

cual codifica resistencia para 3-lactamasas de primera y tercera generacion.

Torres et al. (2006) llevaron a cabo la deteccidn fenotipica y molecular de BLEE
a 224 aislados de enterobacterias, provenientes de ocho Centros de Salud en
Caracas. El 91,10% de las cepas analizadas fueron productoras de BLEE. El
analisis de concentracion inhibitoria minima (CIM) para ceftazidima, cefotaxima,
cefepima y aztreonam mostré una mayor proporcién de cepas productoras de
BLEE con actividad ceftazidimasa, compatibles con las familias SHV y/o TEM, y
en menor proporcidn pertenecientes a la familia CTX-M, resultando un
predominio de SHV-BLEE (72,00%) y CTX-M-BLEE (21,10%).

Guzman vy Alonso (2009), en un trabajo realizado con el propoésito de detectar



los tipos de genes que codificaban BLEE en 25 cepas intrahospitalarias de
K. pneumoniae, aisladas del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcald”,
Cumana, reportaron la presencia de BLEE en el 76,00% de las cepas, las
cuales presentaron susceptibilidad disminuida a las cefalosporinas de tercera
generacion y al aztreonam. El gen que codificaba la enzima responsable de
conferir resistencia a los B-lactamicos fue el blasyy.s.2a, €ncontrado en un

plasmido de alta masa molecular.

La presencia y diseminacion de enzimas [B-lactamasas es considerada un
problema dificil de abordar, que trae como consecuencia limitaciones en el
tratamiento de los pacientes hospitalizados, debiendo recurrir a otras
alternativas terapéuticas y a sus consecuentes efectos adversos. Partiendo del
hecho que la produccion de [B-lactamasa en enterobacterias es el principal
mecanismo de resistencia contra los B-lactamicos, el presente trabajo permitira
identificar la produccién de B-lactamasas y la presencia de los genes blasyy ¥
blarem en aislados de E. coli, procedentes de pacientes asistidos en diferentes
areas médicas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de la

ciudad de Cumana.



METODOLOGIA

Aislados bacterianos

Se evaluaron un total de 135 aislados identificados como bacilos Gram
negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, los cuales fueron
recolectados, entre agosto de 2008 y diciembre de 2009, por el personal del
laboratorio de bacteriologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala”. Los mismos se obtuvieron a partir de muestras de sangre, orina y
secreciones de pacientes internados en las areas de cuidados intensivos,
medicina, cirugia y retén, con diagnéstico de IIH e indicacién de cultivo y
antibiograma. Los aislados se encontraban conservados en el Laboratorio de

Bacteriologia Molecular del Departamento de Bioanalisis.

Viabilidad de los aislados

Con el proposito de determinar la viabilidad de los aislados, los mismos se
sembraron en caldo Luria-Bertani (LB) y se incubaron a 35°C durante 18 horas
de incubacion. Luego, se sembraron en una placa con agar MacConkey (AMC)
y después de 18 horas se observo el crecimiento bacteriano y se confirmo la
pureza. En caso de no observarse el cultivo puro, se valoraron las colonias
lactosa positiva, realizando nuevos subcultivos en AMC hasta obtener la

pureza.

Identificacion bacteriana

A partir del AMC se valoraron y seleccionaron las colonias con las siguientes
caracteristicas: grandes (2-4 mm), redondas, lisas, elevadas o aplanadas, de
consistencia blanda y de color fucsia (fermentadoras de lactosa). A cada una de
las colonias seleccionadas se le realizd un extendido para colorear con la
tincion de Gram y comprobar la presencia de bacilos Gram negativos (Huccker
y Coon, 1923).



A partir de un crecimiento puro en AN se realizaron las pruebas para la
identificacion del género y la especie, empleando las siguientes pruebas
bioquimicas: prueba de la oxidasa, fermentacion de azucares, utilizacion del
citrato, produccidon de enzima ureasa, via de utilizacién de la glucosa, motilidad,
produccion de indol, descarboxilacion de la orinitina y de la lisina, fermentacién
de manitol y sacarosa. Todas las pruebas se leyeron a partir de las 18 horas de

incubacion (Koneman et al., 2008).

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se realizé mediante el método de difusiéon en
disco sugerido por Bauer et al. (1966), siguiendo los lineamientos para
enterobacterias propuesto por el “Instituto de Estandarizacién de Laboratorios
Clinicos” “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI, 2010). Se prepar6
una suspension bacteriana de los aislados en 4,5 ml de solucion salina
fisiolégica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas, sembrado en agar
tripticasa de soya (ATS), ajustado al patron de 0,5 en la escala de MacFarland,
correspondiente a 1,5 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro.
Una vez obtenida la turbidez respectiva, se impregné un hisopo estéril en la
suspension y se disemind uniformemente sobre la superficie del agar Mueller
Hinton (Himedia) contenido en placas de Petri, dejando secar para proceder a
colocar los discos de los agentes antimicrobianos a ensayar: ampicilina (30 ug),
amoxicilina/acido clavulanico (30 ug), cefalotina (30 ug), cefoxitina (30 ug),
cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 ug), aztreonam (30 ug),
meropenem (10 ug), imipenem (10 ug), (todos marca OXOID). La colocacion de
los discos en la placa de Mueller Hinton se hizo tomando en consideracion las
plantillas sugeridas por el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rengel” para el
antibiograma estandarizado (Anexo 1). Las placas se incubaron a 35°C durante
18 horas en ambiente de aerobiosis y, posteriormente, se realiz6 la lectura de

los halos de inhibicién empleando una regla milimetrada. Los halos de inhibicién



presentados por cada antimicrobiano se reportaron de acuerdo con los criterios

de interpretacion propuestos por el CLSI (2010).

La presencia de BLEE se determiné fenotipicamente mediante la observacion
de una distorsion en el halo de inhibicion entre los discos de cefotaxima o
ceftazidima y el AC, mientras que la disociacion de los halos entre AMP y AC

se utilizo para estimar la presencia de una BLEA.

Como control de calidad se utilizaron las cepas E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 27853 y, como control positivo de BLEE, la cepa de K.
pneumoniae ATCC 700603.

Deteccién de los genes blaspy y blatewm

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).

Extraccion del Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Para la extraccion del ADN gendmico se utilizé el kit de extraccion Genomic
Wizard (Promega); para esto se tomaron 1,50 ml de caldo LB, con un
crecimiento previo de 24 horas, los cuales se centrifugaron durante 5 minutos a

5 000 g. Luego, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las células en



450 pl de solucion de lisis de nucleo, mezclandose suavemente. Se anadieron 3
Ml de solucion de ARNasa, mezclandose de 5 a 6 veces por inversion para
incubarlas luego a 80°C por 5 minutos. Se dejo enfriar a temperatura ambiente
durante 5 minutos, se afiadieron 150 ul de solucion precipitante de proteinas, y
se mezcld bien con vortex por 20 segundos. Se incubd en hielo por 5 minutos.
Seguidamente, se centrifugd a 12 000 g por 5 minutos, a 4°C y se transfiri6 el
sobrenadante, cuidadosamente, a un tubo limpio que contenia 600 ul de
isopropanol, mezclandose bien pero lentamente y centrifugando a maxima
velocidad por 15 minutos a 4°C. Después se decantd el isopropanol,
seguidamente se agregaron 600 pl de etanol al 70% y se centrifugd a maxima
velocidad por 3 minutos. Luego se decantd el etanol y se dejé secar a 37°C, con
cuidado de no exceder el secado. Posteriormente, se resuspendidé en 50 pl de
solucion de rehidratacion del ADN y se incubd a temperatura ambiente hasta el

dia siguiente. Por ultimo, se guardo a -20°C hasta su uso.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para las reacciones de PCR se utilizaron las siguientes condiciones: 12,5 ul de
la mezcla Master MIX 2X (Promega), 2 ul de los oligonucledtidos especificos en
cada caso, para una concentracion final de 1 pmol.I", 2,5 yl de ADN y agua
hasta completar un volumen total de reaccién 25 ul (Eckert et al., 2004; Brisse y
Verhoef, 2001).

Las condiciones de reaccion fueron 94°C por cinco minutos, 94°C por un
minuto, 45°C por un minuto, 72°C por dos minutos y medio durante 35 ciclos,

con una extension final de 72°C por 10 minutos.

Como control negativo para todas las reacciones de PCR, se emple¢ la cepa E.
coli J62-2, la cual no presenta los genes y un segundo control negativo que
consisti6 en mezclar todos los componentes sin ADN molde, utilizando agua

para completar el volumen.
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Como control positivo del gen blasyy se empled la cepa de K. pneumoniae
ATCC 700603, la cual presenta la enzima SHV-18. Como control positivo del
gen blatem se empled la cepa de K. pneumoniae M1, la cual presenta la enzima
TEM-1.

Los productos amplificados se analizaron en una corrida electroforética; para
esto se prepar6 un gel de agarosa al 2,00% con buffer Tris/Borato/EDTA o TBE
1X (45 mmol.I"  tris-borato y 1 mmol.I" EDTA [pH 8,0]). Este buffer se utilizo,
ademas, para realizar las migraciones electroforéticas, agregandole la cantidad
adecuada a una camara de electroforesis Sigma, modelo EC360M. Para las
corridas electroforéticas se empled un buffer de carga (azul de bromofenol
0,25% vy sacarosa 0,25%), el cual se mezcldé con el producto amplificado en
proporcion 1:1 y se coloco en el gel de agarosa. La determinacién del tamaro
de los fragmentos de ADN amplificados se observd por comparacion con el
marcador de masa molecular de 1 kb (GeneRuler, invitrogen), colocado en el

gel junto a las muestras.

Los geles fueron corridos en buffer TBE 1X a 80 voltios durante una hora y
media, aproximadamente, luego se colorearon con bromuro de etidio
(0,5ug.ml")y se observaron con un transiluminador de luz ultravioleta

para, finalmente, ser fotografiados y analizados.

Analisis de Datos

Los resultados obtenidos se analizaron a través de tablas y graficos de
distribucion porcentual. Para asociar el perfil hidrolitico con la presencia o no de
los genes blasyy y blarem, se empled un analisis de Chi cuadrado con la

correccion de Yates (Steel y Torrie, 1985).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las IIH constituyen un gran problema de salud publica, por su elevada
frecuencia, severidad y altos costos (Flores et al.,, 2008). Cada afo, a nivel
mundial, las IIH aportan un numero importante de casos a las tasas de
morbilidad y mortalidad. Dentro de los patdégenos causantes de |IH que se
aislan con mayor frecuencia se encuentran los bacilos Gram negativos, como K.
pneumoniae, E. coli, Enterobacter, Pseudomonas y Acinetobacter (Ducel et al.,
2002).

La tabla 1 muestra la frecuencia de cepas de E. coli aisladas en los pacientes
con IIH; de un total de 135 cepas se encontrdé que el 22,96% pertenecian a E.

coliy el 77,04% a otras enterobacterias.

Tabla 1. Frecuencia de E. coli, aisladas de pacientes con infeccion
intrahospitalaria, asistidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcalad”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009.

Bacterias Numero de cepas Frecuencia (%)
E. coli 31 22,96
Otras Enterobacterias 104 77,04
Total 135 100,00

E. coli es un importante patégeno intrahospitalario, que puede causar elevados
porcentajes de morbimortalidad en la poblacidn, especialmente en pacientes de
edad pediatrica (Blanco et al., 2003). La hospitalizacion y el empleo de
antimicrobianos favorecen su capacidad de colonizacion, pudiendo
desencadenar un proceso infeccioso, determinado por su comportamiento como
agente oportunista, no obstante, algunas cepas de E. coli pueden causar
distintos tipos de infecciones debido a la presencia de determinantes como
adhesinas, tal es el caso de las cepas de E. coli uropatdogenas (Ducel et al.,
2002; Blanco et al., 2003).
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Diversos investigadores han reportado a E. coli como agente causante de
infecciones. Sarmiento et al. (2001), en un estudio realizado para determinar los
agentes mas frecuentes en pacientes con pie diabético en el hospital IVSS Dr.
Rafael Calles Sierra, Punto Fijo, estado Falcon, reportaron que el
microorganismo con mayor prevalencia fue E. coli con un 22,00%, seguido de
P. aeruginosa y S. aureus con 18,00% respectivamente. Vera (2005), en su
trabajo sobre la prevalencia de microorganismos causantes de infecciones,
realizado en pacientes con IIH internados en la clinica de la caja petrolera de la
ciudad de La Paz, Bolivia, reporté que el principal microorganismo causante de
dicha infeccién fue E. coli con un 16,00%. Asi mismo, Flores et al. (2008), en
pacientes con infecciones intrahospitalarias del tracto urinario (ITU), en Lima,

Peru, encontré una frecuencia de E. colide 37,71%.

Dentro de los procesos infecciosos que produce E. coli se encuentran las
infecciones urinaria, del tracto respiratorio, piel, tejidos blandos, cavidad

abdominal, bacteriemia y septicemia (Astete et al., 2004; Peralta et al., 2004).

En la tabla 2 se observa la frecuencia de E. coli, segun el tipo de muestra de
donde fue aislada. El 58,06% de las cepas se aislé de muestras de secrecion,

25,81% de muestras de orina, 12,90% de esputo y 3,23% de liquidos estériles.

Tabla 2. Frecuencia de E. coli, aisladas de pacientes con infeccion
intrahospitalaria segun el tipo de muestra, durante el periodo agosto 2008 —
diciembre 2009.

Muestra Numero de cepa Frecuencia (%)
Secrecion* 18 58,06
Orina 8 25,81
Esputo 4 12,90
Liquido Estériles 1 3,23
Total 31 100,00

*Secreciones respiratorias, de heridas quirdrgicas, abscesos.
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La ITU representa a nivel mundial, una de las causas mas frecuentes de IIH
con porcentajes de frecuencia de 40,00%, destacandose el aislamiento de E.
coli en el 90,00% de los casos, sin embargo, su presencia varia de acuerdo con

las caracteristicas de los pacientes (Astete et al., 2004).

Las infecciones de heridas ocupan el tercer lugar dentro de las IIH, con cifras de
14,00% a 16,00%, dentro de éstas se pueden mencionar las infecciones de
heridas quirurgicas, con 24,00%, y en menor frecuencia las infecciones

respiratorias con un 10,00% (Peralta et al., 2004).

Diversos estudios han estado orientados a establecer las posibles causas por
las cuales los pacientes en un centro hospitalario se infectan, entre algunas de
ellas se encuentran las condiciones ambientales no favorables como: poca
ventilaciéon, el numero de pacientes que excede la capacidad de las
instalaciones, el estrato socioeconémico de los mismos y la mala nutricion;
otros factores de riesgo lo representa el personal asistencial del hospital, debido
a que no siempre siguen rigurosamente las técnicas de esterilidad y lavado de

manos (Byarugaba, 2004).

En la presente investigacion se encontré que el mayor numero de cepas fueron
aisladas de secreciones, seguido de muestras de orina. Al respecto, Espinoza
et al. (2007), en un estudio realizado en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
de la Habana, encontraron frecuencias superiores al 90,00% de E. coli en

cultivos de secreciones y de 56,50% en muestras de orinas.

La distribucion porcentual de los aislados segun el servicio, indica que E. coli
se presentd con mayor frecuencia en el area de medicina y pediatria con 19

y 6 casos (Tabla 3).
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Las infecciones por E. coli se han reportado en todos los servicios de un centro
hospitalario, pero su mayor frecuencia se ha presentado en la UCI (Molina et
al., 2011; Espinoza et al., 2007). En esta investigacibn no se encontrd
aislamiento de E. coli en la UCI, aspecto que puede estar influenciado por el
muestreo realizado, en el cual por razones desconocidas no se recolectaron

cepas procedentes de UCI durante el periodo agosto — diciembre 2008.

Tabla 3. Frecuencia de E. coli aisladas en pacientes con infeccion
intrahospitalaria, segun el servicio, atendidos en el Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009

Servicio Numero de cepa Frecuencia (%)
Medicina 19 61,29
Pediatria 6 19,35
Cirugia 3 9,68
Reten 2 6,45
Emergencia 1 3,23
Total 31 100,00

Castro y Lage (2005), en un estudio realizado en Porlamar, Estado Nueva
Esparta, durante el periodo enero — junio 2005, detectaron una prevalencia de
E. coli de 14,00% en el area de medicina y 29,00% en cirugia. Garcia et al.
(2007) reportaron que el microorganismo mas frecuente aislado de IIH en
Navarra, Espana, durante el ano 2005, fue E. coli con 21,20%, aislada
principalmente del area de medicina (44,4%), cirugia (28,40%) vy cuidados
intensivos (18,90%)

En la figura 1 se muestran los porcentajes de resistencia obtenidos en las cepas
intrahospitalarias de E. coli a los antimicrobianos ensayados. El 97,78% fue
resistente a ampicilina (AMP), 77,42% a cefalotina (CF), 25,81% a

amoxicilina/acido clavulanico, 22,58% a cefotaxima (CTX), 16,13% a
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ceftazidima (CAZ), y 12,90% para aztreonam (ATM) y cefepima,

respectivamente.

El aislamiento frecuente de una especie bacteriana de cualquiera de los
elementos que componen el ambiente hospitalario depende, entre otros
factores de la resistencia bacteriana, la cual se define como una condicion
microbiolégica caracterizada por la capacidad que tiene una bacteria de
permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostaticos de un
antibiotico, conjuntamente con las IIH, representan un importante problema de
salud publica, que trae como consecuencia un aumento en las tasas de
morbilidad y mortalidad de los pacientes hospitalizados, complicandose cuando
un microorganismo puede presentar mas de un mecanismo de resistencia y

tiene la facultad de transmitirlo (Hernandez, 2010).

100,00% -
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Amp CF AMC CTX CAZ ATM FEP FOX MER IMP
B- lactamico

Figura 1. Distribucién porcentual de la resistencia antimicrobiana a los [3-
lactamicos presentadas por las cepas de E. coli aisladas en pacientes con
infeccion intrahospitalaria en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de

Alcald”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009. CF: cefalotina, FEP:
cefepima, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FOX:
cefoxitina, ATM: aztreonam. IMP: imipenem, MER: meropenem, AMP: ampicilina.
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Hasta hace poco, la ampicilina y cefalotina constituian los principales
antimicrobianos que se utilizaban en el tratamiento de las enfermedades
infecciosa los cuales habian resultado eficaces en el tratamiento de las
infecciones tanto intrahospitalaria como comunitarias, debido a su bajo costo,
facil administraciéon y pocos efectos secundarios que causa al paciente, sin
embargo, su empleo continuo e indiscriminado por parte del personal médico en
los distintos centros asistenciales y la falta de control en su uso por parte de la
comunidad en general, ha favorecido, desde el punto de vista epidemioldgico, la
aparicion de cepas capaces de desarrollar mecanismos de resistencia (Pérez,
1998; Sanchez et al., 2008).

Segun los resultados descritos en la figura 1, se puede observar que el 98,00%
de las cepas presentan mecanismo de resistencia a los [(-lactamicos
(resistencia a ampicilina), 70,00% a dos antimicrobianos (ampicilina vy
cefalotina) y menos del 30,00% a siete agentes [-lactamicos. Los
determinantes de resistencia presentes en las distintas cepas, pueden ser
considerados como el resultado del empleo empirico, amplio y generalizado

que se les a dado a los antimicrobianos B-lactamicos.

En el estudio se encontré un 25,00% de cepas resistentes a amoxicilina/acido
clavulanico, este hecho llama la atencién, ya que hasta los momentos los
porcentajes de resistencia a amoxicilina/acido clavulanico en enterobacterias
habian sido muy bajos. Como es de esperarse el aumento puede deberse al
uso excesivo que ha tenido el acido clavulanico en el reestablecimiento de la
actividad de la amoxicilina en el tratamiento de infecciones causadas por
patdgenos como S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis,

Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae (Gaspari et al., 2005).

En E. coli existen varios mecanismos de resistencia a estas asociaciones. Uno

de ellos es la produccion de cantidades elevadas de la -lactamasa tipo TEM-1,
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presente generalmente en plasmidos multicopias o a la presencia de
mutaciones en el promotor del gen. Otro mecanismo de resistencia lo
constituyen las alteraciones de la permeabilidad por pérdida de porinas junto
con una produccion "normal" de TEM-1, y otra posibilidad es la hiperproduccién

de la B-lactamasa cromosomica ampC (Alés y Oteo, 2011).

Otros mecanismos responsables de la resistencia a los inhibidores es la
produccion de (B-lactamasas plasmidicas del tipo OXA-1, la cual se caracteriza
por ser menos sensible a la inhibicién que las del tipo TEM o SHV y a las -
lactamasas conocidas como resistentes a inhibidores (IRT) que surgen de

mutaciones en los genes blarem-1 (Alos y Oteo, 2011).

La resistencia alas cefalosporinas de tercera generacion, aztreonam y cuarta
generacion se presentaron con porcentajes menores al 30,00%. Después de la
aparicion de cepas resistentes a las penicilinas, el uso de este grupo de
antimicrobianos fue la opcion terapéutica en el tratamiento de las IIH causadas
por bacterias Gram negativas, sin embargo, debido a la produccion de enzimas
tipo BLEE, se presentan actualmente a nivel mundial cepas resistentes a estos
farmacos (Sanchez et al., 2008).

En el presente estudio no se encontré resistencia a los carbapenemas, no
obstante, se debe tener en cuenta que el uso de estos antimicrobianos deben
ser controlado, ya que en cualquier momento, puede ocurrir la aparicion de
cepas resistentes y es posible que su dispersion ocurra rapidamente (Gaitan et
al., 2009).

La frecuencia de cepas resistentes y el mecanismo prevalente en las mismas
va a depender del area geografica y de las condiciones subyacentes

caracteristicas de cada region y de cada institucion (De Champs et al., 2000).

Messai et al. (2006), en su trabajo prevalencia de cepas clinicas de E. coli

resistentes a B-lactamicos provenientes de un hospital de Argelia, Espafia,
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reportaron que el 69,50% presentaron resistencia a ampicilina, mientras que la
tasa de resistencia mas baja se encontré para amoxicilina/acido clavulanico y

cefotaxima, con 4,90% y 1,50%.

Bermudez (2007), en un estudio realizado en cepas de E. coli productoras
de BLEE en pacientes hospitalizados en el Hospital Clinico Quirurgico Docente
Dr. “Salvador Allende“, en Cuba, reportd6 un 97,22% de resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam, asi mismo, demostré un
2,77% de resistencia a amoxicilina/acido clavulanico. Mientras que los

carbapenemicos se presentaron sensibles.

Gonzalez et al. (2008), en México, estudiaron 68 enterobacterias productoras
de IIH, donde el 40,00% de las cepas de E. coli fue resistente a las
cefalosporinas de tercera generacion y el 24,00% a la cefalosporinas de cuarta

generacion.

Generalmente, el mecanismo que confiere resistencia a los B-lactamicos,
excepto meropenem e imipenem son las BLEE, que por lo general estan
codificadas en plasmidos, los cuales tienen la potencialidad de provocar una
transmision horizontal de la resistencia (Zamora et al., 1998; Comegna et al.,
2000).

La tabla 4 muestra la frecuencia de las cepas de E. coli productoras de BLEE,
aisladas en los pacientes con IIH, de los cuales el 22,58% de las cepas

mostraron fenotipo para BLEE.
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Tabla 4. Frecuencia de cepas de E. coli productoras de p-lactamasa de
espectro extendido aisladas en pacientes con infeccidn intrahospitalaria,
atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante el
periodo agosto 2008 — diciembre 2009.

BLEE Numero de cepas Frecuencia (%)
Positivo 7 22,58
Negativo 24 77,42

Total 31 100,00

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, es por eso que en los pacientes donde se aislan
cepas productoras de BLEE, no es recomendable la administracion de estos
antimicrobianos, ya que conduciran a un fracaso terapéutico, sobre todo cuando
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las céfalos porinas de tercera

generacion oscilan entre 2-8 ug.ml™ (Winokur et al., 2001).

La emergencia de enterobacterias como K. pneumoniae y E. coli resistentes a
cefalosporinas de amplio espectro, se ha convertido en un problema creciente
en el mundo, sobre todo en los hospitales latinoamericanos donde se han
encontrado elevados porcentajes de cepas productoras de BLEE (Martinez et
al., 2005). De todos los grupos de bacterias, las enterobacterias han ocupado
siempre el primer lugar en presentar producciéon de BLEE, destacandose K.
pneumoniae y E. coli. En América Latina la incidencia de BLEE en E. coli
presenta un porcentaje de 8,00%, mientras que el primer lugar lo ocupa
Klebsiella con 45,00%. Otras bacterias también pueden ser productoras de

BLEE como Enterobacter, Salmonella y Pseudomonas (Winokur et al., 2001).

Al comparar los porcentajes de cepas de E. coli productoras de BLEE
encontradas en este estudio (22,58%) con los resultados reportados por otros
investigadores, se puede observar que la frecuencia se mantiene dentro del

rango de 10,00% - 25,00%. Estudios de vigilancia epidemioldgica realizados
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en hospitales Franceses, durante los afos 1996 — 2000, reportaron diversas
especies productoras de BLEE, donde E. aerogenes fue la mas frecuente, con
50,00%, seguida de K. pneumoniae (26,50%) y E. coli (25,00%) (Albertini et
al., 2002). Martinez et al. (2005), en un estudio realizado en el hospital San
Jerénimo de Montera, Colombia, determinaron la prevalencia de K. pneumoniae
productoras de BLEE en el 36,60% de las cepas, mientras que en E. coli la

frecuencia fue de 10,00%.

En la tabla 5 se representa la distribucion porcentual de las cepas productoras
de BLEE segun el servicio donde fueron aisladas, en ella se puede observar
que en todos los servicios se encontraron cepas de E. coli productoras de
BLEE. La mayor frecuencia se presenté en medicina, con un 57,14%,

seguido del area de cirugia, con 28,57 %.

Tabla 5. Distribucion porcentual de cepas de E. coli productoras de B-
lactamasas de espectro extendido, aisladas en pacientes con infeccion
intrahospitalaria, atendidos en las diferentes areas del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009.

Servicio Numero de cepa productora de BLEE Frecuencia (%)
Medicina 4 57,14
Cirugia 2 28,57
Pediatria 1 14,29
Total 7 100,00

En la tabla 6 se muestra la distribucion porcentual de las cepas productoras de
BLEE segun el tipo de muestra, en ella se puede observar que en todas las
muestras se encontraron cepas de E. coli productoras de BLEE a excepciéon
de la sangre. La mayor frecuencia se presentd en secrecidon, con un
57,14%, seguido de orina, con 28,57 %.
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Tabla 6. Distribucién porcentual de cepas de E. coli productoras de [3-
lactamasas de espectro extendido, aisladas en pacientes con infeccion
intrahospitalaria, atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcala”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009.

Muestra Numero de cepa productora de BLEE  Frecuencia (%)
Secrecién 4 57,14
Orina 2 28,57
Liquido Estériles 1 14,29
Sangre 0 0,00
Total 7 100,00

Las distintas cepas productoras de BLEE destacadas en este estudio, sugiere la
presencia de una presion selectiva en el ambiente hospitalario, la cual puede
ser consecuencia del uso empirico de los agentes 3-lactamicos. Este hecho es
de gran interés epidemioldgico, debido a que los genes codificadores de BLEE
se encuentran en moléculas plasmidicas transferibles, lo que hace posible la

diseminacion de los genes entre las cepas presentes en diferentes servicios.

Diferentes autores han reportado la presencia de cepas de E. coli productoras
de BLEE con mayor predominio en las areas de medicina y cirugia (Torres et
al., 2005; Toledo et al., 2007; Hernandez et al., 2000). Sin embargo, la mayor
deteccidon de cepas de E. coli productoras de BLEE se han detectado en la
UCI, estimandose una frecuencia de 10,00% a 20,00% (De Champs et al.,
1998; Hernandez et al., 2000; Molina et al., 2011). En el presente trabajo no se
pudo establecer la frecuencia de cepas BLEE positivas en la UCI del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalda”, debido a que no se

recolectaron muestras en ese servicio.

En la figura 2 se muestran los genes codificadores de BLEE detectados en
las cepas de E. coli. El 29,03% presento el gen blatem, 9,68% el gen blasyy v el

61,29% no presentd ninguno de los genes estudiados.

Segun la clasificacion de Bush et al. (1995), existen distintas clases de -
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lactamasas, pero las frecuentes en enterobacterias son las de la clase A, grupo
2b tipo TEM, SHV y CTX, sin embargo, en el antibiograma siempre se realiza la

busqueda de enzimas como GES, ampC y metalobetalactamasas.

100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% -
€0,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

0,00%

Porcentaje

blaTEM blaSHV Ausencia de los genes

Genes
Figura 2. Distribucién de genes codificadores de enzimas B-lactamasas de
espectro extendido, detectados en las cepas de E. coli, aisladas de pacientes
con infeccion intrahospitalaria, atendidos en el Hospital Universitario “Antonio

Patricio de Alcala”, durante el periodo agosto 2008 — diciembre 2009. blasy: gen
que codifica a la enzima B-lactamasa SHV, blargy: gen que codifica a la enzima B-lactamasa
tipo TEM.

La deteccién fenotipica de B-lactamasas so6lo permite predecir la posible clase
de BLEE, dependiendo del fendmeno que se observe en el antibiograma, razén
por la cual hay que recurrir a estudios moleculares para poder establecer el tipo
especifico de enzima. Desde el punto de vista molecular la identificacién de una
B-lactamasa se realiza mediante la técnica de PCR, amplificando un
determinado gen (blarem blasnwy, blactx-m, blaoxa, blaper, entre otros), sin
embargo, para la identificacion definitiva, se tienen que secuenciar los

productos (Bonnet et al., 2001).
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En la presente investigacién se encontr6 el gen blarem en 9 cepas (01, 03, 05,
06, 12, 13, 14, 15, 16), y el blasny en tres cepas (26, 27, 30) (Figura 3).

A B
kb M1234567 8 91011 kb M 1 2 345

1,0 —

0,8 —

Figura 3. Producto de PCR obtenido de la amplificacion del gen blatew y blaspy
en las cepas de E. coli. A. Cepas con el gen blatem. Lineas 1a 11. M :
Marcador de peso molecular (GeneRuler, invitrogen) (1kb), K. pneumoniae M1
(control positivo), E. coli J62-2 (Control negativo), 01, 03, 05, 06, 12, 13, 14, 15,
16. B. Cepas con el gen blasny. Lineas 1 a 5. M : Marcador de peso molecular
(GeneRuler, invitrogen) (1kb), K. pneumoniae ATCC 700603 (control positivo),
E. coli J62-2 (Control negativo), 26, 27, 30.

Entre las B-lactamasas del grupo 2b que se han identificado con mayor
frecuencia en E. coli se encuentran las enzimas TEM-1 y SHV-1, las cuales son
BLEA porque solo logran hidrolizar a las penicilinas y cefalosporina de primera
generacion y las BLEE (grupo 2be) SHV-2a, SHV-5, SHV-12, enzimas que se
originan a partir de las mutaciones en los genes blasyy.1. Estas BLEE se
caracterizan por poseer un residuo de serina en su centro catalitico (Bush et al.,
1995).

La tabla 7 muestra la resistencia a B-lactamicos, produccién de BLEE y la

presencia de genes que codifican B-lactamasas en las cepas de E. coli. De
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acuerdo a la resistencia presentada

lactamicos,

se establecieron 11 fenotipos o perfiles,

arbitrariamente con nimeros romanos.

por

las cepas a

los pB-

los cuales fueron designados

Tabla 7. Caracterizacion de las cepas de E. coli provenientes de pacientes con
infeccion intrahospitalaria, atendidos en los diferentes servicios del Hospital

Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.

Cepas Perfil de resistencia perfil  BLEE Muestra  Servicio Genes
01 AMP ' - Secrecion Cirugia  TgM
02 AMP ' - Secrecién Pediatria = -
03 AMP I - Secrecion Medicina TEM
04 AMP ' - Secrecibn Medicina = -
05 AMP I - Secrecion Medicina  TEM
06 AMP ' - Orina  Medicina g\
07 AMP ' - Orina  Medicina  --
08 AMP, CF,CAZ,CTX,FEP I +  Secrecibn Medicina -
09 AMP,CF I - Secreciéon Medicina
10 Xl - Esputo Medicina
11 AMP,CF I - Secrecién Medicina —
12 AMP,CF I - Orina  Pediatria g\
13 AMP , CF, CAZ, FEP, AMC v + Orina  Medicina TEM
14 AMP,CF I - Secrecion Medicina T\
15 AMP ,CF, CTX, AMC, ATM v +  Secrecion Medicina  Tg)y
16 AMP,CF I - Secrecion Pediatria T
17 AMP,CF I - Secrecion Medicina
18 AMC,CF I - Secrecion Emerg
19 AMC,CF I - Oringa ~ Pediatria
20 AMP,CF I - Esputo Reten
21 AMP,CF I - Secrecion Pediatria —
22 AMP, CF,CAZ,CTX,FEP, ATM Vi +  Secrecién Pediatria = -
23 AMP ,CF,CAZ,CTX,FEP, AMC,ATM VI +  Secrecion Cirugia
24 AMP,CF,CTX Vil + Liquido  Cirugia
25 AMP ' - Orina Reten
26 AMP,CF,CTX, AMC IX + Orina  Medicina  gpy
27 AMP,CF I - Secrecion Medicina  ghy
28 AMP,CF, AMC X - Esputo ~ Medicina
29 AMP, CF, AMC X - Orina  Medicina
30 AMP, CF, CAZ, CTX,, AMC, ATM, Xl - Secrecion Medicina gy
31 AMP, CF, AMC X - Esputo  Medicina
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Emerg: emergencia ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, CF: cefalotina, Fep:
cefepima, FOX: cefoxitin, AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, (---): sensible a
todo, BLEE: B-lactamasas de espectro extendido, blasyy: gen que codifica a la enzima B-

lactamasa tipo SHV, blargy: gen que codifica a la enzima B-lactamasa tipo TEM.

Los perfiles de resistencia mas frecuente fueron el perfil Il y el perfil I. En el
perfil | se detectaron 11 cepas resistentes a AMP, CF, de las cuales, 3 cepas
presentaron el gen blatem, una el gen blasyy y 7 cepas ninguno de los genes;
mientras que el perfil | present6é 8 cepas resistentes a AMP, donde la mitad de

las cepas tenian el gen blarem y el resto ausencia de los genes.

De acuerdo a los resultados obtenidos con respecto a los perfiles | y Il, se
puede predecir, que posiblemente, en las cepas donde se encontré el gen
blatem sean productoras de una B-lactamasa tipo TEM-1 o TEM-2 y el gen
blasyy codifique para una enzima tipo SHV-1, debido a que las cepas con este
fenotipo no fueron productoras de BLEE, pero segun la diferencia de los halos
entre los discos ampicilina y amoxicilina/acido clavulanico, pudiera tratarse de
una BLEA. La resistencia en las cepas que no presentaron genes, pudiera
deberse a otro mecanismo de resistencia como disminucién en la permeabilidad

o alteracién de porinas (Mir6 et al., 2004).

Las B-lactamasas TEM-1, TEM-2 y SHV-1 son consecuencia de la presion
selectiva ejercida por la introduccion de la ampicilina en los afos 1960,
carbenicilina y las cefalosporinas de primera generacion. La enzima TEM-1 fue
detectada, por primera vez, en una cepa de E. coli resistente a ampicilina y
debido a que normalmente se encuentra localizada en un plasmido, su
diseminacion se ha extendido hacia otros géneros como Klebsiella,
Pseudomonas, Enterobacter, Haemophilus, entre otros (Mattar y Martinez,
2007).

Araya et al. (2007), realizaron un estudio en el laboratorio de bacteriologia del
HSJD, Costa Rica, con el fin de identificar cepas de E. coli y K. pneumoniae

productoras de BLEA, durante los afos 2004-2005, los resultados revelaron 33

26



aislamientos de E. coli productores de BLEA, de los cuales el 94,00%

presentaban el gen blargy.

En los perfiles Il (cepa 08), VI (cepa 22), VII (cepa 23) y VIII (cepa 24), todas
las cepas presentaron fenotipicamente BLEE, pero no amplificaron para los
genes blasny Yy blatem, en estas cepas se descarta la presencia de enzimas SHV
y TEM, pero debido a que las cepas presentan determinantes de resistencia
para CTX y FEP, es posible que la enzima tipo BLEE existente en ellas sea una
cefotaximasa (CTX-M), la cual no fue incluida en el presente estudio. Al
respecto Torres et al. (2006), realizaron la deteccion fenotipica y molecular de
BLEE en 224 aislados de enterobacterias, provenientes de ocho centros de
salud de la ciudad de Caracas, Venezuela y obtuvieron que un 91,10% de
cepas fueron productoras de BLEE, de las cuales, 29,50% pertenecian a E. coli,
resistentes a FEP y CTX. El gen responsable de conferir el fenotipo de

resistencia en las cepas fue blactx-w.

En los perfiles IV (cepa 13) y V (cepa 15), se encontraron cepas productoras de
BLEE, con presencia del gen blargm. Este hecho llama la atencion, ya que si
bien existen B-lactamasas tipo TEM que son BLEE, en Venezuela, hasta ahora
no hay reporte de este tipo de enzima, entonces, es posible, que este gen
codifique para una BLEA tipo TEM, y adicional de acuerdo al perfil fenotipico, se
puede predecir la presencia de otro gen que codifique para una BLEE tipo CTX-

M, debido a la resistencia presentada a FEP y CTX.

Eckert et al. (2004), realizaron un trabajo con el propdsito de determinar Ila
diseminacion de B-lactamasas tipo CTX-M en cepas de enterobacterias en
Francia, ellos encontraron 16 aislamientos de E. coli con alto nivel resistencia a
CTX y ATM, en todas las cepas el gen responsable fue el blacrx-wm-1s,

adicionalmente se encontro el gen blargm.
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La cepa con el fenotipo IX productora de BLEE y con el gen blasyy, coincide
para una cepa productora de betalactamasa tipo SHV, no obstante, puede
darse el caso que la cepa presente una enzima SHV-1 y una CTX-M como
responsable de conferir resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion,
(Torres et al., 2006).

La cepa con el perfil XI no fue productora de BLEE y presento el gen blasyy, de
acuerdo a los resultados se puede estimar que la enzima codificada por el gen
sea una B-lactamasa SHYV tipo BLEE o BLEA, Al respecto es importante tener
presente que en muchos casos puede darse una hiperproduccion de la enzima
SHV-1, que puede generar hidrolisis de las cefalosporinas de tercera
generacion sin produccién fenotipica de BLEE. La hiperproduccién de SHV-1 es
poco frecuente y cuando se produce, en general, es debida a la existencia de
varias copias del gen en el cromosoma o cambios en el promotor del gen que

codifica para la enzima (Lemus, 2004).

El perfil X se caracteriz6 por presentar resistencia a AMP, CF y AMC. En este
no se detectd BLEE ni los genes blatem y blasny. Los resultados permiten inferir
que la resistencia a AMC puede ser producida por un mecanismo diferente a
una hiperproduccién de TEM, ya que no se encontré el gen, o quizas a la
presencia de una enzima tipo OXA, en las cepas se descarta la existencia de la

enzima AmpC, debido a que FOX se mantiene sensible.

En el presente trabajo se detectaron cepas con genes blasyy 0 blatem que
segun el perfil de resistencia codifican para una enzima que pertenece al
grupo 2b (BLEA), aspecto que es valido, debido a que los oligonucle6tidos
empleados en esta investigacion hibridan en regiones conservadas de los
genes blatgw y blasyy. Al respecto, hay que tener presente que el estudio
completo de las secuencias nucleotidicas de los genes bla detectados es el que

permitira identificar las posibles mutaciones que generan los cambios de
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aminoacidos responsables de alterar la estructura secundaria o las regiones

implicadas en el sitio activo de las B-lactamasas de espectro ampliado.

Al asociar las variables espectro de hidrdlisis con la presencia o no de los genes
blasyy y blarem, detectadas en las cepas productoras de BLEE, no se encontré
asociacion entre la presencia de un gen con el sustrato hidrolizado, debido a
que los genes se detectaron en cepas tanto sensibles como resistentes.

Bonnet (2004), sefiala que las enzimas BLEE tipo TEM y SHV pueden ser
tipo ceftazidimasas, ya que hidrolizan con mayor eficacia ceftazidima, sin
embargo, un porcentaje representativo de ellas son cefotaximasas, razon
por la cual, la hidrélisis del sustrato no es un argumento evidente para

caracterizar una BLEE.

En la presente investigacion es de interés mencionar que muchos de los
patrones fenotipicos sugieren la presencia de enzimas tipo CTX-M, las cuales
son conocidas como cefotaximasas, porque se caracterizan por hidrolizar
eficientemente a cefotaxima, ceftriaxona y cefepime, sin embargo, se han
reportado cepas de E. coli productoras de CTX-M (CTX-M-15, CTX-M-16, CTX-
M-27 y CTX-M-19) que hidrolizan ceftazidima (Bonnet 2004; Walsh et al., 2005).
En Venezuela las enzimas CTX-M reportadas son tipo cefotaximasa y se han
identificado en cepas de E. coli asiladas de pacientes hospitalizados en el
Hospital Clinico Universitario, Caracas (Torres et al., 2006) y en cepas de K.

pneumoniae en el HUAPA, Cumana (Guzman y Alonso, 2009).
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CONCLUSIONES

E. coli se aislé con una frecuencia de 22,96% durante el periodo agosto 2008-
diciembre 2009.

Un mayor numero de pacientes internados en el area de medicina y pediatria
fueron los mas afectados con infecciones por E. coli, siendo aislada con mayor

frecuencia en muestras de secrecidén y muestras de orina.

El mayor porcentaje de resistencia presentado por las cepas fue para ampicilina

y cefalotina.

El 22,58% de las cepas de E. coli mostraron fenotipo para BLEE.

Los genes blarew y blasyy se encontraron con mayor frecuencia en cepas no

productoras de BLEE.
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RECOMENDACIONES

Fomentar el uso y seleccion adecuada de los agentes antimicrobianos de
amplio espectro en el ambiente hospitalario, especialmente, en el area de
medicina y pediatria, de tal manera de evitar el progreso y propagacion de
infecciones intrahospitalarias, y concientizar al personal de salud para que

aplique normas higiénicas antes y después de examinar a los pacientes.
Asi mismo se recomienda que las cepas de E. coli recolectadas en el presente

estudio se le realice la deteccion del blactx.m, debido a que la mayoria de las

cepas presentaron resistencia a CTX y FEP.
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ANEXOS
Anexo 1

Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel”

Ciudad Universitaria UCV, Los Chaguaramos,
Caracas - Republica Bolivariana de Venezuela Cod. 1041
Teléfono: (0058-0212) 219.1622
http:/fwww.inhrr.gob.ve
RIF: G-20000101-1
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