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INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica mundial. Un
problema que es causado por el uso indiscriminado e irracional de antibioticos,
el no acudir al dictamen de expertos, mal diagnéstico y por la automedicacion.
El uso inadecuado de antibiéticos, ademas de representar un riesgo a la salud,
contribuye al incremento en los gastos y mortalidad por enfermedades
infecciosas. Los antibiéticos betalactamicos, como ceftazidima y cefotaxima, son
recomendados como terapia de primera linea para infecciones causadas por
bacterias multirresistentes productoras de Betalactamasas de Espectro
Extendido (BLEES). La emergencia de bacterias resistentes a betalactamicos es
preocupante ya que las opciones para el tratamiento son limitadas [Pitout &
Lanpland, 2008].

En bacterias Gram negativas la resistencia a betalactamicos se origina por varios
mecanismos, pero el mas importante, por su frecuencia y eficacia, es la
produccion de betalactamasas. Los genes que codifican para estas enzimas
pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en plasmidos y se producen

de manera constitutiva o inducible.

De todas las betalactamasas descritas hasta el momento, cabe destacar, por su
interés e implicaciones clinicas, las BLEEs (clase A), las betalactamasas tipo
AmpC (cefalosporinasas) y las carbapenemasas (clase D) [Garcia et al., 2014].
La diseminacion de estos genes es una amenaza potencial debido a que el

tratamiento basado en antibiéticos es limitado.

En ganaderia, la practica habitual de tratar a los animales utilizando los
antibioticos de forma profilactica, en particular, haciendo uso de los agentes
antimicrobianos definidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de
importancia critica en medicina humana [Collignon, 2009], como las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, ha incrementado el nimero de
bacterias entéricas resistentes en los animales de produccion y consumo como

el cerdo. Si estos animales al momento de ser enviados al matadero contienen



microorganismos resistentes, aumenta el riesgo de que estos microorganismos

entren a la cadena alimentaria y por tanto lleguen al consumidor.

En respuesta a esta problematica, la identificacion y caracterizacion genética de
las BLEEs son parte fundamental de la politica de control de la vigilancia de los
antibiéticos como lo recomienda la OMS para orientar el tratamiento adecuado y
disminuir los fracasos terapéuticos a nivel nacional [OMS, 2014]. Por tanto, el
objetivo del presente trabajo es la identificacion y caracterizacion de BLEES en

cepas de Escherichia coli aisladas en la interfase salud humana-animal.



1 MARCO TEORICO

1.1 Antibiéticos

Los antibidticos o farmacos antimicrobianos son sustancias quimicas que matan
o inhiben el crecimiento de microorganismos [Madigan et al., 2009], estos
pueden ser bactericidas (destruyen directamente a las bacterias) o
bacteriostaticos (impiden su crecimiento) [Molina & Eslava, 2015], y de acuerdo
a su espectro de accion pueden ser de amplio espectro (aquellos antibiéticos
que son activos sobre un amplio nimero de especies y géneros diferentes) o de
espectro reducido (antibiéticos solo activos sobre un grupo reducido de
especies) [Paredes & Zurita, 2013].

Los mecanismos de accion de los fArmacos antimicrobianos mas comunes son
a) la inhibicion de la sintesis de la pared celular, al impedir la sintesis de
peptidoglicano; b) la inhibicion de la sintesis de proteinas, mediante la
interferencia sobre la actividad de los ribosomas; c) la alteracion de la membrana
citoplasmatica, al producir cambios en la permeabilidad de la membrana; d) la
inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos, interfiriendo con los procesos de
replicacion y transcripcion del DNA; y e) la inhibicién de la sintesis de metabolitos
esenciales, donde se inhibe una via enzimatica de sintesis de un metabolito
mediante compuestos que compiten con el sustrato normal por una enzima
(Figura 1) [Tortora et al., 2007].

Actualmente, los principales grupos de agentes antimicrobianos con actividad
contra patébgenos Gram negativos son: antibidticos betalactdmicos,

aminoglicésidos, tetraciclinas y quinolonas.
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Figura 1. Principales mecanismos de accion de los antibioticos.

1.2 Antibiéticos betalactamicos

Los antibidticos betalactamicos constituyen la familia mas numerosa de los
antimicrobianos, y la mas utilizada en la parte clinica, ya que son medicamentos
de primera linea en el uso rutinario de todas las especialidades médicas. Su
mecanismo de accidén es inhibir la sintesis del peptidoglicano componente
principal de la pared celular, en la que intervienen las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP). Son compuestos de accion bactericida lenta, dependiente del
tiempo, con escasa toxicidad y amplio margen terapéutico. La familia de los
betalactamicos consiste de cuatro principales grupos: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos. La presencia de un anillo
betalactamico define quimicamente a ésta familia de antibiéticos (Figura 2).
[Gudiol & Marin, 2003; Calvo & Martinez, 2009].
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Figura 2. Estructura de las cefalosporinas mostrando el anillo betalactamico caracteristico de

antibioticos betalactamicos.

1.2.1 Cefalosporinas

Las cefalosporinas son agentes antibacterianos que pertenecen al grupo de los
betalactamicos, es decir, poseen un anillo betalactdmico fusionado con un anillo
dihidrotiazinico constituyendo el ndcleo cefem del que derivan todas las
cefalosporinas, a diferencia de las penicilinas que también poseen el anillo
betalactdmico pero fusionado a un anillo tiazolidinico de cinco miembros [Mella
et al., 2001].

Las cefalosporinas, al igual que otros antibiéticos betalactamicos, ejercen su
actividad antibacteriana inhibiendo la sintesis del peptidoglicano, produciendo
finalmente lisis bacteriana [Friend & Hinthom, 1985; Thompson, 1987]. El
mecanismo de accion deriva de la union covalente del betalactamico al sitio
activo de las proteinas de unién a la penicilina criticas (PBPs por sus siglas en
inglés) responsables de la elongacién y la formacion de los enlaces cruzados del
peptidoglicano de la pared celular bacteriana. Esto inhibe el crecimiento y
también resulta en dafio a la pared celular, lo cual frecuentemente conlleva a la
lisis y muerte celular. En bacterias Gram negativas, las cefalosporinas primero
deben entrar al espacio periplasmatico, entre la pared celular y la membrana
celular, a través de los canales en la membrana que normalmente funcionan
como paso para la adquisicion de nutrientes esenciales para la bacteria. La

habilidad para pasar a través de estos canales, junto con la alta afinidad por las



PBPs Yy la resistencia a un amplio rango de betalactamasas, se consideran como

la base de su amplio espectro de actividad comparado con otros antibiéticos.

1.3 Resistencia antimicrobiana

El uso de antimicrobianos, ya sea de manera terapéutica o no, expone a las
bacterias patdégenas y a la microbiota comensal a una presion selectiva generada
por el agente antimicrobiano. Esta presién puede resultar en la aparicién de
resistencias, o si una poblacién de bacterias resistentes esta presente, al
aumento de esta [Weese et al.,, 2015]. Debido a ello, se han generado
microorganismos resistentes a mudultiples farmacos, sugiriendo el término de
multidrogo resistencia (MDR), definida como la resistencia adquirida por lo
menos a un farmaco en tres o mas familias de antibiéticos diferentes, los que se
clasifican como extremadamente resistentes (XDR) que son resistentes al
menos a un antibiético en todas las familias excepto dos o menos, y el pandrogo
resistente (PDR) cuando son resistentes a todos los antibiéticos en todas las
familias de antibiéticos [Magiorakos et al., 2012].

1.3.1 Resistencia en la interfase salud humana-animal

Los farmacos antimicrobianos han sido ampliamente usados en ganado y aves
desde la década de 1950. Su uso en animales destinados a consumo humano
proporciona beneficios como la mejora de la salud animal, una mayor produccion
y la reduccién de patdgenos transmitidos por los alimentos. Sin embargo, el uso
de antibiéticos con fines agricolas, en particular en la mejora del crecimiento, ha
sido objeto de estudio, ya que se ha demostrado que contribuye a una
prevalencia mayor de bacterias resistentes a los antibiéticos de importancia
humana [Mathew et al., 2007].

El efecto promotor del crecimiento de animales con bajas dosis de
antimicrobianos se descubri6 a finales de la década de 1940, y se ha convertido
en parte integral de la crianza intensiva de animales. En muchos paises, la
promocién del crecimiento animal usando varios antimicrobianos esta autorizada

y es ampliamente practicada. El efecto de las bajas dosis de antibioticos para la

6



promocién del crecimiento animal sobre la resistencia antimicrobiana ha sido
bien documentado por décadas. Por ejemplo, el uso del glicopéptido avoparcina
fue asociado con la seleccibn de enterococos resistentes a vancomicina

[Laxminayaran et al., 2013].

Muchas veces estos antibiéticos son administrados en comida o agua como
preventivos. Con algunas excepciones, los grupos de antimicrobianos usados
son los mismos usados en la medicina humana. Sin embargo, los tipos mas
nuevos de antimicrobianos, como los carbapenems, oxazolidinonas vy
glicilglicinas hasta ahora no son utilizados en animales criados para el consumo

humano [Laxminayaran et al., 2013].

La interfase entre seres humanos y animales es compleja; existen numerosas
vias posibles para la transmisién de bacterias resistentes. El hecho de que los
genes de resistencia pueden ser transferidos entre diferentes especies de
bacterias comensales y de éstas a los patégenos afade complejidad. La
exposicion a través del alimento, es la ruta de transmisidon mas estudiada y la
mas importante. La fuente mas probable de bacterias resistentes en alimento de
origen animal es la contaminacién desde los intestinos de los animales durante
el sacrificio, pero hay otras numerosas etapas en la produccion del alimento
donde la contaminaciéon con microorganismos, o amplificacion o reduccion de

sus numeros puede ocurrir [Laxminayaran et al., 2013].

En un estudio experimental, donde se inocul6 una cepa de E. coli con
marcadores de resistencia, un plasmido R, a un animal (pollo) cuyo alimento se
suplementd con antibiéticos, se demostro la diseminacion de microorganismos
resistentes de animal a animal y de animales a humanos. En este experimento
se tomaron muestras de heces a los trabajadores de la granja, a sus familias y a
los trabajadores del laboratorio. La bacteria con los marcadores de resistencia
se encontré en humanos dos veces: la primera en el hijo del duefo de la granja,
y la segunda en un trabajador del laboratorio que recolectaba las muestras. El
mecanismo de transmisién, por aire 0 en la ropa de los trabajadores, no fue

conocido [Levy et al., 1976].



1.3.2

Mecanismos de resistencia bacteriana

Un antibidtico necesita alcanzar su diana de accién, a una concentracion

suficiente y durante el tiempo adecuado, para poder inhibir el crecimiento o

causar la muerte bacteriana. Una misma bacteria puede desarrollar varios

mecanismos de resistencia frente a uno o varios antibiéticos (Figura 3). Teniendo

en cuenta que las bacterias Gram negativas tienen un arsenal de mecanismos

de resistencia a su disposicion, y que la seleccion de estos mecanismos puede

llevar a falla terapéutica tanto a nivel de granja, como a nivel hospitalario, es

importante conocer los mecanismos mas prevalentes en las bacterias Gram

negativas como E. coli [Torres 2012; Tafur et al., 2008].

Los principales mecanismos de resistencia a los antibioticos son:

1)

2)

3)

Modificacion enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan
enzimas capaces de crear cambios en la estructura del antibiético

haciendo que éste pierda su funcionalidad.

Bombas de expulsion: operan tomando el antibidtico del espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su

sitio de accion.

Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias
pueden generar cambios de la bicapa lipidica, aunque la permeabilidad
de la membrana se ve alterada, principalmente, por cambios en las
porinas. Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua
embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de algunos
elementos, entre ellos, los antibidticos. Los cambios en su conformacion
pueden llevar a que la membrana externa no permita el paso de estos

agentes al espacio periplasmico.

4) Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio

donde el antibidtico se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital



de ésta. La modificacion de un aminoacido genera un blanco diferente y

asi disminuye la afinidad de union por el antimicrobiano.

e
(&]
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Antibidtico
@ Antibidtico
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Enzima
hidrolitica

Antibidtico

vd4

Modiiizasan
del sitio blarco
del anfibidtice...

Porina con sitio
de entrada
mutado

Figura 3. Mecanismos de resistencia bacteriana.

1.4 Betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo betalactamico comun
en todos los antibidticos betalactamicos y estdn ampliamente distribuidas en
bacterias Gram negativas y Gram positivas. La categorizacion de las enzimas
betalactamasas puede ser definida de acuerdo a dos propiedades: la funcional
y la molecular. La clasificacion funcional divide a las betalactamasas
conocidas dentro de cuatro principales grupos funcionales (grupos 1 a 4), con
multiples subgrupos dentro del grupo 2, que son diferenciados de acuerdo al

espectro de substrato especifico de grupo o a los perfiles de inhibicion.

En la clasificacion molecular, las enzimas son categorizadas en cuatro clases
moleculares, las cuales son: A, B C y D incluyen las betalactamasas que

requieren serina en el sitio activo para romper el anillo betalactdmico de
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penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos. Estas enzimas rompen el enlace
amida del anillo betalactamico inactivando el antibiético, mientras que las
enzimas que estan dentro de la clase molecular B requieren iones metalicos
(usualmente Zinc) para realizar la hidrdlisis (Tabla 1) [Ambler, 1980; Bush et al.,
1995].

1.4.1 Betalactamasas de espectro extendido (BLEES)

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEES) son consideradas como un
mecanismo de resistencia de los microorganismos Gram negativos a los
antibiéticos betalactamicos, hidrolizan a las cefalosporinas de espectro
extendido que contienen una cadena lateral oximino como cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima y monobactamicos (aztreonam), pero no actian sobre
las cefamicinas (cefotetan, cefoxitina), ni carbapenémicos (imipenem,

meropenem y ertapenem) [Aguilar, 2016].

Las BLEEs han emergido en las dos ultimas décadas como un problema
creciente que dificulta el tratamiento de infecciones producidas por las bacterias
portadoras. Su aparicion se asocia al uso excesivo de las cefalosporinas de
espectro extendido y el aztreonam. Fue en los afios 80 cuando se introdujeron
en la practica clinica las cefalosporinas de tercera generacion, las cuales fueron
desarrolladas en respuesta a un incremento en la prevalencia de betalactamasas

en algunos microorganismos y a la extension de estas a nuevos hospedadores.

Estas cefalosporinas presentan menor toxicidad que los aminoglucésidos y las

polimixinas, de ahi que tienen un uso mayor [Paterson y Bonomo, 2005].

La mayoria de estas enzimas se ha originado por medio de mutaciones
espontaneas de betalactamasas de espectro reducido por cambios en los
aminoacidos en su sitio activo, lo que permite ampliar su capacidad hidrolitica.
Usualmente, las BLEE tipo TEM y SHV hidrolizan a ceftazidime con mayor
eficiencia que a ceftriaxona o cefotaxime, mientras que las CTX-M, usualmente,
hidrolizan cefotaxime y ceftriaxona mas rapidamente que ceftazidime [Morejon,
2013].
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Este mecanismo de resistencia esta dado por los genes bla TEM, SHV y CTX-
M. Las TEM provienen de las clasicas TEM-1y TEM-2 contenidas en plasmidos,
mientras que las SHV tienen origen cromosémico. Las CTX-M, de historia
evolutiva distinta, tienen actividad BLEE intrinseca, y son las BLEE de mayor
reporte mundial, predominando en agentes de infecciones nosocomiales (IN)

como Escherichia coli y Klebsiella spp. [Rivera et al., 2015].

Las betalactamasas son inhibidas por el acido clavulanico u otros inhibidores de
estas como el sulbactam o tazobactam [Paterson y Bonomo, 2005], estos no son
propiamente un antibidtico pero son estructuralmente parecidas, ya que tienen
una estructura parecida al anillo betalactamico que las betalactamasas rompen
e hidrolizan, con la diferencia de que cuando la enzima se une a la molécula del
inhibidor esta es incapaz de desprenderse deteniendo su accién sobre las
moléculas de antibidtico, luego el inhibidor se destruye y por lo tanto también la

betalactamasa [GOmez et al., 2015]
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Tabla 1. Esquema de clasificacién de betalactamasas.

Bush-
Jacoby
(2008)
1 1 c

1e Ml c
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Zb 2b &

2be 2ba &
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Zber Ml &
2c 2c &

2ce Ml &
2d 2d [n}

2de Ml D
2df Ml [n}
2e 2e &
2f 2f &
» 3 B1/B3
3b 3 B2
Ml 4 Unknown

Cefalosporinas

Cefalosporinas

Penicilinas
Penicilinas,
cefalosporinas de
primera generacian

Cefalosporinas da
amplio espectro,
manobactam

Penicilinas

Cefalosporinas da
amplio espectro,
manobactam

Carbenicilina

Carbenicilina,
cefepime

Cloxacilnia

Cefalosporinas da
amplio espectro

Carbapenemes

Cefalosporinas de
amplio espectro

Carbapenemes

Carbapensmes

Carbapeneames

Mo

o

Mo

Mo

Mo

o

g & & &

g

Fuerte hidrdlisis de
cefalosporings y bencil-
penicilinas, hidrolizan
cefamicing

Hidrolisis aumentada para
caftazidima y frecuentemente
atros oxyimimolactimicos.
Hidrdlisis mayor de
bencilpenicilnas gue
cefalosparinas

Hidrdlisis similar en
bencilpenicilnas y
cefalosparinas

Hidrdlisis incrementada en
axy-iminalactamicos
(cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxone, cefepime,
aztreonam})
Resistente al Acido
cavulanico, sulbactam y
tarobactam

Hidrdlisis aumentada para
axyimino-lactamicos
combinado con resistencia al
acido clavulanico, sulbactam y
tarobactam

Hidrdlisis aumentada para
carbaniciling.

Hidrdlisis aumentada para
carbenicilina, cafapime y
cafpiromea

Hidrdlisis aumentada para
cloxacilling y oxacilling
Hidrdlisis de cloxaciling,
axaciling y
axyiminolactamicos.
Hidrdlisis de cloxaciling,
axaciling y carbapeanemeas
Hidrolisis de cafalosporinas,
inhibidores suicidas como el
acido clavulanico pera no
aztreaonam

Hidrdlisis aumentada de
carbapenemes, axyimino-
lactamicos y cefamicinasl.
Amplio espectro de hidrdlisis,
incluida carbapenemes pero
no monobactames.
Hidrdlisis preferencial por los
carbapenemes.

E. coli AmpC,
Pog, ACT-1,
CMY-2, FOX-1,
MIR-1

GC1, CMY-37

PCA

TEM-1, TEM-2,
SHV-1

TEM-3, 5HV-2,
CTX-M-15,
FER-1, VEB-1

TEM-30, SHW-
0

TEM-50

FSE-1, CARB-3

RTG-4

OXA-1, OXA-10

OXA-11, OXA-
15

OXA-23, OXA-
48

Ceph

KPC-2, IMI-1,
SME-1

IMP-1, VIM-1,
Cerh, IND-1 4
L1, CALU-1,
GOB-1, FEZ-1

Cpha, Sfh-1

CA: acido clavulénico; TZB: Tazobactam; MI: no incluido
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14.2

a)

b)

Betalactamasas de clase A

Betalactamasa tipo TEM, primera enzima mediada por un plasmido y
encontrada en una enterobacteria, fue la TEM-1 aislada en E. coli en
1965. El nombre de TEM es una contraccion de Temoniera, nombre del
paciente del que aislado. Se han expandido desde su origen en un 60%
entre las enterobacterias; su frecuencia varia con la especie y el lugar. En
E. coli es la responsable de la resistencia a la ampicilina [Aliaga, 2002;
Silva, 2017].

Betalactamasa tipo SHV, es una contraccion de sulfhidrilo variable, una
descripcion de las propiedades bioquimicas de esta betalactamasa. La
SHV-1 fue también llamada PIT-2, porque fue por primera vez descrito por
Pitton en 1972. Los genes que codifican para esta enzima se encuentran
en el cromosoma, mientras que las variantes alélicas se derivan de
plasmidos. La SHV-1 plasmidica ha sido detectada principalmente en
Klebsiella hasta un 94% de las cepas que producen resistencia a la
ampicilina. A mediados de 1990, SHV se convirtid en la enzima mas
frecuente BLEE, sin embargo, este grupo ha sido desplazado actualmente
por las enzimas CTX-M. A pesar de que SHV es mas comun que se
encuentre en K. pneumoniae, se han reportado casos en otras bacterias

de la familia Enterobacteriaceae como E. coli [Aliaga, 2002; Silva, 2017].

Betalactamasa tipo CTX-M, una de las familias de BLEEs mas
prevalente en los ultimos tiempos es CTX-M (CefoTaXimase Munich),
reportada en 1989 a partir de un aislamiento de E. coli de la secrecion del
oido de un nifio de cuatro meses en Munich, Alemania. Estas enzimas
reciben el nombre de cefotaximasas por su especial actividad contra la
cefotaxima, asi como otros substratos betalactamicos como ceftazidima,
ceftriaxona, o cefepime. Este genotipo es un buen ejemplo de
betalactamasas cromosomicas, encontradas normalmente en especies
de "Kluyvera", un grupo relativamente raro de patdgenos comensales.
Estas enzimas no estan muy relacionadas con las TEM o SHV, ya que

solo muestran un 40% de identidad con las mismas. Actualmente se

13



conocen mas de 80 tipos de CTX-M, de las cuales algunas son mas
activas contra ceftazidima que contra cefotaxima. Se han encontrado en
cepas de Salmonella enterica serovar typhimurium y en E. coli [Aliaga,
2002; Silva, 2017].

Se reconocen mas de 120 variantes de CTX-M alrededor del mundo, las
cuales se encuentran divididas en cinco subclases en funcion de la
homologia en la secuencia de aminoacidos, llamadas CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25. Los tipos mas predominantes son
CTX-M-14 (grupo CTX-M-9), CTX-M-3 (grupo CTX-M-1), y CTX-M-2
(grupo CTX-M-2) [Livermore et al., 2007; Silva, 2017]. La CTX-M-15
(grupo CTX-M-3) es el tipo de BLEE con mayor prevalencia en
aislamientos de E. coli en el Reino Unido presentando una potente accion

frente a ceftazidima [Poirel et al., 2001].

Hasta finales de 1990s las BLEE mas frecuentemente encontradas eran
derivadas de TEM y SHV principalmente en K. pneumoniae y en pacientes
hospitalizados [Yuan et al., 1998]. En la actualidad las enzimas CTX-M
estan reemplazando a las TEM y SHV y est4 aumentando el porcentaje
de aislamientos en E. coli y en pacientes comunitarios. En Espafa la CTX
predominante es el grupo CTX-M-9 [Livermore et al., 2007].

1.5 Elementos genéticos méviles que confieren la resistencia a

antibidticos

La gran plasticidad de los genomas bacterianos ha permitido su adaptacion
frente a la presion selectiva ejercida por la terapia con antibidticos; esta
versatilidad se encuentra mediada por elementos genéticos que permiten la
reorganizacion de genes y la diseminacion de determinantes de resistencia por
transferencia horizontal. Dentro de este contexto, los integrones juegan un papel
importante al ser plataformas de recombinacion sitio-especifica con capacidad
de incorporar y expresar genes en casete. Se han descrito un gran numero de
genes en casete con capacidad de conferir resistencia a diversas familias de

antimicrobianos. Dichas estructuras genéticas pueden incorporarse en los
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integrones y formar colecciones de genes que confieren multiresistencia a
antibidticos. Los integrones se encuentran frecuentemente asociados a
estructuras genéticas moviles como plasmidos y transposones lo cual los
convierte en los personajes centrales para la dispersién horizontal intra e
interespecifica de genes (Figura 4) [Paredes & Zurita, 2013; Romero, 2013; Silva,
2017].

Cromosoma

\
g

Transposon
Integrén r
L ee—

Gen en casete

[
i

Figura 4. Esquema funcional de los elementos genéticos méviles relacionados con integrones.
Los genes en casete se recombinan en la region variable del integrén, el cual puede estar dentro

de un transposén que le permite movilizarse entre secuencias de DNA (Paredes & Zurita, 2013).

Muchos de los arreglos de genes en casete descritos en Latinoamérica
incluyendo México se relacionan con resistencia a familias de antibioticos de

amplio uso clinico como B-lactamicos, quinolonas y aminoglucésidos lo cual
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produce un marcado incremento en el fracaso terapéutico, al proporcionar a los
patdogenos bacterianos una combinacion de genes de resistencia a los

compuestos mas empleados en el tratamiento de infecciones bacterianas.

La resistencia bacteriana puede ser adquirida mediante mutaciones en la
secuencia del DNA cromosomal o por la adquisicion de los elementos moviles
por conjugacion, transduccion y transformacion [Paredes y Zurita, 2013; Romero,
2013; Silva, 2017].

1.6 Escherichiacoliy laenfermedad diarreica

Las enterobacterias pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza: en la tierra, el agua, las plantas e
intestino de humanos y animales. Son bacilos Gram negativos, oxidasa
negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, capsulados, Pueden
desarrollarse en cultivos desde los 20°C hasta los 37°C en un tiempo de 18 a 24
horas. Dentro de esta familia, Escherichia coli y los géneros Shigella y
Salmonella son los agentes etiolégicos mas importantes de enfermedades

diarreicas [Carroll et al., 2017].

Hasta 1950, E. coli era considerada como un habitante no patégeno del tracto
intestinal de animales de sangre caliente y humanos. Sin embargo, en las ultimas
décadas, una gran cantidad de investigaciones ha establecido a E. coli como un
importante agente etiolégico de enteritis. Se trata de una enterobacteria movil,
catalasa positiva, oxidasa negativa, reduce el nitrato a nitrito, normalmente
fermenta la lactosa, produce indol a partir del triptéfano siendo negativa la
reaccion de Voges-Proskauer, causante de diarreas agudas [Mandell et al.,
1979].

La diarrea aguda es una enfermedad intestinal generalmente infecciosa y
autolimitada, se caracteriza por presentar evacuaciones liquidas o de
consistencia disminuida, en nimero mayor a tres en 24 horas y con evolucion

menor de dos semanas. Diarrea persistente se define como el paso de
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evacuaciones semiliquidas por mas de dos semanas, en tanto que la diarrea

cronica se establece a las cuatro semanas [Molina y Eslava, 2015].

La enfermedad diarreica grave (EDA), es uno de los problemas de salud publica
de mayor importancia en el mundo. De acuerdo con estudios efectuados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el fondo de las naciones unidas para
la infancia (UNICEF), las EDA son un problema de salud de la poblacion infantil,
principalmente en los paises en desarrollo donde se producen anualmente entre
cinco a seis millones de muertes, constituyendo la segunda causa global de
mortalidad infantil [Estrada et al., 2009].

La diarrea afecta a todos los grupos de edad. El periodo pediatrico de mayor
vulnerabilidad incluye a los menores de cinco afos (SSA), quienes se
deshidratan con mayor rapidez. En México, el Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP) estima que se recetan antibidticos a 70% de los pacientes con infecciones
respiratorias y diarreicas agudas, lo que se justifica solamente en un 15% de los
casos [INSP, 2020]

E. coli es responsable de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en
el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afio, afectando principalmente a la
poblacién infantii de paises en desarrollo. Ademas, se ha reportado su
participacion en cerca del 50% de las infecciones urinarias intrahospitalarias y
en el 90% de las infecciones de este tipo en pacientes ambulatorios [Molina y
Eslava, 2015].

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se han agrupado en seis tipos
patdogenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia: E. coli
enteropatogena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa
(EAEC). Cada uno de los grupos patdégenos de E. coli presenta caracteristicas
distintivas relacionadas con su epidemiologia, patogénesis, manifestaciones

clinicas y tratamiento [Estrada et al., 2009; Molina y Eslava, 2015].
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1.6.1 El humano y el cerdo como reservorios de E. coli

E. coli es el agente etioldégico de un amplio espectro de enfermedades en el
hombre y los animales, algunas de ellas extraintestinales y otras entéricas,
dentro de las cuales se encuentra la diarrea de los lechones (colibacilosis en
neonatos y post—destete) y la enfermedad de los edemas. Se caracterizan por
ser endémicas, altamente transmisibles y por presentar un desenlace
generalmente fatal, originando considerables pérdidas econdmicas en lechones

entre las cuatro y doce semanas de edad [Cicuta et al., 2000].

En otros animales E. coli se encuentra regularmente en las heces del ganado
sano y es transmitida al hombre principalmente por la ingestiéon de productos
porcinos; aunque se ha relacionado también con la leche no pasteurizada,
bebidas contaminadas como el agua, verduras frescas y a través del contacto
persona a persona por ello las enfermedades de transmision alimentaria
constituyen un grave problema de salud publica a nivel mundial [Soto et al.,
2016].
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2 ANTECEDENTES

En los ultimos afios, la causa predominante de resistencia a las cefalosporinas
en E. coli es la produccién de plasmidos que codifican BLEE de la familia CTX-
M, la cual se encuentra diseminada por todo el mundo [Hunter et al., 2010].

Aunque en principio, las BLEE fueron aisladas de pacientes hospitalizados,
actualmente han ocurrido aislamientos en cepas de infecciones adquiridas en la
comunidad y en animales de sangre caliente como cerdos. A partir del afio 2000
se ha observado un aumento de aislamientos de cepas de E. coli productoras de
CTX-M, principalmente, estan implicadas en Infecciones del Tracto Urinario (ITU)

y gastrointestinales [Coque et al., 2008].

Los primeros casos de enterobacterias productoras de BLEE fueron detectados
en Europa en 1983y las primeras variantes caracterizadas fueron SHV-2 y TEM-
2 en pacientes hospitalizados. Ademas, en 1986 se detectd en Francia el primer
brote nosocomial de K. pneumoniae con la variante TEM-3, produciéndose un
aumento dramatico de los casos de BLEE en los afios sucesivos, en todo el
mundo. Los primeros informes sobre organismos productores de BLEE en
Estados Unidos fueron en 1988. En 1989, se informan casos de infecciones

producidas por variantes SHV y CTX-M en Canada y Estados Unidos.

Una investigacion realizada en Espafia en 2010 sobre los mecanismos de
resistencia de E. coli resistente a cefalosporinas en cerdos reporto que después
de un muestreo de 80 granjas de cerdos, se obtuvieron 29 aislamientos de E.
coli, 21 (72%) positivos para BLEE, detectando SHV-12 (12 aislamientos, 41%),
CTX-M-1 (tres aislamientos, 10%), CTX-M-9 (tres aislamientos, 10%) y CTX-M-
14 (tres aislamientos, 10%). Los ocho aislamientos restantes (28%) fueron
fenotipicamente no BLEE [Escudero et al., 2010]. Por otra parte, en un trabajo
comunitario realizado en Alemania de octubre 2009 a noviembre 2012,
detectaron en 211 personas de 3,344 participantes colonizados por E. coli BLEE,
gue la mayoria de estas cepas aisladas pertenecieron al tipo enzimatico CTX-M
(46% CTX-M-15y 24% CTX-M-1) [Valenza et al., 2014].

19



En América Latina los primeros reportes sobre BLEESs ocurren en el afio de 1989.
En la actualidad, esta region tiene la tasa mas elevada del mundo, existiendo
variaciones dentro de los paises que la forman, y siendo los de mayor
prevalencia Brasil y Chile, donde se han detectado enzimas de tipo CTX-M, PER,
TEM vy SHV [Villegas et al., 2008]. En México, los primeros casos de cepas CTX-
M fueron reportados en el afio 2009 por Rocha y colaboradores, donde
detectaron un determinante de resistencia a quinolonas transmitido por el

plasmido qepAl en cepas de E. coli productora de CTX-M-15.

En un estudio realizado entre octubre de 2010 y marzo de 2011 se colectaron
460 aislamientos de E. coli y 78 de K. pneumoniae de un hospital de nivel tres
de atencion en Guadalajara, México. Los resultados que se obtuvieron
evidenciaron la presencia de BLEEs en 75/460 (16.3%) aislados de E. coli y
21/78 (26.9%) de K. pneumoniae. El tipo de BLEE encontrada fue CTX-M-15 en
85% de E. coli productora de BLEE y 76% en K. pneumoniae [Morfin et al., 2013].

El Instituto Nacional de Cancerologia de la Ciudad de México reporté en 2012
115 pacientes inmunosuprimidos por leucemia, en donde 34% de los
hemocultivos estudiados se relacionaron con E. coli BLEE. De esta poblacién 56
de los pacientes con aislamiento de E. coli BLEE fueron caracterizados por
analisis molecular, encontrando la expresion de CTX-M-15 en 84% de las

muestras [Aguilar, 2016].

En Perd, en un estudio realizado de julio 2012 a marzo 2013 se analizaron 235
muestras fecales de pacientes con gastroenteritis que acudieron al laboratorio
de microbiologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio en Lima, encontrando
una alta frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE 64.2% (131/235)
siendo E. coli (86.1%), K. pneumoniae (7.9%), Salmonella sp. (2.6%),
Enterobacter cloacae (2.0%) y Proteus mirabilis (1.3%). El 89.1% de estas
enterobacterias productoras de BLEE presentaron el gen blaCTX-M

[Colquechagua et al., 2015].

En el afio 2016, se reporta, en Ciudad de México, un estudio en el Instituto

Nacional de Pediatria (IPN) sobre la presencia de CTX-M-9 en aislamientos de
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E. coli de pacientes pediatricos (0-18 afios de edad). Las BLEEs del grupo CTX-
M-9 se detectaron en 2.5% (10/404) de los aislamientos siendo las variables
alélicas encontradas CTX-M-14 (4/10) y CTX-M-27 (6/10). Otro reporte en
Morelos, México identificaron la prevalencia de los genes de BLEE mostrando
que los genes blaCTX-15 fueron los mas comunes, seguidos del tipo SHV-12 y
SHV-5 [Barrios et al., 2017].

En 2017, en Venezuela, se realiz6 un estudio sobre la diversidad genética de
cepas extraintestinales de E. coli productora de BLEE donde se observé que el
gen mas frecuente en 12 cepas extraintestinales fue CTX-M-8 seguida por CTX-
M-15 y CTX-M-2. Mientras que en dos cepas se evidencidé la presencia
simultdnea de blaCTX-M-9 variantes blaCTX-M-65 (primer reporte en
Venezuela) y blaCTX-M-147 (primer reporte en el mundo) [Varela et al., 2017].
En el mismo afio, pero en Cuba, se realizO un estudio para detectar
enterobacterias productoras de BLEEs en granjas porcinas colectando 200
muestras fecales de las cuales se identificaron 41 aislados de enterobacterias
determinando la mayor frecuencia después de analizar los amplicones para el
gen blaCTX-M seguido del gen blaTEM, mientras que el gen blaSHV no se
detectd [Marrero et al., 2017].

Mas reciente, en 2018, se reporta un estudio descriptivo en Oaxaca, México
donde se incluyeron 288 cepas de E. coli aisladas de pacientes adultos con
posible infeccion en vias urinarias. Del total de las cepas de E. coli aisladas,
31.3% (90/288) fueron productoras de BLEE, 86 de ellas (95.6%) fueron positivas
para CTX-M, 16 (17.8%) para TEM, ninguna para SHV y cuatro (4.4%) resultaron
negativas para los tres genes analizados, lo que sugiere la presencia de otro gen
menos comun productor de BLEE como blaOXA o blaTLA-1 [Galindo, 2018].
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente en México y en todo el mundo se esta enfrentando una dura batalla
contra los microorganismos resistentes a una gran variedad de antibidticos. El
ambiente hospitalario, uno de los héabitats predilectos de E. coli, y su elevado
consumo de antibioticos, proporciona la presion de seleccion necesaria para el
desarrollo de microorganismos multidrogo resistentes comensales o patégenos.
Existe evidencia de la asociacion entre la cadena alimentaria y diarrea aguda
causada por bacterias resistentes; sin embargo, es pertinente aportar mas
evidencias solidas sobre el impacto del uso de antibidticos en bacterias
resistentes causantes de diarrea y su asociacion con la interfase salud humana-

animal, utilizando modelos de estudios dinamicos y concurrentes [OMS, 2014].

E. coli tiene acceso a una gran seleccion de genes de resistencia propios de su
especie, y ha desarrollado mecanismos capaces de reordenar estos genes y
movilizar-capturar genes de resistencia, a través de elementos maoviles como los
plasmidos. Al momento se han identificado 186 variantes alélicas de SHV que
han desarrollado resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion
[Liakopoulos et al., 2016], monobactam y carbapenems [Poirel et al., 2003], cinco
clases de B-lactamasas tipo CTX-M adquiridas denominadas: CTX-M-1, CTX-M-
2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25 y mas de 100 clases de TEM, cuyos
determinantes genéticos estan usualmente asociados con elementos genéticos

moviles, tales como plasmidos y transposones.

4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se comparte el mismo tipo de betalactamasa de espectro extendido entre las
cepas de Escherichia coli de humanos y cerdos?
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5 JUSTIFICACION

El incremento de resistencia bacteriana a los antibiéticos es un problema global
de salud publica importante que esta asociado a diversos factores, entre los
cuales, el uso clinico indiscriminado y en la industria pecuaria como promotores
de crecimiento son considerados elementos claves de seleccion del evento. Las
enfermedades diarreicas por Escherichia coli son una de las principales causas
de morbi-mortalidad en nifios menores de cinco afos, tanto en paises
desarrollados como en desarrollo, incluido nuestro pais, donde en el afio 2008
fueron la cuarta causa de mortalidad infantil (menores de un afio) y la primera

causa de mortalidad en pre-escolares (1 a 4 afios).

Se ha mostrado que, la resistencia bacteriana a los antibioticos mediada por la
produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) constituye uno de
los mecanismos mas frecuentes de resistencia en el entorno hospitalario y en los
casos de brotes epidemioldgicos, asi como en las granjas de produccion animal
ya que este mecanismo de resistencia se puede difundir a la poblacién por
contacto directo o a través de la cadena alimenticia. El impacto sobre la salud
publica, la importancia del control de densidad poblacional en animales de
crianza y el control del uso de antimicrobianos, no serian posibles sin estudios
previos del hallazgo de las BLEEs en bacterias procedentes de animales que
estan en profunda relacion y contacto con la humanidad. La informacion obtenida
mediante este estudio es de gran utilidad para México ya que aporta evidencia
cientifica para apoyar la regulacion del uso racional de antibiéticos tanto en el
ambito clinico en humanos y animales como en el crecimiento de animales con

fines comerciales.
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6 HIPOTESIS

El tipo de BLEE producido por las cepas de Escherichia coli sera el mismo entre

las cepas aisladas de humanos y de cerdos.

7 OBJETIVOS

7.1 General

Identificar los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M en cepas de Escherichia coli

productoras de BLEE aisladas de humanos y cerdos.

7.2 Particulares

1. Confirmar fenotipicamente la produccion de BLEEs en cepas de E. coli

aisladas de humanos y cerdos.

2. Establecer si las BLEEs estan mas seleccionadas en cepas de E. coli

patdgenas que en las comensales.

3. Determinar los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M en cepas de E. coli

productoras de BLEE aisladas de humanos y cerdos.

4. Establecer la relacién clonal de las cepas de E. coli portadoras de un gen

para BLEE aisladas de humanos y cerdos.
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8 METODOLOGIA

8.1 Disefio experimental

Se realiz6 un estudio descriptivo a partir de un modelo de interfase salud
humana-animal en Jiutepec, Morelos, México; que incluyo una granja porcicola
y tres centros de salud cercanos a la granja: Jiutepec, Huizachera y Calera
Chica. Ademas, se incluyeron los pacientes referenciados al Hospital General de
Cuernavaca “Dr. José G. Parres” quienes presentaban sintomas de enfermedad

diarreica. El esquema de trabajo propuesto se muestra en la figura 5.

PROYECTO BASE
materia fecal de cerdos de una granja
semitecnificada en Jiutepec, Morelos y de
humanos en centros de salud colindantes a
esta y los refrenciados al hospital general.

Muestreo
Humanos y cerdos
Aislamiento

Identificacion agar Mac Conkey Perfiles de
API 20E — susceptibilidad
Kirby bauer

Elaboracion
Banco de
cepas

Seleccidon de cepas E. coli
CTX ylo CAZ resistentes
CTX ylo CAZ reistentes

Deteccion de cepas Identificacion de genes L
productoras de BLEE blaTEM, blaSHV vy ReIaC|o_n clonal

. . . Electroforesis en gel de
Sinergia de doble disco blaCTX-M campo pulsado (PFGE)
(CLsI, 2018) PCR punto final

ANALISIS DE RESULTADOS

Figura 5. Diagrama de flujo que muestra el esquema de trabajo para la realizacion del estudio,

en rojo lo que se realiz6 en el proyecto base y en azul lo que se realiz6 en este proyecto.
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8.2 Seleccién de cepas de E. coli

Se seleccionaron las cepas de E. coli resistentes a ceftazidima y/o cefotaxima a
partir de un banco de cepas de E. coli previamente identificadas y con un perfil

de susceptibilidad antimicrobiano antes establecido.

8.3 Deteccion fenotipica de cepas productoras de BLEE

La deteccidn de cepas sospechosas de producir una BLEE se confirmo
fenotipicamente mediante el método de sinergia con doble disco donde se
requirieron discos con antibiotico: cefotaxima (CTX) 30ug, CTX/acido clavulanico
(AC) 30/10ug y ceftazidima (CAZ) 30ug, CAZ/&cido clavulanico (AC) 30/10ug
siguiendo los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
[CLSI, 2018].

Posteriormente, las cepas de E. coli seleccionadas se crecieron a 37°C en medio
de cultivo agar Mac Conkey suplementado con CAZ o CTX a 2 uyg/mL, para
verificar que sea un cultivo puro. Subsecuentemente, se realizé una suspension
bacteriana en tubos de ensayo con solucion salina (NaCl 0.85%) para ajustarla
en un rango de 0.08 a 0.135 de absorbancia, a una longitud de onda de 625 nm,
para alcanzar una concentracion al 0.5 en la escala de McFarland (1x10% UFC).
La solucion bacteriana ajustada se difundié en placas de agar Muller-Hinton (MH:
MCD®, México) mediante un hisopo estéril y sobre esta se colocaron los discos
con antibiético a una distancia de 2 cm de disco a disco. Las placas se incubaron
a £35°C por 18 horas.

Para interpretar los resultados se midieron los halos de inhibicion de cada
antibiotico solo y de antibiético/inhibidor; después para determinar si las cepas
de E. coli son BLEE positivas se utilizé la siguiente regla: Si la diferencia entre el
diametro del halo de inhibicion entre CAZy CAZ/CLA 0 CTXy CTX/CLA es 25mm
se considera una posible E. coli productora de BLEE (E. coli-BLEE).
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8.4 Deteccion de los genes para betalactamasas de espectro extendido
(blaTEM, blaSHV y blaCTX-M)

8.4.1 Extraccion del DNA total

La extraccidon de DNA total se realizO mediante la técnica de choque térmico,
tomando de una a dos colonias puras de E. coli a partir de un cultivo fresco en
agar Mac Conkey y se resuspendié en un tubo eppendorf con 300 pL de agua
destilada. Posteriormente, se colocaron en agua a 100°C, durante 5 minutos y
posteriormente a -20°C durante 5 minutos (esto se repitid 2 veces). Después, se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 2 minutos y se recupero el sobrenadante en
un tubo eppendorf de 0.6 ml. Las muestras de DNA se almacenaron a -20°C

hasta su uso.

8.4.2 Diseio de oligonucleotidos para PCR

Para poder amplificar el fragmento de DNA mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) punto final, se mandaron a sintetizar oligonucleétidos, los
cuales fueron previamente diseflados en el laboratorio de Epidemiologia de
enfermedades infecciosas del CISEI en el Instituto Nacional de Salud Publica,
primero comparando las secuencias de genes en el Genbank del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) con las secuencias mas reportadas en la
bibliografia para los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M que se pretendio
encontrar, después se seleccionaron las secuencias con las que se tenia un mas
alto porcentaje de similitud y se compararon mediante BLAST del NCBI, para
obtener las regiones mas conservadas de la secuencias estudiadas y ahi

seleccionar la secuencia de nuestros oligos.

8.4.3 Amplificacion de los genes bla

La presencia de genes bla se determindé a partir de la amplificacion de un
fragmento de DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final, empleando oligonucledtidos especificos para los genes blaTEM, blaSHV y

blaCTX-M. Las secuencias de los oligonucleotidos que se utilizaron se muestran
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en la Tabla 2. La mezcla para cada una de las reacciones de PCR se ajustaron

a un volumen final de 25 pl.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados en la reaccién de PCR.

CLAVE LONGITUD  SECUENCIA5-3  Tm(°C) GEN  TAMARO (pb)

ATG CGT TAT ATT
SHV -F 22 63.45
CGCCTGTGTA
SHV 611
CGA CCC GAT CGT
SHV - R 20 69.85
CCACCATC
CTX- TTT GCG ATG TGC
. 23 65.11
Muniv - F AGT ACC AGT AA
CTX-M 544
CTX- CGA TAT CGT TGG
. 21 66.50
Muniv - R TGG TGC CAT
CAA CAT TTT CGT
TEM - F 19 64.61
GTC GCCC
TEM 811
GCT TAATCAGTC
TEM - R 19 64.61
AGG CACC

La reaccién de PCR se realiz6 en un termociclador (i-Cycler BIO-RAD®, México),
con las siguientes condiciones: Un ciclo a 94°C durante 2 minutos; 35 ciclos a
95°C durante 20 segundos, 58°C durante 30 segundos, 72°C durante 30
segundos; un ciclo a 72°C durante 3 minutos. Todas las reacciones al finalizar la

técnica se colocaron a 4°C hasta su uso.

Los productos amplificados se analizaron por una electroforesis en gel de
agarosa al 1.0% en buffer TAE 1X (Tris Base 0.04M, pH8; Acido acético
1.142mL; EDTA 0.001M pH8), tefiidos con SYBR® Green (Invitrogen, USA). La
corrida de electroforesis se hizo durante 70 minutos a 120 volts, para finalmente
visualizar los geles con un transiluminador de luz UV y detectar la presencia o

ausencia de los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M respectivamente.
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8.5 Relacion clonal

8.5.1 Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) es una técnica que permite la
separacion de moléculas de ADN en gel de agarosa mediante el uso de dos
campos eléctricos alternos, con vectores dirigidos el uno al otro en angulo obtuso
[Smith et al., 1990]. PFGE fracciona moléculas de ADN grandes en el intervalo
de tamanfo de 10 kb a 10 Mb [Cooney, 1992].

Se realizo la tipificacion molecular por medio de la técnica de PFGE donde se
parti6 tomando 5 mL de cultivo puro en caldo Luria Bertani (LB), se cosecharon
las cepas por centrifugacion a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se llevaron a
cabo dos lavados con solucion PIV (NaCl 1M, Tris 0.01M y Agua),

resuspendiéndose en 440 pL de la misma solucion.

Después se mezclé con un volumen conocido de agarosa D5 LOW EEO con
punto de fusién de 45°C en solucion PIV. Con la mezcla que se obtuvo, se
fabricaron discos de 20 pL y se mantuvieron a 20°C por 5 minutos,
posteriormente se trataron con solucion de lisis EC (Tris 1M pH8, NaCl 1M, EDTA
0.5 M pH8, desoxicolato de sodio 0.1%, Brij 58 0.5%, 50 pg/ml de RNAsa A,10
pug/mL de lisozima) y se incubaron a 37°C por tres horas, después se decanté y
se adiciono 1 ml de solucién ES (EDTA 0.5 M pH 9, sarcosyl 1%) adicionando

1.0 mg/mL de proteinasa K a una temperatura de 50°C durante 17 horas.

La solucién ES se decantd y se lavaron los discos con solucién amortiguadora
de TE 1X (Tris 1M, pH 7.5, EDTA 0.5M pH 8.0), en agitacién suave durante 1
hora a temperatura ambiente, por cinco veces, después se realizo la digestion
del DNA con 25 Unidades (U) de enzima Xba | durante 17 horas. Después se
separaron los fragmentos de DNA por electroforesis en gel por campos pulsados,
en un sistema de electroforesis (Laboratorios BioRad CHEF-DR 1) en geles de
agarosa al 1% en amortiguador de TBE 0.5X (Tris base 45Mm, &cido bérico

45Mm, EDTA 1mM pH 8.0) a un voltaje de 6 v/cm, con pulsos de linealidad de 1
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a 100 segundos por 23 horas. El marcador lambda #340 (New England Biolabs,

Ontario, Canada) se us6 como marcador estandar de peso molecular.

Después se tifio el gel con bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/mL
y se observd con luz ultravioleta (UV). Para determinar los tipos clonales se
analizaron los perfiles de restriccion visual, usando los criterios de Tenover
[Tenover et al., 1995].
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9 RESULTADOS

9.1 Seleccién de cepas

De 425 cepas humano identificadas como E. coli se seleccionaron un total de 95
cepas que presentaban resistencia a los antibidticos ceftazidima (CAZ) y/o a
cefotaxima (CTX) (Figura 6). Para el caso de los cerdos, de las 983 cepas
identificadas como E. coli se seleccionaron 33 cepas que presentaban
resistencia a los antibioticos antes mencionados (Figura 7). En total para este

estudio se seleccionaron 144 cepas entre humanos y cerdos.

uCTX
52/425

 CAZ
2/425

u CTX/CAZ
41/425

0.47%

Figura 6. Seleccién de cepas humano por resistencia.
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0.61%

uCTX
0/983

CAZ
6/983

Figura 7. Seleccion de cepas de cerdo por resistencia.

9.1 Deteccion de los genes para betalactamasas de espectro extendido
(blaTEM, blaSHV y blaCTX-M)

La deteccién fenotipica de la presencia de BLEE por sinergismo de doble disco
se realizé en 33 cepas de E. coli aisladas de cerdos y en 95 cepas de humanos,
todas resistentes a cefalosporinas de tercera generacién. Como resultado se
obtuvo que todas las cepas de E. coli de cerdos son productoras de BLEE y de
humanos 94/95 (98.94%) son productoras de BLEE.

Ademas, utilizando la técnica de PCR punto final se amplificaron los genes
blaCTX-M, blaSHV y blaTEM (Tabla 4), de los cuales el gen que mas predomino
tanto en humanos como en cerdos fue blaCTX-M con 47/94 (50%) y 14/33
(42.42%) cepas respectivamente. Seguido del gen blaTEM presente en 29/94
(30.85%) para humanos y 4/33 (12.12%) para cerdos; el gen blaSHV solo se

encontré en humanos (4/94, 4.25%) los cuales se muestran en la figura 8 y 9.
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Tabla 3. Genes que codifican para BLEEs encontrados segun la resistencia a cefalosporinas de tercera

generacion.
GENES bla
CTX-M SHV TEM TOTAL
ANTIBIOTICO
CERDO HUMANO CERDO HUMANO CERDO HUMANO CERDO HUMANO

CTX 0 12 0 2 0 15 0/0 29/52

(23.07%) (3.84%) (28.84%)
CAZ 0 0 0 0 2 0 2/6 0/2
(33.33%)

CTX/CAZ 13 35 0 2 2 14 15/27 41/41
(48.14%)  (85.36%) (4.87%) (7.40%)  (34.14%)

TOTAL 13 47 0 4 4 29 17/33 80/94

u(CTX-M ®SHV &« TEM

Figura 8. Porcentaje de BLEEs encontradas en cepas de cerdo.
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u(CTX-M ®SHV = TEM

Figura 9. Porcentaje de BLEEs encontradas en cepas de humano.

9.2 Andlisis molecular por electroforesis en gel de pampo Pulsado (PFGE)

En el presente trabajo se analizaron por PFGE un total 64 cepas de E. coli,
patdgenas y comensales MDR y no MDR aisladas de heces de humano (41) y
de cerdo (23). Los resultados de PFGE mostraron 64 pulsotipos diferentes, de
los cuales 41 pulsotipos provienen de cepas de E. coli de humano, en su mayoria
comensales (33/41, 80.48%) en las que se encontraron cepas MDR (32/33,
96.96%) y cepas no MDR (1/33, 3.03%). Mientras que a las cepas patdgenas les
corresponden 8 pulsotipos (19.51%), de los cuales el 87.5% (7/8) de las cepas
son MDR y 12.5% no MDR (1/8). Del total de los pulsotipos encontrados,
destacan 3 clonas mayoritarias designadas como clona R, W y 1I, que incluyen
dos cepas con un mismo patron respectivamente. Ademas, la mayoria de las
cepas de E. coli de humanos muestran una clara heterogeneidad, lo que indica

una diversidad de cepas en la poblacion estudiada.

El resto de los pulsotipos (23/64, 35.93%), corresponden a las cepas de E. coli
aisladas de cerdos. Todas son comensales y MDR y se puede observar 3 clonas
designadas como clona C, con 3 cepas; dos de ellas idénticas y una como un
subtipo, y las clonas U y 2C, cada una con dos cepas casi idénticas. El resto de

pulsotipos muestran una completa heterogeneidad entre las cepas.

34



cepa PrGE E““"“gg‘“’ m‘g:‘:c‘z";‘ BLEE RE;:;‘E‘::IA SUCEPTIBILIDAD
U AMME
’ HA020B J comensal Humano CTX-M MDR AMP-CAZ-CTX-GEN-CIP-NAL-SXT-TETRA
e o0 . — o WOU  AMPCAZCTY-CIPNALSXTTET
HDO094B N Comensal Humano XM MDR AMP-CTX-GEN-NAL-SXT
| | T TR o I PO ———
LRl L L I (R

L (S I (A - e mm o s

| |
€137C T Comensal Vientre. XM MDR AMP-CAZ-GEN-NALSXT-TET

-

0 L LU L oo 7 T
| 20 [N (O R IIRR N . R
ol B . oo

LA [ ] (TR
- Lol | HCO38A Y Comensal Humano NEG MDR AMP-CAZ-CTX-GEN-CIP-NAL-SXT-TETRA

AR NEN UL LT

o
P ‘ 2 s e wnsarrsa
1’. | I ll HA009B 1A eec Hamano cremTem MOR AMP-CAZ-CTXCNAL SXT-TETRA
" 001 0
B R [ 1| [
LU TR R [ ]
W TR - " - . P
: E Nb=0mm coron u I . S —
TR [ [ (38 (TR TR T
L L HBO15A 11 Comensal Humano CTX-M MDR AMP-CAZ-CTX-GEN-NAL-SXT-TETRA

D dwoamm P — i
LSRR | [ (LTI

HA0ZLA w® e Humano cem MO AMPCAZCTCGENNALTETRA
ciom w Comensal vienwe Tem MO AMPCAZCTCGEN-CPALSXTTET
I B o e
o Ll Heo48A w Comensal Humano mem MDR  AMP-CAZ-CTH.GEN-CP-NALSXT-TETRA
i Heoasc w Comensa vumaro cnem MO AMPCAZOCT-CPNALSKETETRA
(4l
Heo128 1 Comensal Humano axm DR AMP-CAZ-CTX-CIP-NALTETRA

(L[ (R ] " p— - P —_—

.. ATAFAME AR 1 18034 1 Comesal Humana e MR AMPCAZ CIXGENCPALSX-TETRA

)00 O P n comers coc [P —

| | | » p— . [P —

318 | SR [ | 8| R | ST - pr— O —

| L 0 [ TR TR T e

e e ———p————
| HAGO7A w comensal Humano e MOR  AMP-CAZCTXGEN-CIPNALSXTTETRA
HoossC 1x fec Humano Tem MOR  AMP-CTXGENNALSKTTETRA
Heos2s M comensal Humano mxm MOR  AMP-CAZCTXGEN-CINALSXTTETRA
[ " ‘Iu T TR oo 12 Comensal Humano e MO AMPCAZ-CTX GEN-GP AL SXTTETRA
Ho0s2A 2 Comensal Humano Tem MOR  AMPCTKGENNALSKTTETRA
10 [ "‘MIIHF [ oo 28 Comensal Humano cremtem or AMIP-CAZ-CTH-CP-NALTETRA
cos7a 2 comensal Lechén e MOR  AMPCAZCTXGENGPNALSKTTET
caara 2 comensal Lechén ™ MOR  AMPCAZCTRNALSKTTET

Figura 10. Dendograma filogenético segun el bandeo
obtenido por PFGE

35



10 DISCUSION

Las cepas de E. coli aisladas de humano y de cerdo analizadas en este estudio
mostraron una alta resistencia a cefalosporinas de tercera generacion,
cefotaxima y ceftazidima, mostrando una mayor seleccion de cepas de humano
resistentes a cefotaxima seguido de ceftazidima, al igual que en cerdos. Los
resultados obtenidos en este estudio marcan una diferencia con lo reportado en
la literatura, ya que, en Nigeria, Corea y Canada no se reportan cepas de E. coli
resistentes a CAZ y CTX [Varga et al., 2008; Lee et al., 2014].

La deteccion de BLEE en las cepas seleccionadas por resistencia a CTX y/o CAZ
en este estudio, muestra que la mayoria de cepas son productoras de BLEE del
98.95 al 100% de las cepas de humano y cerdo respectivamente. Similar a lo
reportado en un estudio en Vietham donde se reportan que 66 de 69 (95.65%)
cepas de humano y cerdo son productoras de BLEE [Dang et al., 2018]. Ademas
muestran hallazgos del gen blaCTX-M en el 68.5% de los aislamientos de
humanos y 66.7% en cerdos. Estos resultados son similares a lo reportado en
nuestro estudio donde se detectd que el gen blaCTX-M esta presente en 14/33
(42.42%) cepas de E. coli aisladas de cerdos y en 47/94 (50%) aisladas de
humanos. Otros estudios, en México, muestran hallazgos de BLEESs tipo SHV-5
en 2/14 (14.28%) cepas de E. coli provenientes de aislamientos clinicos [Garza
et al., 2007]. En nuestro caso, reportamos la presencia del gen blaSHV en 4/94
(4.25%) cepas de E. coli de humano indicando que este gen no es muy comun
o su frecuencia es baja entre la comunidad estudiada. En cerdos no se encontrd
la presencia de este gen. La presencia del gen blaTEM en los aislamientos de E.
coli de humanos fue de 29/94 (30.85%), una frecuencia relativamente baja si se
compara con un estudio realizado en dos hospitales de Pert donde se reporta
una frecuencia de 60.61% (40/66), mientras que en cerdos tuvimos una
frecuencia del gen blaTEM de 12.12% (4/33), que al igual que la frecuencia en
humanos es baja comparada con un estudio realizado en una granja porcicola
en Colombia donde su frecuencia es de 30.55% (11/36).
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Estos resultados nos evidencian que uno de los mecanismos mas frecuentes de
resistencia en el entorno hospitalario y en los casos de brotes epidemiolégicos,
asi como en las granjas de produccion animal es la presencia del gen blaCTX-
M, el cual se puede difundir a la poblacion por contacto directo o a través de la

cadena alimenticia.

Para evaluar la clonalidad de las cepas de E. coli en este estudio se analizaron
por PFGE 64 cepas. De las cuales 41 provenian de humanos donde se
observaron tres clonas mayoritarias, la clona R, que incluye dos cepas con un
coeficiente de similitud de 100%, ambas cepas son MDR y presentaron el gen
blaCTX-M / blaTEM, una es comensal y la otra tiene el patotipo DAEC, la clona
W, con dos subtipos que presentan su coeficiente de similitud de 100%, ambas
son MDR, y presentan el gen blaCTX-M y son comensales y la clona 1l donde
ambas cepas son comensales, MDR, y presentan el gen blaCTX-M. Comparado
con un estudio realizado en Argentina [Leotta et al., 2008] donde se
caracterizaron cepas de E. coli provenientes de humanos se encontraron 10
clonas y 36 cepas con patrones unicos, similar a los hallazgos de este estudio
pues, las clonas representan un menor nimero comparados con las cepas de
patrones unicos. De las 23 cepas que se evaluaron de cerdos, se encontré que
habia 3 clonas, una denominada U, con dos cepas con un coeficiente de similitud
del 98%, ambas comensales, MDR y sin ningun gen de resistencia bla, la clona
2C, también con dos cepas de mismo coeficiente de similitud que la anterior,
ambas comensales y MDR, con la diferencia de que una presentaba el gen
blaCTX-M, y la clona C, donde hay tres cepas dos de ellas idénticas y una con
el 98% de similitud entre estas, todas MDR, comensales y presentaron el gen
blaCTX-M. En un estudio realizado en Eslovaquia, se mostré que la mayoria de
los aislados provenientes de cerdos presentaba pulsotipos diferentes [Vu-Khac
et al., 2007], al igual que lo observado en este estudio.
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11 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir lo siguiente:

e El hallazgo de resistencias elevadas a cefalosporinas de tercera
generacion en cerdos puede indicar su diseminacién fuera del ambiente
hospitalario, llevando asi un intercambio entre los humanos y los cerdos,

pero las evidencias aun son escasas.

e La cadena alimenticia es un posible vinculo de transferencia de genes de
resistencia al humano, por lo que el cerdo puede considerarse como un

reservorio de las cepas de E. coli portadoras de genes de resistencia.

e La presencia de BLEES, principalmente CTX-M, en humanos y cerdos
nos muestra el elevado uso de cefalosporinas de tercera generacion en el

area de veterinaria y clinica.
e Los patrones de PFGE fueron diferentes entre humanos y cerdos

concluyendo que existe una gran diversidad genética en los aislamientos

de E. coli circulantes en nuestra region.
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12 PERSPECTIVAS

La presencia de BLEESs en las cepas de E. coli analizadas enfatiza la necesidad
de profundizar en estudios sobre la caracterizacion molecular de los mecanismos
de resistencia y confirmar su posible propagacion mediante ensayos de

conjugacion.

Ademas, seria interesante identificar a que grupo especifico de la familia de
BLEEs pertenece cada una de las identificadas y tener asi un estudio mas
centrado y especifico. Logrando con eso tener mayor informacion para tratar el
problema.
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