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RESUMEN

Introduccion: Las enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), en particular las BLEE tipo CTX-M, se han extendido rdpidamente por todo el
mundo y representan una gran amenaza para las infecciones asociadas a la atencién de la
salud (IAAS), principalmente para las infecciones del tracto urinario que causan
complicaciones en la condicidn clinica de pacientes hospitalizados, asi como la prolongacién
de la estancia hospitalaria y los gastos que esta representa. Debido a que las infecciones
urinarias provocadas por enterobacterias productoras de BLEE son comunes y significativas
en la practica clinica, es esencial una correcta identificacion; por lo tanto, es importante
determinar la frecuencia del gen blacrx-m'y sus subtipos blacrx-m-1, blacrx-m2 y blacrx-m- en
las enterobacterias aisladas de las orinas de pacientes hospitalizados del INEN durante el
2017. Disefio: Observacional, descriptivo y de corte transversal. Objetivo: Determinar la
frecuencia y subtipos del gen blactx-m en enterobacterias productoras de BLEE aisladas de
urocultivos en el INEN de enero a diciembre del 2017. Métodos: Se estudiaron un total de
57 aislados de enterobacterias productoras de BLEE de urocultivos de pacientes
hospitalizados del INEN durante enero a diciembre del 2017. A todos los aislados se les
realizé la deteccion de los genes blacrx-m 'y los subtipos blacrx-m-1, blacrx-m-2'y blacrx-m-o
mediante un PCR convencional. Resultados: De las 57 enterobacterias productoras de BLEE
de urocultivos que fueron analizadas el 63,2% correspondieron a E. coli (36/57); 33,3%, a
K. pneumoniae (19/57) y 3,5%, a P. mirabilis (2/57). Por otro lado, el 87,7% de las
enterobacterias productoras de BLEE presentaron el gen blacrx.m; entre estas: el 82%
perteneci6 al subtipo blacrx-m-1; 16%, al subtipo blacrx-m-9 y el 2%, al subtipo blacrx-m-2.
Respecto al perfil de susceptibilidad a los antibidticos, se observé una alta resistencia a la
CRO (98,2%), CIP (91,2%) y CAZ (59,6%); se encontraron 4 aislados resistentes a
carbapenémicos. Se observé mayor sensibilidad para amikacina (98,2%). Conclusiones: Se
demostré una alta frecuencia (87,7%) del gen blacrx-m entre las enterobacterias productoras
de BLEE, siendo el subtipo predominante el subtipo blacrx-m-1, seguido del subtipo
blacrx-m-9y subtipo blacrx-u-2 con menor frecuencia. Se observé asociacion entre la presencia
del gen blacrx-m con el perfil de susceptibilidad a gentamicina, ceftriaxona y ciprofloxacina.
Palabras clave: Enterobacterias, urocultivo, paciente oncolégico, BLEE, blaCTX-M,
subtipos CTX-M.
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ABSTRACT:

Introduction: ESBL-producing enterobacteria, particularly CTX-M type ESBLs, have
spread rapidly throughout the world and represent a major threat to health-associated
infections, mainly urinary tract infections that cause complications in the clinical condition
in hospitalized patients, as well as the length of hospital stay and the expenses it represents.
Because urinary infections caused by ESBL-producing enterobacteria are common and
significant in clinical practice, a correct identification is essential; therefore, it is important
to determine the frequency of the blacrx-m gene and its blactx-m-1, blactx-m-2 and blactx-m-9
subtypes in the enterobacteria isolated from the urine of hospitalized patients of the National
Institute of Neoplastic Diseases during 2017 Design: Observational, descriptive and cross-
sectional. Objective: To determine the frequency and subtypes of blactx-m gene in ESBL-
producing enterobacteria isolated from urine cultures at the National Institute of Neoplastic
Diseases from January to December 2017. Method: A total of 57 strains of ESBL-producing
enterobacteria isolates from urine cultures of hospitalized patients of the National Institute
of Neoplastic Diseases during January to December 2017 were studied. All isolates were
screened for blactx-m gene and blactx-m-1, blactx-m-2 and blactx-m-9 subtypes by conventional
PCR. Results: Of the 57 ESBL-producing enterobacteria in urine cultures that were
analyzed, 63,2 % corresponded to E. coli (36/57); 33,3% to K. pneumoniae (19/57) and 3,5%
to P. mirabilis (2/57). On the other hand, 87,7% of the ESBL-producing enterobacteria
presented the blactx-m gene; among these: 82% belonged to the blactx-m-1 subtype, 16% to
the blactxmo subtype and 2% to the blactx-m2 subtype. Regarding the antibiotic
susceptibility profile, a high resistance to CRO (98,2%), CIP (91,2%) and CAZ (59,6%) was
observed; 4 strains resistant to carbapenems were found. Greater sensitivity was observed for
amikacin (98,2%). Conclusions: A high frequency (87.7%) of the blactx-m gene was
demonstrated among the ESBL-producing enterobacteria, the predominant subtype being the
blactx-m-1 subtype, followed by the blactx-m-9 subtype and blactx-m-2 subtype less frequently.
An association was observed between the presence of the blactx-m gene with the profile of
susceptibility to gentamicin, ceftriaxone and ciprofloxacin.

Key words: Enterobacteria, urine culture, cancer patient, ESBL, blaCTX-M, CTX-M
subtype.






CAPITULO 1
INTRODUCCION



1.1 DESCRIPCION DE ANTECEDENTES

En los dltimos afios, se ha incrementado el interés por el estudio de las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), debido a que este grupo de enzimas confieren resistencia a las
oximino-cefalosporinas, asi como a los monobactdmicos. Las BLEE han generado un
problema de salud publica a nivel mundial, principalmente en Latinoamérica; se diseminan
con facilidad debido a que es mediada por pldsmidos, tienen implicancias clinicas y

terapéuticas que las convierte en un desafio en el tratamiento de pacientes hospitalizados".

La frecuencia de BLEE entre los aislados clinicos varia de un continente a otro; Reinert
et al.?) reportan que la tasa m4s alta de produccién de BLEE fue encontrada en aislamientos
provenientes de América Latina (44%), comparado con Europa (13,3%) y Norte América

(7,5%).

Las infecciones bacterianas se encuentran entre las complicaciones mds frecuentes en
pacientes con cdncer inmunosuprimidos, y estdn asociadas a una considerada morbilidad,
mortalidad y altos costos econdmicos®. En el paciente oncolégico, ciertas condiciones como
obstruccion de la via urinaria por el tumor, pacientes sometidos a procedimientos terapéuticos

como radioterapia o cirugfa, los hacen susceptibles a desarrollar infecciones urinarias®.

Entre los gérmenes aislados mds frecuentes en pacientes oncolégicos se encuentran los
gramnegativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, principalmente: Escherichia

coli, Klebsiella spp. y Proteus spp.*>

. Estas bacterias presentan distintos mecanismos de
resistencia a los antibidticos, de los cuales la modificacion enzimatica del antibidtico es la
mds importante por su ficil diseminacién entre las enterobacterias. Respecto a este
mecanismo de resistencia, las enzimas BLEE tipo cefotaximasas (CTX-M) son mas
frecuentes en la familia Enterobacteriaceae, siendo endémicas y predominantes en

Sudamérica ©.

La distribucién de BLEE tipo CTX-M vy sus subtipos es compleja; segtin Bevan et al.”” y
D’Andrea et al.®) en China, Sudeste Asidtico, Corea del Sur, Japén y Espaiia, el subtipo
blactx-m-9 es frecuente, y en Sudamérica, el subtipo blactx-m-2 aun es significativo; pero es
claro que el subtipo blactx-m-1 (blactx-m-15) ha aumentado con el tiempo en la mayoria de los

paises y predomina en la mayoria de las regiones®.



En Perd se reporté sobre la frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE en
urocultivos; Diaz et al. 2015"? encontr6 121 aislados BLEE positivas, de los cuales el 69,5%
fueron E. coli, 9,2%, Klebsiella spp., 8,6%, Citrobacter spp., 2,3%, Enterobacter spp. y
1,7%, Proteus spp. En cuanto a los tipos de BLEE reportados, Galvan et al. 20161V
encontraron en 53 aislamientos de E. coli procedentes de urocultivos que el tipo de gen bla
mas frecuente fue el gen blactx-m (55%), seguido por la coexistencia de los genes blactx-m y

blatem (24%), gen blatem (13%) y gen blasuv (6%).

Acerca de la frecuencia y subtipos del gen blactx-m se han realizados estudios en Etiopia,
Zeynudin et al. 2018'? encontraron que el gen blactx-m estaba presente en el 95,5% (64/67)
de enterobacterias productoras de BLEE provenientes de aislados clinicos y el subtipo
blactx.m.1 fue el mds frecuente con 96,9% (62/64). Asi también, Xia et al. 201403
encontraron el gen blactx-m en el 98,1% (313/319) de aislamientos de urocultivos de

pacientes hospitalizados en China y el 52,4% pertenecia al subtipo blactx-m-9 (164/313).

En Argentina, Sennati et al. 2012® realizaron un estudio multicéntrico donde analizaron
aislados clinicos de pacientes hospitalizados y ambulatorios, encontraron que el 94% (47/50)
de enterobacterias productoras de BLEE poseian el gen blactxm y el 55% pertenecia al

subtipo blactx-m-2 seguido por el subtipo blactx-m-1 (40%).

En Pert, los estudios realizados sobre la frecuencia de BLEE tipo CTX-M vy subtipos en
enterobacterias aisladas de urocultivos son pocos; a pesar de la importancia de la
determinacién de los subtipos blactx-m, Paciel et al. 20119% han reportado que en zonas
endémicas del gen blacrxm2 el 25% de los casos pueden ser falsos positivos para la
confirmacién de produccién de carbapenemasas mediante el test modificado de Hodge; asi
mismo, inutiliza el uso de ertapenem como método de tamizaje para la deteccion de

carbapenemas as.

Del mismo modo, reporté al subtipo blactx-m-1, especificamente la variante CTX-M- 15,
asociado a la clona ST131, la cual es de alto riesgo por ser de mayor diseminacién, asi como

conferir alta tasa de resistencia a antibioticos no B-lactdmicos, como quinolonas y sulfas!!?.



En el 2007 Pallecchi et al.'>.reportaron en muestras de hisopado rectal de nifios peruanos
sanos: 18 aislados de E. coli CTX-M positivo; 12 pertenecian al subtipo blactx-m9, 4, al
subtipo blactx-m-1y 2, al subtipo blactx-m-2. Asi también, Garcia et al. 20161%.encontré que,
en aislados de K. pneumoniae productores de BLEE causantes de sepsis neonatal, el 57,4%
(74/129) poseian el gen blactx-Mm; secuenciaron aleatoriamente 37 aislados y encontraron que

24 pertenecian blactx-m-2, 20, al subtipo blactx-m-1 y 4 al subtipo blactx-m-9.

La necesidad de conocer la distribucién del gen blactx-m y sus subtipos, lleva a plantear la
siguiente pregunta ;Cudl es la frecuencia y subtipos del gen blactx-m en enterobacterias
productoras de BLEE aisladas de urocultivos en el Instituto Nacional de Enfermedades

Neoplasicas de enero a diciembre del 20177

1.2 IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Determinar la frecuencia y subtipos del gen blacrx-m en enterobacterias productoras de BLEE
procedentes de urocultivos de pacientes oncoldgicos nos permitird obtener informacién que
servird para orientar el tratamiento oportuno y eficaz en dichos pacientes, lo que disminuira
la estancia hospitalaria y los gastos que esta representa; por otro lado, debido a que existen
diferencias entre la prevalencia de BLEE tipo CTX-M alrededor del mundo, es necesario
determinar la situacién en Peru para mejorar la implementacion de medidas de control de

infecciones impidiendo asf la diseminacién del gen blacrx-m”'7.

Asimismo, es importante en la vigilancia epidemioldgica de los mecanismos de resistencia,
con lo cual se cumpliria con una de las directivas propuestas por la Organizacion Mundial de

la Salud contra la resistencia a los antibi6ticos'®.

De igual manera, determinar la distribucién de los principales subtipos del gen blactx-m:
blactx-m-1, blactx-m2 y blactx-m-9, en enterobacterias en Perd que a la actualidad es
escasa'>!9 permitird optimizar la implementacién de medidas de control de infecciones

entre los pacientes hospitalizados'?.



1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y subtipos del gen blactx-m en enterobacterias productoras de BLEE

aisladas de urocultivos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas de enero a

diciembre del 2017.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la frecuencia de los subtipos blactx-m-1, blactx-m-2 'y blactx-m-9 del gen
blactx-men los aislados de urocultivos.

Determinar la distribucion del gen blactx-m y subtipos segiin sexo, edad, servicio de
procedencia y diagndstico oncoldgico.

Determinar la distribucion del gen blactx-m y subtipos segin género bacteriano.
Evaluar el perfil de susceptibilidad de los aislados de los urocultivos para observar

resistencia acompanante.

1.4 BASES TEORICAS

1.4.1 BASE TEORICA

1.4.1.1 INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son uno de los problemas de salud mds
comunes en la actualidad. Se considera como causa mas frecuente a la infeccion por
bacterias y se estima que alrededor de 150 millones de pacientes son diagnosticados
con infecciones del tracto urinario anualmente en los Estados Unidos!®??. La
infeccion del tracto urinario se refiere a la respuesta inflamatoria del urotelio debido
a la presencia de patégenos microbianos a lo largo del tracto urinario; implica una
serie de condiciones clinicas que van desde la presencia asintomadtica de bacterias
en el tracto urinario hasta la infeccion severa de los rifiones que puede llevar a una
sepsis®!. El diagnéstico de las ITU descansa principalmente en dos pilares: los
diagnésticos clinico y laboratorio; siendo el urondlisis y la confirmacién con el

urocultivo, las herramientas que permiten definir una ITU®??.



Segiin Grabe®?

, el tracto urinario puede ser alcanzado por el ascenso de los
microorganismos desde la uretra, la cual es la via mds frecuente que conlleva a una
ITU, principalmente organismos como E. coli y K. pneumoniae. Por diferencias
anatOmicas se explica la mayor frecuencia de infecciones urinarias en mujeres que
en hombres, asi como el incremento del riesgo de infeccién después del cateterismo

u otras formas de instrumentacién de la vejiga®®. Otras vias de colonizacién e

infeccion del tracto urinario son por diseminacién linfitica o hematégena®?.

1.4.1.2 INFECCIONES URINARIAS EN PACIENTES ONCOLOGICOS

Las complicaciones infecciosas constituyen una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en los pacientes con cdncer®. Las alteraciones en las
defensas del organismo, bien sean producidas por la propia enfermedad o por los
tratamientos a los que son sometidos, van a producir un incremento significativo en
el riesgo de sufrir infecciones; asi mismo, los factores de riesgo son diversos en los
pacientes con cancer y cada uno de ellos puede facilitar la colonizacién e infeccidon
por diferentes agentes infecciosos.

En el paciente oncoldgico, los principales factores que predisponen al desarrollo de
una infeccidn son: neutropenia, disfuncion de la inmunidad celular, disfuncion de
la inmunidad humoral, alteraciones en las barreras anatoémicas, y procedimientos
invasivos®.

Los microorganismos mds frecuentes en estos pacientes son los gramnegativos
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa 'y

Enterococcus®'?.

1.4.1.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA
La resistencia a los antibidticos es un tema en continua revisiéon y los diversos
estudios publicados cada afo con nuevos datos pueden modificar o redefinir la
perspectiva sobre este problema. Teniendo en cuenta que las enterobacterias tienen
una variedad de mecanismos de resistencia y que la seleccion de estos mecanismos
podria conllevar a una falla en el tratamiento, es esencial conocer los mecanismos

de resistencia con mayor prevalencia en las enterobacterias®?.



Los mecanismos de resistencia podrian clasificarse en distintas categorias:

e Modificacion enzimatica del antibidtico: Consiste en la produccién de
enzimas con capacidad de cambiar la estructura del antibiético lo que conlleva
a la pérdida de funcionalidad. Las B-lactamasas son las mds prevalentes, estas
hidrolizan el anillo B-lactdimico que poseen los antibidticos B-lactdmicos. De
la misma manera, las enzimas modificadoras de los antibidticos
aminoglucdsidos pueden modificar estos antibidticos a través de reacciones
de fosforilacién, adenilacién y acetilacion®*>).

e Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: Las bacterias son
capaces de alterar la bicapa lipidica; por lo tanto la permeabilidad de la
membrana resulta afectada, esencialmente, a nivel de las porinas, las cuales
son proteinas que forman canales embebidos de agua en la membrana externa
que regulan la entrada de ciertos elementos, como, los antibidticos; las
alteraciones en la membrana externa pueden evitar el paso de antibidticos al
espacio peripldsmico®*%,

e Bombas de expulsion: Funcionan obteniendo el antibidtico del espacio
periplasmatico y expulsdndolo al exterior, para evitar que llegue a su sitio de
accion. Este mecanismo es usualmente empleado por las bacterias
gramnegativas®®.

e Alteraciones del sitio de accion: Ciertas bacterias tienen la capacidad de
modificar el sitio donde el antibidtico se fija en la bacteria para suspender una
funcién vital de ésta. Este mecanismo es principalmente utilizado por las

bacterias grampositivas®¥.

1.4.1.4 B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
A. SURGIMIENTO Y DESARROLLO

En 1940 se relacion6 el uso de las penicilinas con el hallazgo de la resistencia
bacteriana, Chain y Abraham observaron, en algunos cultivos de E. coli que dichas
bacterias producian sustancias que inactivaban soluciones de penicilinas; mas
adelante, identificaron aislados de Staphylococcus aureus que producian una

sustancia capaz de inactivar a las penicilinas, denominadas penicilinasas.



Posteriormente, con la aparicion de la ampicilina fue descrita una nueva enzima que
inactivaba penicilinas, fue denominada betalactamasa, concretamente TEM-1;
luego, fue reportado un aislado de K. pneumoniae productor de una betalactamasa
con la capacidad de inactivar a las aminopenicilinas, cefalosporinas de primera
generacion, ureidopenicilinas y las carboxipenicilinas, se le denominé SHV-1. Las
enzimas resistentes a los betalactimicos continuaron desarrolldndose hasta que
surgieron las BLEE que a la actualidad se conocen, como producto de las
mutaciones de los genes que codificaban las betalactamasas tipo TEM-1 y

TEM-2(9,

Alrededor de 1983, se describio la betalactamasa SHV-2 en un aislado de K. ozonae
con la capacidad de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacién como
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona y el aztreonam. Se denominé por primera vez
como betalactamasas de espectro extendido (BLEE) por Philippon vy
colaboradores®”. En Francia, se reportaron aislados de K. pneumoniae con un
fenotipo semejante fueron las TEM-3, producto de una mutacion de las TEM-2.
Hasta fines de los afios 90, la mayor proporcion de las BLEE descubiertas
correspondian a las familias SHV y TEM; que procedian, principalmente, de brotes
epidémicos hospitalarios®®?”. A la fecha se han reportado alrededor de 193 tipos de
SHV y 223 tipos de TEM; dichas enzimas son de codificacion plasmidica y
transferibles por conjugacion a otras bacterias, lo que favorecidé su acelerada
dispersién629),

En 1989 aparece simultdneamente en enterobacterias aisladas en Argentina, Francia
y Alemania, un diferente tipo de BLEE, fueron nombradas CTX-M; se demostré
que no se relacionaban con alguna de las BLEE reportadas hasta ese entonces,
presentaban caracteristicas filogenéticas distintas a las SHV y TEM®#%2)_ Se van
describiendo enzimas BLEE, algunas similares a las anteriores y otras con escasas
homologia genética a las ya conocidas. En la actualidad se han reportado més de
500 tipos, entre las que se encuentran las PER, SFO,VEB, BEL, GES, BES, TLA y
OX A 2930



Las B-lactamasas se han estudiado desde muchos aspectos diferentes, incluida la
clasificacion, las propiedades cinéticas y los perfiles hidroliticos, la plasticidad, la
frecuencia y la diseminacién, ademds, se han utilizado como ejemplo de la
evolucion acelerada siguiendo el paradigma darwinista, donde la fuerte presion

selectiva de los antibiéticos favorece la supervivencia de los mds adaptados®.

B. CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

Debido al desarrollo de las betalactamasas surgen diversas clasificaciones, estas se
originan cuando se separan las cefalosporinasas de las penicilinasas®®. Actualmente
las clasificaciones de mayor uso son dos: la clasificacién de Ambler fundamentada
en el peso molecular, estructura molecular y grado de homologia en secuencias de
aminodcidos; y la clasificacion de Bush-Jacoby basada en los sustratos que
hidrolizan las enzimas betalactamasas y la inhibicion de su actividad por el

aztreonam, EDTA, 4cido clavuldnico u oxacilina®%3%33,

La clasificacion Ambler agrupa las enzimas betalactamasas en cuatro clases: las
clases A, C y D son serin-B-lactamasas y la clase B metalo-B-lactamasas
dependientes de zinc. Por otro lado, Bush - Jacoby, definen tres grupos: grupo 1
(clase C de Ambler) cefalosporinasas que no son inhibidas por el 4cido clavulénico,
grupo 2 (clases A y D de Ambler) representa a las B-lactamasas de amplio espectro,
de espectro extendido y serin-carbapenemasas; y el grupo 3 (clase B de Ambler)
corresponde a las metalo-B-lactamasas®?. Asi mismo, describen varios subgrupos

de cada grupo principal, basados en caracteristicas especificas de ciertas enzimas
para caracterizarlas mejor®®3D,

Las BLEE pertenecen al grupo 2be de Bush y la clase A de Ambler, siendo las mas
frecuentes las enzimas tipo SHV, TEM y CTX®D. Se resume en la Tabla 1 la

clasificacion de las enzimas B-lactamasas.
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Tabla 1. Clasificacion de las enzimas B-lactamasas segiin Bush-Jacoby

. Segiin
SIEGID Ambler
Bush- (Clase Sustratos Enzimas representativas
Jacoby molecular)
1 C Cefalosporinas CMY-2, ACT-1, MIR-1, FOX-1
le C Cefalosporinas CMY-37,GC1
2a A Penicilinas PC1
2b A Penicilinas,cefalosporinas SH1,TEM-1,TEM-2
be A Cefalosporinas de espectro SHV-2,TEM-3,PER-1,
extendido,monobactdmicos VEB-1,CTX-M (CTX-M-15)
2br A Penicilinas SHV-10,TEM-30
Sber A Cefalf)sporinas de esp/ec.tro TEM.50
extendido y monobactdmicos
2c A Carbenicilina CARB-3,PSE-1
2ce A Carbenicilina,cefepime RTG-4
2d D Cloxacilina OXA-1, OXA-10
2de D Cefalosporinas .de espectro OXA-11, OXA-15
extendido
2df D Carbapenémicos OXA-23, OXA-48
2e A Cefalosporinas .de espectro CepA
extendido
2f A Carbapenémicos SME-1,IMI-1,KPC-2
3a B Carbapenémicos VIM-1,IMP-1,IND-1
3b B Carbapenémicos FEZ-1,GOB-1,CAU-1,L1

Fuente: Karen Bush, George A. Jacoby, Clasificacion funcional actualizada de las B-lactamasas®".

1.4.1.5 BLEE TIPO CTX-M
A. ORIGEN Y DESARROLLO

Dentro de las B-lactamasas, las BLEE tipo CTX-M se consideran un paradigma en
la evolucién de los mecanismos de resistencia; la incorporacion de diferentes genes
cromosomicos relacionados con el gen blactx-m de diferentes especies de Kluyvera
se ha derivado en diferentes subtipos de CTX-M7"). La primera publicacién que
reconocid una BLEE tipo CTX-M informo sobre un aislado de E. coli susceptible a
la ceftazidima, pero resistente a la cefotaxima aislado del oido de un nifio de 4 meses
que padecia otitis media en Munich, Alemania. La enzima responsable de este
fenotipo de BLEE particular que no afecta a la ceftazidima fue nombrada como
CTX-M-1 en referencia a su accién hidrolitica preferencial sobre la cefotaxima

(CTX como su acrénimo y M de Miinich)®¥. Estas enzimas estdn confinadas no
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solo al entorno hospitalario, sino también a la comunidad, siendo E.coli el patégeno

més importante que produce estas enzimas >,

Las BLEE tipo CTX-M estan incluidas en el grupo 2be de la clasificacion funcional
de Bush - Jacoby perteneciente a las B-lactamasas de clase A molecular de la
clasificacion de Ambler®". Se han descrito diferentes grupos o subtipos de BLEE
CTX-M, clasificados segiin sus secuencias de aminoacidos®:1627-3%

en la Tabla 2.

, que se muestran

Estudios realizados en diferentes paises durante los afios 90, revelaron que una vez
que una B-lactamasa CTX-M penetra en un drea geografica especifica, se convierte
en prevalente con el desplazamiento o la superposicion sobre las BLEE tipo TEM y
BLEE tipo SVH®¥. Esta caracteristica se ha demostrado en América del Sur con los
subtipos blactx-m-2, los subtipos blactx-m-1 (CTX-M-3) en Polonia y los subtipos
blactx-m-9 (CTX-M-14) en Espafia, Taiwéan y China; también fue el caso del subtipo
blactx-m.1 (CTX-M-15) en el Reino Unido®%27-2),

Un estudio polaco retrospectivo en Enterobacteriaceae rtesistentes a las
cefalosporinas de espectro extendido reveld la presencia del subtipo blactx-m-1
(CTX-M-15) en Serratia marcescens y E. coli desde 1998; curiosamente, el anélisis
de plasmidos sugiri6 que esta enzima podria haber evolucionado directamente desde

CTX-M-3 en lugar de ser importado de otro pais®?.
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Tabla 2. Principales familias y grupos de B-lactamasas de espectro extendido, tipo de

BLEE y pais de emergencia

P itor p-lact
rogenitor p-lactamasa Especie bacteriana donde

BLEE (% homologia de Pais de emergencia o
. ., . fue detectada por 1°vez
secuencia de aminoacidos)
Alta prevalencia
SHV SHV-1/LEN (>90%) Alemania (1983)* Enterobacteriaceae
TEM TEM-1, -2 Francia (1985)? Enterobacteriaceae
Subtipo KLUC Kluyvera ) ) )
Al 1989)° Escherech [
CTXM 1 cryocrencens (85%) emania (1989) scherechia coli
Subtipo KLUC Kluyvera ascorbata Japé6n (1986)°/ Escherichia coli,
CTX-M 2 (80-100%) Argetina (1989)° Salmonella spp
Subtipo KLUC Kluyvera georgiana . Enterobacter spp
Brazil (1996-1 b
CTX-M 8 (95%) razil (1996-1997) Citrobacter amalonaticus
Subtipo KLUC Kluyvera georgiana . " ) )
CTXM 9 (80%) Espana (1994) Escherechia coli
Subtipo , b . ;
CTX-M 25 ND Canada (2000) Escherechia coli

Fuente: Canton et al.2008® ND: No determinado; a:Fecha de publicacién; b:Fecha de aislamiento.

El modelo de diseminacién de la variante CTX-M-15, perteneciente al subtipo
blactx-m-1, podria haber sido diferente en paises en los que otras variantes CTX-M
estaban bien establecidas antes de la deteccion y diseminacion de esta enzima; este
es el caso de Espafia y Sudamérica®. En Espafia, la variante CTX-M-10 fue
detectada por primera vez en 1990 en K. pneumoniae y en 1991, en E. coli. La
primera deteccion de la variante CTX-M-9 fue hallada en E. coli (1996) y en
K. pneumoniae (1999); las variantes CTX-M-14 y CTX-M15, en E. coli (2001) y en
K. pneumoniae, durante el 2001 y 2002, respectivamente’*”. En el afio 2000, una
investigacién en Espafia que involucré a 40 centros, no se encontré la variante
CTX-M-15; sin embargo, en 2006 un estudio similar encontré6 CTX-M-15 en
diferentes regiones y fue una de las enzimas mas frecuentes después de SHV-12 y
CTX-M-14%%, Posteriormente, se determiné que CTX-M-15 representa el 34% del
total de E. coli productoras de BLEE, el 37% de CTX-M-14 y el 20% de SHV-12,
lo que denota la prevalencia creciente de CTX-M-15 pero todavia coexiste con otras

enzimas CTX - M©®4,
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Los datos ilustran que cuando CTX-M-15 ingresa en un territorio donde estdn
presentes otras BLEE, el incremento de esta enzima y el desplazamiento de las otras
BLEE es un proceso lento”*”* puede ser el caso de América del Sur donde
CTX-M-2 ha sido el CTX-M méds prevalente; sin embargo, en los dltimos afios se
reporta que CTX-M-15 estd aumentando, esto se ha informado en Brasil, Colombia,

Uruguay y Perg®!1415:27:39)

Las BLEE tipo SHV y tipo TEM predominaron durante los anos 80 y 90,
principalmente asociados con brotes en hospitales con K. pneumoniae y, en menor
frecuencia, con E. coli y el resto de enterobacterias, mientras que las BLEE tipo
CTX-M fueron menos prevalentes; a pesar de ser descubierto en 1989, las enzimas
tipo CTX-M no alcanzaron predominancia sobre las otras enzimas BLEE hasta la
primera década de la década de 2000 cuando se observé una evolucion acelerada y

una extraordinaria dispersion de estas enzimas®?.

Dos estrategias principales de la evolucién de la BLEE han sido utilizadas por
E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella enterica y otros miembros de la
familia Enterobacteriaceae: (1) la seleccion de mutantes con especificidad de
sustrato expandido a partir de las betalactamasas de tipo SHV y TEM mediadas por
plasmidos, que ya eran prevalentes entre enterobacterias desde la década de 1970; y
(i1) la captura de genes de B-lactamasas nuevas a partir del metagenoma ambiental,
que codifican enzimas que estdn naturalmente dotadas de actividad de BLEE®.
Entre las dltimas enzimas, las B-lactamasas de tipo CTX-M han demostrado ser de
lejos las mds exitosas en la diseminacion en el entorno clinico y se han ubicado

como las BLEE mis prevalentes mundialmente!’-$27)

La distribucion de las BLEE tipo CTX-M en el mundo es compleja, a pesar de haber
sido descritas inicialmente en Europa; América del Sur fue el primer continente en
el que se volvieron prevalentes®®. En 1989, las cepas de Salmonella no tifoideas
que producen la enzima CTX-M-2 comenzaron a diseminarse desde unidades
neonatales, inicialmente en las ciudades de La Plata y Buenos Aires (Argentina). A
partir de ahi, estas enzimas se extiendieron a los paises vecinos de América del Sur,

como Paraguay, Uruguay y Brasil®.
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En 1994, se inform6 la presencia de CTX-M-2 en aislamientos de Klebsiella en
Paraguay y aislados de E. coli y P. mirabilis en Argentina. Otras bacterias que se
sabe que albergan a esta enzima en Sudamérica son Shigella sonnei, Morganella
morganii, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes,
Vibrio cholerae y Aeromonas hydrophila. En el 2002, CTX-M-2 era la enzima
presente en el 75% de las enterobacterias productoras de BLEE en Buenos Aires,
por lo que es claramente la BLEE predominante en ese pais; CTX- M-31 (variante
del subtipo blactx-m-2) también se ha informado en Argentina. Otras enzimas
CTX-M, incluyendo CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-16, se han descubierto en

enterobacterias en Brasil desde 1996,

B. SUBTIPOS DE CTX-M

Las B-lactamasas de tipo CTX-M pertenecen a un linaje bastante heterogéneo de
serina B-lactamasas de clase molecular A de Ambler, que incluye principalmente
cinco grupos o subtipos que difieren entre si por >10% de residuos de aminoacidos
(CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25/26); aunque
publicaciones recientes informan al menos otros dos subtipos adicionales%27,
Cada subtipo, contiene una serie de variantes alélicas menores que se diferencian

entre si por una o pocas sustituciones de aminodacidos, alrededor de < 5% de residuos

de aminodcidos®.

Asi mismo, hay al menos cuatro variantes de CTX-M que exhiben una estructura
hibrida: CTX-M-45 (anteriormente Toho-2) que es un hibrido de CTX-M-14 con
una proteina de origen desconocido; asi como CTX-M-64, CTX-M-123 vy
CTX-M-132 que son hibridos de CTX-M-15 con diferentes segmentos de
CTX-M-14. La mayoria de las variantes se encuentran dentro de los subtipos
blactx-m-1 'y blactx-m-9, lo que sugiere una mayor plasticidad para estos grupos; sin
embargo, esto también podria reflejar la mayor prevalencia general de miembros de
estos grupos que podria haber permitido una oportunidad mas amplia para

evolucionar®.
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Tabla 3. Subtipos blactx-m y sus principales enzimas

Subtipo Principales enzimas

blacrx-ma CTX-M: 1, 3,10, 12,15 ,22, 23 ,28 ,55 ,64 ,123 ,101 ,132 y FEC-1
blacrx-m-2 CTX-M: 2, 4,4L,5, 6,7, 20, 31, 44 y Toho-1
blacrx-m.o CTX-M: 9, 13, 14, 16, 17, 19, 21, 24, 27, 45(Toho-2) 65, 104 y 125
blacrx-m.s CTX-M: 8
blacrx-m-2s CTX-M: 25y 26

Fuente: Bonnet R.2004?7, D’ Andrea et al.2013®, Bevan et al.20177

Los arboles filogenéticos de CTX-M sugieren una diversificacion explosiva de los
genes bla originales en un tiempo corto cuando llegaron al escenario clinico. Los
primeros CTX-M identificados pudieron conferir resistencia a la cefotaxima,
aunque sus capacidades para hidrolizar eficazmente la ceftazidima fueron muy
bajas o nulas, pero hoy en dia mds del 60% de las variantes de CTX-M pueden
conferir simultidneamente resistencia a cefotaxima y ceftazidima; por lo tanto, la
ceftazidima podria haber sido una de las principales fuerzas selectivas que
contribuyen a la diversificaciéon de los CTX-M®*. Los eventos de recombinacién
aceleran la evolucidn; estos eventos también se han descrito entre los genes
blactx-m. Como ejemplo, la enzima CTX-M-64 es el resultado de la recombinacion
entre los miembros de los genes derivados blactx-m-9 y blactx-m-1, probablemente
blactx-m-14 y blactx-m-15, ya que son las variantes mds prevalentes en el mundo'?,
La recombinacién requiere la presencia simultdnea de ambos blactx-m €n un mismo
hébitat, la presencia concomitante de diferentes B-lactamasas CTX-M en la misma
bacteria, actualmente no es un evento inusual, otras enzimas recombinantes podrian

surgir en un futuro cercano®?.

C. IMPORTANCIA CLINICA DE BLEE TIPO CTX-M

En general, la produccion de B-lactamasas de tipo CTX-M tiene las mismas
implicaciones clinicas que otros tipos de BLEE: dejar a los carbapenémicos como
los unicos P-lactdmicos para el tratamiento de infecciones graves causadas por
agentes patégenos productores de estas enzimas®?. Similar a lo que se observé con
cepas de enterobacterias que producen BLEE de tipo TEM y SHV, también se han
notificado altas tasas de co-resistencia a farmacos potencialmente activos, por

ejemplo, fluoroquinolonas y aminoglucésidos, en las cepas productoras de enzimas
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CTX-M; aunque los carbapenémicos son estables a su accién, se ha informado de la
aparicion de resistencia durante el tratamiento con carbapenem en una cepa de
K. pneumoniae que produce la enzima CTX-M-15 tras la pérdida de una porina de
membrana externa!?. Tales mutaciones tienden a perderse rapidamente en ausencia
de una presion selectiva; sin embargo, la posibilidad de seleccién de mutantes
resistentes a carbapenémicos en enterobacterias productoras de BLEE durante el
tratamiento con dichos antibidticos es motivo de preocupacion, debido a la creciente
prevalencia de estas enzimas y al nimero limitado de alternativas terapéuticas®>.

Las bacterias productoras de enzimas betalactamasas tipo CTX-M son las mas
prevalentes en infecciones del tracto urinario (ITU) de apariciéon en los entornos
hospitalarios y comunidad®; la E. coli productora de BLEE tipo CTX-M también
es una causa importante de infecciones del torrente sanguineo de inicio en la
comunidad, que a menudo son secundarias a una ITU®Y. Los estudios sobre
infecciones del torrente sanguineo causados por enterobacterias productores de
BLEE tipo CTX-M han revelado tasas de mortalidad entre 20-30%, con factores de
riesgo comunes como diabetes, antecedentes recientes de infecciones del tracto
urinario o enfermedades renales y el uso reciente de antibidticos, principalmente

fluoroquinolonas®.

1.4.1.6 DETECCION DE B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

Una de las principales funciones del laboratorio de microbiologia es reportar el
perfil de susceptibilidad a los antibidticos de los aislados bacterianos de muestras
clinicas. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se
proporcionan a los clinicos para orientar su eleccion de la terapia antimicrobiana
para los pacientes con infecciones®®. El papel de las pruebas de susceptibilidad a
los antibidticos en el tratamiento de enfermedades infecciosas se estd volviendo cada
vez mds importante a medida que la resistencia continda propagidndose entre una
amplia variedad de especies bacterianas, impactando tanto en la terapia empirica
como en la definitiva®”. Los dos métodos fenotipicos principales para determinar
la susceptibilidad de un aislado bacteriano a un agente antimicrobiano son la
difusion de disco, basada en la técnica de Kirby-Bauer, y la prueba de concentraciéon

minima inhibitoria (CMI)®®.
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El Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorios (CLSI, Clinical and Laboratory
Standards Institute) ha brindado indicaciones para el tamizaje y confirmacion de
BLEE en K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, y P. mirabilis; sin embargo, estas
recomendaciones han sido acondicionadas para otros gram negativos de importancia
clinica®®. Los procedimientos de laboratorio para la deteccién de BLEE se asocian
en las de tamizaje y las de confirmacion mediante las metodologias difusion de disco
y CMI®73®_ En los dltimos afios, se han introducido métodos moleculares para
detectar genes de resistencia a los antibidticos y mutaciones asociadas con fenotipos
resistentes, la prueba molecular ampliamente usada es la reacciéon en cadena de

polimerasa (PCR)®?,

La técnica de difusion de disco es la técnica fenotipica més utilizada para determinar
la presencia de las BLEE; la cual consiste en colocar discos de papel saturados con
concentraciones estandarizadas de antibidticos sobre el crecimiento bacteriano en
una placa con agar Muller-Hinton, se incuba durante 16 a 18 horas a 35 °C y se mide
el didmetro de la zona de inhibicién alrededor de los discos®®*. Del mismo modo,
puede ser utilizado la prueba de concentracién minima inhibitoria (CMI), la cual
proporciona un resultado cuantitativo junto a una interpretacion categorica:
susceptible (S), intermedia (I) o resistente (R), guia la terapia antimicrobiana con
mayor precision, particularmente para infecciones en sitios corporales donde los
antibidticos alcanzan concentraciones mds bajas que en el suero. La CMI se define
como la concentracion minima de antimicrobiano (ug/mL) que inhibe el crecimiento

visible de un microorganismo®=?).

A. METODO DE TAMIZAIJE INICIAL DE BLEE SEGUN CLSI 2017

El CLSI®” recomienda como pruebas de tamizaje buscar la disminucién de la
inhibicion en aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona o cefpodoxima que
permitan sospechar la presencia de BLEE en K. oxytoca, K. pneumoniae,
P. mirabilis y E. coli. Cuando el aislado muestra halos de inhibicién iguales o

menores a los didmetros mencionados en la Tabla 4, se considera como sospechoso

de BLEE.
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Tabla 4. Criterios para tamizaje de B-lactamasas de espectro extendido en
K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli y P. mirabilis

Prueba Tamizaje Inicial
Método Disco Difusion Concentracion minima inhibitoria

Para E. coli, K. pneumoniae y K. oxytoca:
Zona Cefotaxima (30pg) <27mm
Zona Ceftriaxona (30 ug) <25mm
Zona Ceftazidima (30 ug) <22mm
Zona Aztreonam  (30ug) <27mm
Zona Cefpodoxima (10pug) < 17mm

Para P. mirabilis:

Zona Ceftazidima (30 pug) <22mm
Zona Cefotaxima (30pg) <27mm
Zona Cefpodoxima (10pg) <22mm

Crecimiento en o por

encima de las concentraciones de
screening puede indicar la
produccién de BLEE.(p.e, para E.
coli, K. pneumoniae, y K. oxytoca,
CMI > 8 ng/ml para cefpodoxina o
CMI > 2 pg/ml para aztreonam,

Resultados

ceftazidima, ceftriaxona 0
cefotaxima; y para P. mirabilis,
CMI > 2 ug/ml para cefopodoxima,
cefotaxima o ceftazidima)

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute. Estdndares de rendimiento para las

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana: vigésimo quinto suplemento. 201769,
Las enterobacterias productoras de BLEE tipo CTX-M pueden exhibir distintos
perfiles fenotipicos de resistencia. La resistencia reversible por inhibidores a la
cefotaxima junto con la sensibilidad a la ceftazidima en un aislado de E. coli o
K. pneumoniae es altamente sugestiva para la produccion de una BLEE tipo
CTX-M. Por otro lado, no se puede excluir la produccién de enzimas CTX-M en
caso de resistencia a ceftazidima y/o resistencia a inhibidores, dada la presencia de
variantes de CTX-M con mayor actividad de ceftazidimasa y la posibilidad de
produccion de betalactamasas adicionales, como OXA-1 o carbapenemasas, en la

misma cepa®.
B. METODOS CONFIRMATORIOS DE BLEE

e Método Americano (BLEE-CLSI)
El método consiste en sembrar placas con agar Mueller Hinton con las cepas
sospechosas, se coloca discos de susceptibilidad antimicrobiana de CAZ
(30 pg), ceftazidima/4cido clavulanico (CAZ/CAZ-CLA) (30/10 pg), CTX
(30 pg) y cefotaxima/acido clavuldnico (CTX/CXT-CLA) (30/10 pg). Se

interpreta como resultado positivo si se observa una diferencia mayor o igual
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a 5 mm de los didmetros de los halos de inhibicién entre los discos de
cefotaxima-dcido clavuldnico y cefotaxima sola o ceftazidima-dcido

clavuldnico y ceftazidima sola®®. Ver Figura 1.

CefotaximafAbl clavulanico Ceftazidima At clavulanico

Figural. Método de disco combinado para la
deteccién de BLEE. Tomado de Lezameta et al“?.

e Método de Jarlier

Denominado prueba de sinergia del doble disco puesto que estd fundamentado
en la sinergia entre las cefalosporinas de espectro extendido o los
monobactdmicos y el disco de amoxicilina/dcido clavuldnico. El método
consiste en colocar a 20 mm los discos de cefalosporinas, cefotaxima (30 pg)
y/o ceftazidima (30 pg), del disco de amoxicilina/dcido clavuldnico
(20/10 pg). Se considera positivo si se observa una zona de inhibicién debido
a la sinergia entre algin disco de los antibidticos probados y el disco de
amoxicilina/clavuldnico, en caso contrario, se interpreta como negativo™,

Ver Figura 2.

B
Sinergia

Figura 2. Método de doble disco para la deteccién de
BLEE. Método de Jarlier. Tomado de Lezameta et al“?).
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e Método de Hodge
Util para la identificacién de mecanismos de resistencia producidos por
enzimas; este método se ha adecuado para identificar [-lactamasas,
dependiendo de los sustratos que se utilicen. Es apropiado para cualquier tipo

de B-lactamasas®?.

¢ E-TEST®ESBL
Son tiras con antibidticos en gradiente de concentraciones que presentan una
alta sensibilidad y especificidad para tamizar y confirmar las BLEE. Son utiles
las tiras de cefepime y cefepime/dcido clavuldanico, cefotaxima
cefotaxima/dcido clavuldnico; y ceftazidima y ceftazidima/4cido clavulanico
para detectar enzimas BLEE en microorganismos productores de enzimas
AmpC; su uso en la rutina de los laboratorios es limitado debido a su alto

precio, no obstante es una prueba sencilla de utilizar para identificar las

BLEE®?,

¢ Pruebas Automatizadas para la deteccion de BLEE
En los laboratorios de microbiologia clinica se utilizan una serie de métodos
autométizados y semiautométizados disponibles en el mercado para evaluar e
informar los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos. La
mayoria de los métodos combinan la identificacién bacteriana y los reactivos
de prueba de susceptibilidad en un solo panel para mejorar la velocidad con la
que los resultados de las pruebas de susceptibilidad se pueden informar©®”-3%),
El objetivo de los métodos automatizados es reducir el tiempo para producir
resultados precisos de identificacion y susceptibilidad a los antibidticos; de
hecho, los resultados pueden estar disponibles para algunas especies
bacterianas en tan solo 6 horas, frente a las 16-24 horas que a menudo se
requieren para las pruebas de difusion de disco o las pruebas CMI

estandares®®.

Los equipos automatizados cuentan con softwares, "sistemas expertos", para

mejorar los informes al reconocer y marcar resultados inusuales, como



K. pneumoniae sensible a la ampicilina, en los cuales la identificacién
bacteriana y el patrén de susceptibilidad estdn en conflicto con los resultados
tipicos de poblaciones de K. pneumoniae silvestres; o resultados poco
comunes, tales como Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos o
aislados de S. aureus resistentes a vancomicina®”. La deteccién de resistencia
a cefalosporinas de tercera generacion debido a BLEE, se ha abordado en
muchos de los sistemas automatizados mediante el uso de bajas
concentraciones de P-lactimicos como pruebas de deteccién®?.
BD Phoenix™ M100 (BD Diagnostic Systems, Sparks, Md.) es un sistema
automatizado que realiza la identificacion (ID) y pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana (AST); ha desarrollado la prueba de deteccién de bacterias
gramnegativas productoras de BLEE, utiliza un algoritmo basado en
respuestas fenotipicas a un panel de cefalosporinas (Anexo 1). Este sistema es

un método rapido y confiable para deteccién de BLEE en el laboratorio“>*®.,

e Métodos Bioquimicos para la identificacion de BLEE

Se utiliza el isoelectroenfoque para analizar la cinética enzimatica y el andlisis
del perfil de antibidticos, a través del punto isoeléctrico (pI) se pueden
determinar las distintas enzimas BLEE; tiene la limitacion de la presencia de
distintas BLEE con pl similar. Sin embargo, es relevante para la
caracterizacion de las enzimas BLEE; por ejemplo, las BLEE tipo
CTX-M poseen valores de pl entre 7,6 y 9; las SHV, entre 7 y 8,2; y las TEM,
entre 5,2 'y 6,5. Los pI de BLEE tipo TEM y tipo PER son similares.

e Métodos Moleculares para la identificacion de BLEE
Los métodos moleculares son utilizados para detectar genes de resistencia a
los antimicrobianos y mutaciones asociadas con fenotipos resistentes, dentro
de estas técnicas moleculares estd la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), técnica que permite la amplificacién de un fragmento de ADN
especifico de un conjunto complejo de ADN, de una manera rdpida y muy

6(36’37).

sensibl Distintas técnicas moleculares han sido incluidas como la

técnica PCR-SSCP, donde se tratan con enzimas endonucleasas al producto



de PCR, rastrea mutaciones basada en la migracion electroforética de los
fragmentos amplificados. Asi también, la PCR-RFLP es el andlisis del
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion con distintas enzimas
del producto de PCR, es util para la diferenciacion de las variantes de la
familia SHV©9),

Por otro lado, resulta 1til el uso de métodos moleculares en casos en que la
cepa presente fenotipos complicados, debido a una escasa hidrdlisis de ciertos
sustratos o superposicion con otros mecanismos de resistencia o presentacion
de distintas betalactamasas en la misma cepa como BLEE tipo CTX-M y SHV
o BLEE tipo CTX-M y BLEE cromosémicas AmpC®©%3®_ El alto nimero de
variantes BLEE hace que sea necesario completar la identificacion final de las
BLEE mediante la secuenciacion de los genes codificadores de las enzimas,
que permanece como el método de referencia para la identificacién completa

de las enzimas BLEE®?,

1.4.1.7 ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

En la préctica clinica, los antibidticos betalactdmicos representan a la familia de
antibidticos mds utilizada porque presenta escasa toxicidad y buena distribucidn en
el organismo; tienen como mecanismo de accidn a la inhibicién de la dltima etapa
de la sintesis de la pared celular bacteriana. Presentan accién bactericida lenta, el
rango de acciéon de los P-lactdmicos incluye bacterias gramnegativas y
grampositivas, no afectan al Mycoplasma debido a que estos no poseen pared

celular®.

Ciertos cambios en la molécula original han producido compuestos con amplio
espectro antimicrobiano; a pesar de que la creciente aparicion de resistencias
delimita su uso empirico. Sin embargo, la penicilina permanece como el tratamiento
de eleccion en ciertas infecciones, las cefalosporinas presentan una variedad de
indicaciones, los carbapenémicos son ttiles en infecciones producidas por bacterias
multirresistentes y en infecciones nosocomiales; y los inhibidores de las
betalactamasas permiten a las penicilinas que acompafian a recuperar su actividad

frente a aislados resistentes debido a la produccién de betalactamasas“®.
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A. CLASIFICACION

Los antibidticos betalactdmicos son quimicamente definidos por la presencia del
anillo betalactdmico; su actividad depende de la unién a distintos radicales. En
funcién de la agrupacién de distintos tipos de cadenas lineales al esqueleto basico
formado por los 2 anillos betalactimicos resultan distintos grupos de antibidticos
betalactimicos como  penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos 'y

monobactdmicos™.

En cada grupo, las variaciones en la estructura quimica confieren la capacidad de
cambiar el espectro, la afinidad por ciertos receptores o la resistencia a las
betalactamasas“®. Se resume la clasificacién de los antibidticos betalactdmicos en

la Tabla 5.

B. MECANISMO DE ACCION DE LOS B-LACTAMICOS

Los antibioticos B-lactdmicos principalmente inhiben la sintesis de la pared celular
de la bacteria induciendo a un efecto autolitico, producto de la inhibicién de la
dltima etapa de la sintesis del peptidoglicano, conformado por largas cadenas de
glucidos: acido N-acetilglucosamina y N-acetil muramico. Se fijan las cadenas de
péptidos entre si tras la accion del dcido murdmico formandose una malla; los
antibidticos betalactdimicos impiden esta unién. En consecuencia, la pared resulta

debilitada y predispuesta a la ruptura por la presién osmdtica intracelular™,
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Tabla 5. Clasificacion de antibiéticos betalactamicos

PENICILINAS CEFALOSPORINAS CARBAPENEMICOS MONOBACTAMICOS
Origen Penicillium notatum Cephalosporium acremonium Chromobacterium Streptomyces catleya
g (1928) (1945) violaceum (1981) (1976)
S R R R
R S R /
\ =
R-Nig g R — NHpm'— R
E —R
structura 7 & N 7
& N o N R o N O// N
Acido 6- Acido 7-aminocefalosporinico Monobactamo Carbapenemo
aminopenicildnico
Baja toxicidad, actividad .
Ventaja bactericida y excelente Amplio espectro, muy eficaces y poco Amplio espectro y poco axal}i, grezﬁgé?rida%?fb?;z%;o
distribucién en el téxicos téxicos p P .
s y mayor potencia
. Salmonella, Shigella, Proteus,
Reducido: . ; . . .
Espectro eSDIrOquEtas. COCOs oram Amplio: Serratia, E. coli, Providencia,  Resistente a las betalactamasas
A p'b i b ogitivos’ ciertogs ram positivos por .anismos ram C. freundi, E. cloacae, de los gramnegativos y
ntibacteriano I())r anismzs am & P e ); tivi s & Klebsiella y Morganella. grampositivos, en particular
£t gram £ Especialmente activo contra:  aquéllas mediadas por plasmido
negativos (Neisseria)
Enterobacter y Pseudomonas.
1°:Cefalotina, cefazolina,cefalexina
Principales Penicilina G, 2OECefurox1rr.1a . . .
Antibiéticos amoxacilina. ticarcilina 3°:Cefpodoxima,ceftazidima,ceftriaxona, P — Imipenem, meropenem,
il ’ cefotaxima ertapenem y doripenem.

y piperacilina

4°: Cefepime
5°: Ceftarolina

Fuente: Sudrez®), Mella“® PLP: Proteinas ligadoras de penicilina
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1.4.2 DEFINICION DE TERMINOS

e Colonizacion: Accién por la cual los microorganismos se asientan
establemente, pero no generan respuesta clinica o inmunolégica por
parte del hospedero.

e Informe clinico: Se refiere al reporte brindado por el equipo
automatizado BD Phoenix 100™ con informacién de la identificacién
bacteriana y perfil de susceptibilidad antibidtica.

e Variante alélica: Alteraciéon de la secuencia normal de un gen
blactx-m identificada mediante secuenciacion.

e Aislado clinico: Se refiere a las enterobacterias recuperadas de
distintas muestras como orina, sangre, hisopado, secreciones, lavado
bronco alveolar, entre otros.

e (Caracteristicas filogenéticas: Se refiere a las cualidades que
determinan las relaciones de proximidad evolutiva entre los diferentes
tipos de enzimas BLEE.

e Homologia genética: Se refiere al hecho que las secuencias entre
genes guardan similitud debido a que presentan un mismo origen

evolutivo.

1.4.3 FORMULACION DE LA HIPOTESIS

La frecuencia del gen blactx-m serd mayor del 80 % en las enterobacterias
productoras de BLEE; y al menos uno de los subtipos blactx-m-1, blactx-m2 'y
blactx-m9 se identificard en enterobacterias productoras de BLEE aisladas de
urocultivos en el Instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas de enero a

diciembre del 2017%7,
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CAPITULO 11
METODOS
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2.1 DISENO METODOLOGICO
2.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

Cuantitativo y descriptivo, debido que se describird la presencia del gen.

2.1.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

Observacional y de corte transversal. Se recogieron los datos en un momento y lugar

determinado, sin necesidad de la medicion continua de la variable.

2.1.3 POBLACION

Aislados de enterobacterias procedentes de urocultivos positivos de pacientes
hospitalizados del INEN.
2.1.4 MUESTRA Y MUESTREO

Se trabajaron 57 aislados de enterobacterias productoras de BLEE procedentes de

urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN de enero a diciembre del 2017.

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

2.1.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Aislados de enterobacterias productoras de BLEE procedentes de
urocultivos de pacientes hospitalizados.

Aislados que cuenten con registro WHONET (World Health Organization
Net Version 5.6).

Aislados que cuenten con reporte de resultados “informe clinico” del
laboratorio de Microbiologia del INEN.

Aislados viables y libres de contaminacion almacenados en el cepario a

-20 °C.

2.1.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Aislados de enterobacterias procedentes de pacientes de emergencia y
consultorio externo.

Aislados de enterobacterias repetidos procedentes de un mismo paciente.
Aislados con informacién discordante entre el reporte de resultados
“informe clinico” del laboratorio de Microbiologia del INEN vy el registro

WHONET.

29



2.1.5 VARIABLES

Presencia del gen blacrx-m:

@)

Definicién conceptual: Gen que codifica enzimas betalactamasas
CTX-M.

Definicién operacional: Producto de amplificacion de 593 pb
(blacrx-m).

Indicadores: Presencia de banda de 593 pb en corrida

electroforética.

Presencia de subtipos gen blacrx-um:

O

Definicién conceptual: Gen que codifica enzimas betalactamasas
de los subtipos CTX-M (blacrx-m-1, blacrx-m-2 'y blacrx-m-9).
Definicién operacional: Producto de amplificacion de 260 pb,
900 pb y 293 pb (blacrxm-1, blacrxm2 'y blacrx-m-,
respectivamente).

Indicador subtipo blacrx-m-;: Presencia de banda de 206 pb en
corrida electroforética.

Indicador subtipo blacrx-m-2: Presencia de banda de 900 pb en
corrida electroforética.

Indicador subtipo blacrx-m-9: Presencia de banda de 293 pb en

corrida electroforética.

Enterobacteria productora de BLEE:

o

Definicién conceptual: Bacilos gramnegativos, oxidasa negativos,
reductores de nitratos a nitritos y fermentadores de glucosa; con
resistencia a oximino-cefalosporinas y monobactamicos.
Definiciéon operacional: Microorganismo identificado como
enterobacteria productora de BLEE en el equipo automatizado BD
Phoenix 100™,

Indicador: Reporte de resultados “informe clinico” obtenido del

equipo automatizado BD Phoenix 100™ y registro WHONET.
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2.1.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se utilizé en el presente trabajo de investigacién fue la observacion

cientifica.

Para la recoleccién de datos se utilizaron los siguientes instrumentos:

Fichas de recoleccién de datos; donde se registraron los datos de la
investigacion como edad, sexo, diagndstico oncoldgico y servicio de
procedencia (Anexo 2).

Reporte de resultados “informe clinico” brindado por el equipo
automatizado BD Phoenix 100™ donde se encuentra la informacién sobre
la identificacion y el perfil de susceptibilidad a los antibidticos.

Registro WHONET del laboratorio de microbiologia del INEN, programa
estadistico propuesto por la OPS para la vigilancia de la resistencia
bacteriana, se obtuvieron datos epidemioldgicos del portador y las

caracteristicas de la enterobacteria en estudio.

2.1.7 PROCEDIMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Los procedimientos realizados fueron los siguientes:

ANALISIS MICROBIOLOGICO

1.

Las muestras de orina de los pacientes hospitalizados fueron recolectadas
por el personal de la institucion segun los protocolos internos del hospital,
luego fueron transportadas al servicio de microbiologia del INEN.

El aislamiento primario de las enterobacterias de urocultivos positivos fue
efectuado por el personal capacitado, en agar sangre y MacConkey; la
identificacion bacteriana y la susceptibilidad antibidtica fue parte del
protocolo de rutina diagndstica, realizadas en el equipo automatizado BD

Phoenix 100™,

. Las cepas identificadas como enterobacterias productoras de BLEE, por el

equipo automatizado BD Phoenix 100™ bajo criterios CLSI 2017, fueron
recolectadas, preservadas en caldo tripticasa de soya (Tryptic Soy Broth-

TSB) con glicerol al 20% y almacenadas a -20 °C.
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4. El reporte de resultados proporcionado por el equipo automatizado, donde
se encuentra la informacién de la identificacién y la susceptibilidad
antibidtica, fue recopilado; luego se validé la informacién con el registro

WHONET.

ANALISIS MOLECULAR

Se utilizé6 un PCR convencional para amplificar los genes blactx-m y los subtipos
blactx-m-1, blactx-m-2 y blactx-m9 en los aislados que cumplieron con los criterios de
inclusién; la amplificacion se llevé a cabo en el termociclador T100™ Termal Cycler

de BioRad.

Se resembraron los aislados almacenados en agar Tripticasa de soya a 37°C por 24
horas, luego se procedi6 a realizar la extraccion del ADN mediante la lisis por calor,
se hizo una suspension de 3 a 5 colonias del aislamiento en 300 uL. de agua de grado
molecular, se homogeniz6 en un voértex y luego se llevé a ebullicién (100°C) durante
10 minutos en el Thermoblock Digital Dry Bath Bio-Rad™. Tras 1a lisis por calor, se
procedio a centrifugar a 13 000 RCF por 4 minutos a 4 °C. Se alicuotaron 200 uL de

sobrenadante de cada vial y se rotularon los crioviales.

Para la deteccion del gen blactx-m se utilizaron los primers disefiados por Ghasemi
et al.?), para los subtipos blacrx-m-1y blactx-wm-o se utilizaron los primers descritos por
Xu et al.“®.y para el subtipo blactx-m-2 se utilizaron los primers disefiados por
Rodriguez et al.*.Las secuencias de los primers y las condiciones de amplificacién
de la PCR se especifican en el Anexo 3. Los volumenes para la preparacién del
mastermix para el PCR del gen blactx-m y sus subtipos se describen a detalle en el

Anexo 4.

Para la demostracion de los productos de PCR se utiliz6 la electroforesis horizontal en
gel de agarosa (1,5%), gel preparado con 4 uL de Red Safe™ (20 000X) para cada
80mL de Buffer TAE 1X. En los pocillos del gel se cargaron 7 uL. de producto con
1 uL de DNA Loading Dye Geneaid (6X); se utilizaron marcadores de peso molecular
de 50pb y 100pb. Las condiciones de corrida fueron de 100 V durante 45 minutos. Se
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visualizaron los productos de amplificacién usando el transiluminador UV Cleaver

Scientific Ltd.

Los resultados obtenidos fueron registrados en las fichas de recoleccién de datos y en
una plantilla Excel 2016. Para el andlisis estadistico se calcularon los valores de p con
intervalos de confianza establecidos en 95%, se consideré significancia estadistica
cuando los valores de p fueron inferiores a 0,05. Se utiliz6 STATA versién 14 para

analizar la base de datos.

2.1.8 CONSIDERACIONES ETICAS
El presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto realizado por el Circulo
para la investigacion de agentes infecciosos endémicos causantes de cdncer en Pert
conformado por el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN), la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) y el Centro de Investigacion en
Ciencia y Tecnologia (CITBM); dicho estudio cuenta con la aprobacion del comité de
ética del INEN. Dicha aprobacién se extiende para la presente investigacion;
reiterando que no resultd necesario la elaboracion de un consentimiento informado
debido a que se trabajo con aislados de enterobacterias, se obviaron la historia clinica

y el nombre del paciente; ver Anexo 5.
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CAPITULO 111
RESULTADOS
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3.1 RESULTADOS

Se recolectaron 57 aislados de enterobacterias productoras de BLEE procedentes de
urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN durante el 2017; la frecuencia del
gen blactx-m fue de 87,7% (50/57) y 7 aislados no amplificaron el gen blactx-m. En la

Fotografia 1 se observa el producto de amplificacién del gen blactx-m.

e
Py oo

Fotografia 1. Ampliﬁcaéi(’;i; del gen bIdCTx.M (593 pb). Electroforesis en gél agarosa 1,5%
en buffer TAE 1x, con Red Safe. Muestras positivas: 1(E20), 2(E21), 3(E22), 4(E23),
5(E24), 6(E25), 8(E27); muestra negativa: 7(E26); C+: Control Positivo y C-: Control

Negativo (H2O PCR). L: Ladder 100pb.

Se encontré que el 82% de cepas que poseian el gen blactx-m pertenecian al subtipo

blactx-m-1 (41/50), en la Fotografia 2 se observa la amplificacién del gen de este

subtipo.

Fotografia 2. Amplificacién del subtipo blacrx-m-1 (260pb). Electroforesis en gel agarosa
1,5% en buffer TAE 1x, con Red Safe. Muestras positivas: 1(E35), 2(E36), 3(E38), 4(E39),
5(E40), 6(E41), 8(E43), 9(E44), 10(E46), 11(E47), 12(E48), 13(ES1); muestra negativa:
7(E42); C+: Control Positivo y C-: Control Negativo (H,O PCR). L: Ladder 100pb.
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Se encontré que el 2% de cepas que poseian el gen blactx-m pertenecia al subtipo
blactx-m-2 (1/50), en la Fotografia 3 se observa al tnico aislado que amplificé dicho

gen.

k PO

Fotografia 3. Amplificacién del subtipo blaCTX-M-2 (900 pb). Electroforesis en gel
agarosa 1,5% en buffer TAE 1x, con Red Safe. Muestra positiva: 8(E20); muestras
negativas: 1(E13), 2(E14), 3(E15), 4(E16), 5(E17), 6(E18), 7(E19); C+: Control Positivo;
C-: Control Negativo (H20 PCR). L: Ladder 100 pb.

Se encontré que el 16% de cepas que poseian el gen blactx-m pertenecian al subtipo
blactx-m-9 (8/50), en la Fotografia 4 se observan los productos de amplificacion del

gen de este subtipo.

n 106,'..;:.: L e R N “,C.' S " | y
Fotografia 4. Amplificacion del subtipo blacrx.m-9 (293 lib). Electroforesis en gel ”
agarosa 1,5% en buffer TAE 1x, con Red Safe. Muestras positivas: 2(E10), 3(E12),9(E3);

muestras negativas: 1(E1), 4(ES), 5(E6), 6(ES), 7(E9), 8(E11); C+: Control Positivo;
C-: Control Negativo (H>O PCR). L: Ladder 100 pb.
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Se muestra en la Tabla 6 la distribucion de las enterobacterias productoras de BLEE
por sexo, el 61,4% (35/57) de los aislados pertenecian al sexo femenino y el 38,6%

(22/57), pertenecio al sexo masculino.

Tabla 6. Distribucion de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de

urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN segiin sexo (n=57)

Sexo Frecuencia Presencia blactx-m
Femenino 35(61,4%) 32/35 (91,4%)
Masculino 22 (38,6%) 18/22 (81,8%)

Se muestra en la Tabla 7 la distribucion de las enterobacterias productoras de BLEE
por grupo etario, la mayoria de aislados pertenecid al grupo 60 afios a mds, con un

promedio de 72 afos.

Tabla 7. Distribucion de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de

urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN segiin grupo etario (n=57)

Grupo etario Frecuencia Presencia blacrx-m
Nifio (0 a 9 afos) 2 (3,5%) 2/2 (100%)
Adolescente (10 a 19 anos) 2 (3,5%) 1/2 (50%)
Adulto (20 a 59 afios) 22 (38,6%) 20/22 (90,9%)
Adulto mayor (60 afios a mas) 31 (54,4%) 27/31 (87,1%)

Clasificacion de grupo etario segtin el Seguro Integral de Salud®?. ¢

Para determinar la relacién entre la presencia del gen blactx-m en enterobacterias
productoras de BLEE con el grupo etario y género se utiliz6 la prueba Chi cuadrado y
se obtuvo un valor de Pearson chi® de 3,14 y 1,16 con un valor p no significativo de

0,37 y 0,28 (p >0,05), respectivamente.

En la Tabla 8, se muestra la distribucion de las enterobacterias productoras de BLEE
segun el servicio de procedencia, se observd que el servicio de procedencia mas
frecuente fue Urologia (25/57; 43,9%), seguido por Medicina Oncoldgica (13/57;
22,8%) y Ginecologia (9/57; 15,8%).
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Tabla 8. Distribucion de enterobacterias productoras de BLEE aisladas de
urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN segiin servicio de

procedencia (n=57)

Servicio de Procedencia  Frecuencia Presencia blacrx-m (%)
Urologia 25 (43,9%) 23/25 (92%)
Medicina Oncoldgica 13 (22,8%) 10/13 (76,9%)
Ginecologia 9(15,8%) 9/9 (100%)
Abdomen 3 (5,3 %) 2/3 (66,7%)
Pediatria Oncoldgica 1(1,8%) 1/1 (100%)
Toérax y mama 2 (3,5%) 2/2 (100%)
Cabeza y cuello 1(1,8%) 1/1 (100%)
Mamas y tejidos blandos 1 (1,8%) 0/1 (0%)
Neurocirugia 1(1,8%) 1/1 (100%)
Radioterapia 1(1,8%) 1/1 (100%)

En la Tabla 9, se muestra la frecuencia de neoplasias segtin sitios de origen de los
pacientes hospitalizados en INEN. Se encontré que las neoplasias tuvieron como sitio
de origen mas frecuente a la vejiga, siendo predominante el tumor maligno de la vejiga

urinaria - parte no especificada con un 78,6% (11/14).
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Tabla 9. Frecuencia de neoplasias segiin sitios de origen de los pacientes

hospitalizados del INEN (n=61)

Origen Frecuencia Presencia blacrx-m (%)
Vejiga 14 (23%) 13/14 (92,9%)
Utero 10 (16%) 9/10 (90%)
Prostata 8 (13%) 6/7 (85,7%)
Médula 6sea 5 (8 %) 4/5 (80%)
Intestino grueso 4 (7%) 3/4 (75%)
Cerebro 3 (5%) 3/3 (100%)
Estémago 2 (3%) 1/2 (50%)
Higado 2 (3%) 2/2 (100%)
Ovario 2 (3%) 2/2 (100%)
Pancreas 2 (3%) 2/2 (100%)
Rifién 2 (3%) 2/2 (100%)
Encéfalo 1 (2%) 1/1 (100%)
Ganglios linfaticos 1 (2%) 0/1 (0%)
Mama 1 (2%) 0/1(0%)
Pene 1 (2%) 1/1 (100%)
Tiroides 1 (2%) 1/1 (100%)
Vagina 1 (2%) 1/1 (100%)
Vesicula biliar 1 (2%) 1/1 (100%)

La bacteria aislada mds frecuente fue Escherichia coli, en el 65,7% de mujeres (23/35)
y el 59,1% de varones (13/22); seguido por Klebsiella pneumoniae en el 40,9% de
varones (9/22) y en el 28,6% de mujeres (10/35). Asi también, Proteus mirabilis en el
5,7% de las mujeres (2/22).

Enla Tabla 10, se presenta la distribucion del gen blactx-m segun el género bacteriano.
Se observo que el 91,7% (33/36) de E. coli presenta el gen blactx-m; asi como el 79%
(15/19) de K. pneumoniae y el 100% (2/2) de P. mirabilis.

Tabla 10. Distribucion del gen blacrx-m en enterobacterias productoras de
BLEE aisladas de urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN segiin

género bacteriano (n=57)

Enterobacteria N° de aislados Porcentaje  Presencia blacrx-m
Escherichia coli 36 63,2% 33/36 (91,7%)
Klebsiella pneumoniae 19 33,3% 15/19 (79%)
Proteus mirabilis 2 3,5% 2/2 (100%)

Total 57 100% 50/57 (87,7%)

40



En la Tabla 11, se muestra la distribucién de los subtipos blactx-m segun el género
bacteriano. De los aislados de K. pneumoniae que presentaron el gen blactx-m: el 100%
(15/15) pertenece al subtipo blactx-m-1; en cuanto a los aislados de E. coli que
presentaron el gen blactx-m: el 78,8% (26/33) pertenece al subtipo blactx-m-1 y el
21,2% (7/33) al subtipo blactx-m-9; por su parte, las cepas de P. mirabilis estuvieron
distribuidas homogéneamente entre los genes blactx-m subtipo blactx-m2 Y

blactx-m-.

Tabla 11. Distribucion de los subtipos blacrx-u en enterobacterias productoras
de BLEE aisladas de urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN segtin
género bacteriano (n=50)

Gen blacrx-m (n=50)

Enterobacteria Subtipo Subtipo Subtipo
blacrx-m-1 blacrx-m-2 blacrx-m-9
Escherichia coli (n=33) 26 0 7
Klebsiella pneumoniae (n=15) 15 0 0
Proteus mirabilis (n=2) 0 1 1
Total 41 1 8

Se analizaron los reportes de resultados brindados por el equipo automatizado BD
PHOENIX 100™, y se extrajo informacién de la CMI de los siguientes antibiticos:
amikacina (AMK), gentamicina (GEN), imipenem (IMI), meropenem (MER),
ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO) y ciprofloxacina (CIP) encontrados para cada
aislamiento. Se tomaron en cuenta los puntos de corte del manual M-100 del CLSI
2017. El panel de antibidticos usado para procesar enterobacterias procedentes de
urocultivos positivos fue BD Phoenix™ UNMIC/ID-407, este cuenta con ceftriaxona
mas no con cefotaxima; cabe mencionar que los resultados interpretativos y la eficacia

clinica de estas dos cefalosporinas son similares*-3!

L(39.52)

El perfil de susceptibilidad a los antibidticos de las enterobacterias productoras de
BLEE mostré un fenotipo multidrogo resistente (MDR): 98,2% fue resistente a CRO,
91,2%, a CIP, 59,6%, a CAZ, 42,1%, a GEN; a pesar de que el 98,2% fue sensible a
AMK (Gréfico 1).
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Cabe mencionar que se categoriza como MDR cuando una cepa es resistente: al menos
1 antibidtico en 3 o mds familias de antibiéticos®?,~en la presente investigacién
principalmente contra los [B-lactdmicos (ceftriaxona y ceftazidima), seguido por
fluoroquinolonas (ciprofloxacina) y aminoglucésidos (gentamicina). El 38,6% de las

cepas productoras de BLEE presentaron fenotipo multidrogo resistente.

100 %
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0%

CAZ CRO AMK GEN CIP IMI MER

H Resistente ® Intermedio ™ Sensible

Grafico 1. Perfil de susceptibilidad a los antibidticos de las enterobacterias
productoras de BLEE aisladas de urocultivos de pacientes hospitalizados del
INEN (n=57). Amikacina (AMK), gentamicina (GEN), imipenem (IMI), meropenem
(MER), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO) y ciprofloxacina (CIP).

Se reporta que los aislados de enterobacterias productoras de BLEE fueron resistentes
al menos a un antibidtico; sin embargo, ninguno fue resistente a todos los antibidticos.
De la misma manera, el perfil de susceptibilidad a los antibidticos de las
enterobacterias productoras de BLEE tipo CTX-M demostré un alto nivel de
resistencia a antibidticos; todas las enterobacterias portadoras del gen blacrx-m fueron
resistentes a ceftriaxona, el 94%, a ciprofloxacina, el 58%, a ceftazidima, el 42%, a

gentamicina; por otro lado, el 98% de cepas fueron sensibles a amikacina (Gréfico 2).
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Grafico 2. Perfil de susceptibilidad a los antibi6ticos de enterobacterias
productoras de BLEE portadoras del gen blacrx-m (n=50) Amikacina (AMK),
gentamicina (GEN), imipenem (IMI), meropenem (MER), ceftazidima (CAZ),
ceftriaxona (CRO) y ciprofloxacina (CIP).

Por otro lado, se encontraron 4 aislados de Klebsiella pneumoniae resistentes a los

carbapenémicos que presentaron el gen blactx-m. Ver Fotografia 5.

s

Fotografia 5. Aislados resistentes a carbapenémicos.‘

En la Tabla 12, se muestra el perfil de susceptibilidad de las cepas que no portaron el
gen blactx-v (n=7); 6 cepas fueron resistentes a ceftriaxona, 5 cepas, a ceftazidima y
ciprofloxacina, 3 cepas, a gentamicina y todas las cepas fueron sensibles a los

carbapenémicos y amikacina.
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Tabla 12. Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos de enterobacterias

productoras de BLEE gen blacrx-m negativo (n=7)

Cepas Enterobacteria AMK GEN IMI MER CAZ CRO CIpP
E-3 E. coli S R S S S R R
E-4 E.coli S I S S R R R
E-7 K. pneumoniae S R S S | R |
E-26 K. pneumoniae S S S S R R R
E-31 E. coli S R S S R R R
E-34 K. pneumoniae S S S S R I R
E-37 K. pneumoniae S S S S R R S

Amikacina (AMK), gentamicina (GEN), imipenem (IMI), meropenem (MER),
ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), sensible (S) y resistente (R).

Para determinar la relacion entre la presencia del gen blactx-m en enterobacterias
productoras de BLEE con el perfil de susceptibilidad se utilizé la prueba Chi cuadrado;
se obtuvo un valor de Pearson chi® de 7,39, 7,27 y 8,09 con valores p significativos de
0,03, 0,01 y 0,02 (<0.05) para gentamicina, ceftriaxona y ciprofloxacina,

respectivamente. Ver Tabla 13.
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Tabla 13. Relacion entre la presencia del gen blacrx-m y perfil de susceptibilidad
a los antibiéticos en enterobacterias productoras de BLEE aisladas de

urocultivos de pacientes hospitalizados del INEN

Antibiodticos Presencia del Perfil de susceptibilidad
Total p value
gen blacrx-m I R S
Newafi - 0 7 7
egativo
Lot = ; 0,1% 6.9% 7.0
0,706
Positi ; 1 49 50
ostvo ; 0,9% 49.1% 50.0
Neaati | 3 3 7
egativo
‘i 0.1%  2.9% 3.9% 7.0
Gentamicina 0.025
Positi 0 21 29 50
ostvo 0.9%  21.1% 28,1% 50.0
Newai 0 0 7 7
egativo
: 0.1%  05% 6.4% 7.0
Imipenem 0.681
Positi 1 4 45 50
ostivo 00% 35+ 45,6+ 50.0
Newat ; 0 7 7
egativo
Meropenem 8 - 0,5% 6,5% 7,0
0,438
Positi ; 4 46 50
ostvo ] 3,5% 465% 500
Neeati | 5 | 7
egativo
idi 07%  42% 2.1% 7.0
Ceftazidima 0.625
Positivo > 29 16 >0
53% 298 14.9% 50.0
Neeati | 6 i 7
egativo
i 0.1%  69% ] 7.0
Ceftriaxona 0,007
Positi 0 50 ] 50
ostvo 0.9%  49,1* ] 50.0
Neeati 1 5 1 7
egativo
Ciprofloxacina . 0,1°* 6,4% 0,5%* 7,0 B
Positi 0 47 3 50 ’
ostvo 0.9% 456 3.5% 50,0

Se observo en las enterobacterias que presentaron el subtipo blacrx-m-1: €l 100% fue
resistente a ceftriaxona, el 92,7%, a ciprofloxacina, el 70,7%, a ceftazidima y el 46,3%,
a gentamicina; las cuatro cepas resistentes a carbapenémicos pertenecen a este subtipo.
Las enterobacterias que presentaron el subtipo blactx-m-9 fueron resistentes a
ceftriaxona y ciprofloxacina, ademds fueron sensibles a ceftazidima, amikacina y

carbapenémicos. El aislado que presentd el subtipo blactx-m-2 fue resistente a

45



ciprofloxacina y ceftriaxona, sensible a ceftazidima, gentamicina, amikacina; fue

intermedio a imipenem, pero fue sensible a meropenem.

En cuanto a la relacion entre la presencia de los subtipos del gen blactx-m con el perfil

de susceptibilidad se utilizé la prueba Chi?, obteniéndose los siguientes resultados:

Existe asociacion estadistica entre el subtipo blactx-M-1 en enterobacterias
productoras de BLEE con el perfil de susceptibilidad; se obtuvieron valores de
Pearson Chi® de 25,19 y 7,27 con valores p significativos de 0,001 y 0,026
(<0.05) para ceftazidima y ceftriaxona, respectivamente.

Existe asociacion estadistica entre el subtipo blactx-m-2 en enterobacterias
productoras de BLEE con el perfil de susceptibilidad; se obtuvieron valores de
Pearson Chi> de 7,27 y 57,63 con valores p significativos de 0,026 y
0,001(<0.05) para ceftriaxona e imipenem, respectivamente.

Existe asociacion estadistica entre el subtipo blactx-M-9 en enterobacterias
productoras de BLEE con el perfil de susceptibilidad; se obtuvieron valores de
Pearson Chi* de 21,98 y 7,27 con valores p significativos de 0,001 y 0,026

(<0.05) para ceftazidima y ceftriaxona, respectivamente.

En el anexo 6 se detalla el andlisis estadistico de la relacion entre la presencia de los

subtipos blacrx-m con el perfil de susceptibilidad del resto de antibi6ticos.
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CAPITULO IV
DISCUSION
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4.1 DISCUSION

El presente estudio es el primer reporte que describe la frecuencia del gen que codifica
BLEE tipo CTX-M en pacientes oncoldgicos en Perti. Se demostré una alta frecuencia
de BLEE tipo CTX-M en enterobacterias aisladas de urocultivos de pacientes
hospitalizados del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas; en total, el 87,7%
de las enterobacterias productoras de BLEE aisladas de urocultivos presentaron el gen
blactx-m con predominio del subtipo blactx-m-1 (82%), seguido del subtipo blactx-m-9

(16%) y subtipo blacrx-u-2 (2%) entre los aislados clinicos.

Estos hallazgos estdn en concordancia con el hecho de que las BLEE tipo CTX-M son

las mayormente diseminadas y globalmente dominantes a la fecha’-3>333%

En cuanto a la frecuencia reportada sobre el gen blactx.m en enterobacterias
productoras de BLEE, se concuerda con lo reportado por Zeynudin et al. 2018'%, Xia
et al. 2014 y Sennati et al. 2012® quienes informaron también una alta frecuencia
del gen blactx-m, con un 95,5%, 98,1% y 94%, respectivamente; asi mismo, el estudio
peruano realizado por Méndez 2015“7 reporté la presencia del gen blactx-m en el
85,7% (18/21) de E. coli aisladas de urocultivos porcentaje menor comparado al 91,7%

de E. coli portadoras gen blactx-m halladas en el presente estudio.

Por otro lado, Ghasemi et al. 2013® reportaron en aislados clinicos de pacientes
hospitalizados la presencia del gen blactx-men el 41.7% de cepas de K. pneumoniae,
porcentaje menor comparado al 79% de K. pneumoniae portadoras gen blactx-m

halladas en el presente estudio.

Se encontré que el subtipo més frecuente en los aislados fue blacrx-m-1 con 82%,
seguido el subtipo blactx-m9, con un 16%, y el subtipo blactx-m-2, con un 2 %. Estos
datos concuerdan con las frecuencias de los subtipos blactx-mreportadas por Zeynudin
et al. 20182, ya que encontraron que el subtipo predominante fue blacrx-m-1 (96,9%),

seguido del subtipo blactx-m-9 (4,7%) y el subtipo blactx-m-2 (1,6%).

En el presente estudio no se encontré la presencia de distintos subtipos del gen
blactx-m en una misma cepa; sin embargo, Zeynudin et al. 2018'?, reportaron que el

1,6% de enterobacterias del subtipo blactx-m-1 compartieron genes de los subtipos
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blactx-m-1 y blactxm-2, otro 1,6% compartié genes de los subtipos blactx-m-1 y

blactx-m-9; y el 96,8% presentd unicamente genes del subtipo blactx-m-1.

A diferencia del presente trabajo, Kim et al. 2005 reportaron una menor frecuencia
del gen blactx-m (25,2%) en 163 aislados nosocomiales de enterobacterias productoras
de BLEE en tres hospitales universitarios en Corea del Sur; sin embargo, coinciden
sobre el subtipo blactx-m mas frecuente: subtipo blactx-m-1, representado con un
68,3% seguido por el gen blactx-mo con un 31,7%, mientras que Pallecchi et al.
2007 y Xia et al. 20143 reportaron como subtipo predominante al blactx-m-9, con

frecuencias de 67% y 52,4%, respectivamente.

Similar al presente estudio, Zeynudin et al. 2018!'? y Pallecchi et al. 2007!%
reportaron bajas frecuencias del subtipo blactx-m-2 con valores de 1,6% (1/64) y 11%
(2/18), respectivamente; asi mismo, Xia et al. 201413 y Kim et al. 200559 n0

encontraron ningin aislado portador del subtipo blactx-m-2.

El estudio realizado en Nepal por Chander y Shrestha 2013 en urocultivos coincide
con el presente trabajo sobre el género con mayor cantidad de pacientes portadores de
enterobacterias productoras de BLEE es el género femenino; sin embargo, a diferencia
del presente estudio encontraron que el grupo etario de 16 a 45 afios revel6 mayor
incidencia de enterobacterias productores de BLEE. La diferencia se deba
posiblemente a las caracteristicas de los pacientes de donde se aislan las
enterobacterias; en el presente estudio son pacientes oncoldgicos y las neoplasias son

mas frecuentes en adultos mayores (60 afios a mas) @,

@7y Canton!® se encontré la presencia del gen blacrx-m

Al igual que Bonnet
predominantemente en E. coli, K. pneumoniae y P. mirabilis, el hecho de que se haya
encontrado el gen blactx-m en distintas especies demuestra la transferencia horizontal

y amplia diseminacion de estos genes entre los pacientes hospitalizados del INEN.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican al igual que la mayoria de
investigaciones; la presencia de fenotipo multirresistente en enterobacterias
productoras de BLEE!!2!43%35  Se reporta un alto porcentaje de resistencia a las

cefalosporinas de tercera generacion, principalmente a ceftriaxona, en el 98,2% de las
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enterobacterias productoras de BLEE; similar al 98,4% informado por Zeynudin et al.
201812, Asf mismo, Xia et al. 2014 y Chander y Shrestha 20139, .reportan que
todas las cepas productoras de BLEE fueron resistentes a ceftriaxona. En cuanto a la
resistencia a ceftazidima, el presente estudio encontré un 59,6% en enterobacterias
productoras de BLEE; resultado similar reportado por Xia et al. 2014'¥ y Ghasemi
et al. 2013%,con 58,6% y 46,7%, respectivamente.

En el presente trabajo de investigacion, se reporta que el 58% enterobacterias
productoras de BLEE tipo CTX-M mostraron resistencia a ceftazidima, un porcentaje
considerable que respalda la importancia de usar mds de una cefalosporina para el
tamizaje y confirmacién de la produccién de BLEE®"*7. A pesar de que se considere
la resistencia a ceftazidima como un significativo indicador de BLEE; al usarse solo
podria no reconocer las cepas productoras de CTX-M susceptibles a la ceftazidima
como BLEE y por lo tanto, obstaculizar en gran medida el control de la diseminacién

de aislados productores de BLEE tipo CTX-M.

En el actual estudio se reporta una alta resistencia a ciprofloxacina, el 91,2% de cepas
productoras de BLEE, similar a Xia et al. 2014% con una resistencia de 81,2% a
ciprofloxacina; a diferencia de Ghasemi et al. 2013® que reporta un 21,7% de

resistencia a este antibidtico.

Se reporta una mayor resistencia a gentamicina de 42,1% en comparacién a Chander
y Shrestha®® que informaron un 29,8%; en cuanto a la sensibilidad frente a amikacina
encontraron un 91,7%, porcentaje similar al estudio (98,2%). La mayoria de las cepas
productoras de BLEE fueron susceptibles a amikacina; Zeynudin et al. 2018!?, Xia
et al. 20143 y Ghasemi et al. 2013® reportan también baja resistencia a este
antibiético. En el 2018, Zeynudin et al."? encontraron que un 89,1% fue resistente a
gentamicina, cuyo porcentaje es aproximadamente el doble del que reporta la presente
investigacion (42,1%), lo contrario sucedid con la resistencia a ciprofloxacina, donde
este estudio demuestrd una resistencia de 91,2% comparado con el 59,4% reportado
por Zeynudin et al. 2018'?; por otro lado, a diferencia del presente estudio no reportan

algun aislado resistente a imipenem y meropenem.
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La presencia de BLEE tipo CTX-M estd frecuentemente asociado con fenotipos

co-resistentes en particular a fluoroquinolonas y aminoglucésidos!’:3>9,

y asi se
reporta en el presente estudio, donde el 94% y 42% de enterobacterias CTX-M fueron
resistentes a fluoroquinolonas y aminoglucésidos, respectivamente; similar a lo
encontrado por Zeynudin et al. 20182 donde el 78,1% y 92,2% fueron coresistentes

a fluoroquinolonas y aminoglucdésidos, respectivamente.

En la presente investigacion se reporta que el 42% de aislados productores de BLEE
tipo CTX-M fue resistente a por lo menos un antibidtico en 3 o mds familias de
antibidticos, siendo esto un porcentaje menor a lo informado por Zeynudin
et al. 201812 y Pallecchi et al. 2007"¥ para quienes la totalidad de enterobacterias
portadoras del gen blactx-m presentaron perfiles multidrogo resistentes; sin embargo,
el porcentaje reportado en este estudio indica la presencia de un importante nimero de
enterobacterias multidrogo resistentes circulantes entre los pacientes hospitalizados

del INEN durante el 2017.

Se reporta que el 100% de cepas que presentaron el subtipo blactx-m-1 fueron
resistentes a ceftriaxona y el 70,7% fue resistente a ceftazidima, a diferencia de los
subtipos blactx-m2 y blactx-mo, donde todos los aislados fueron resistentes a

ceftriaxona y sensibles a ceftazidima.

La co-resistencia con ciprofloxacina fue similar a lo encontrado por Pallecchi
et al. 2007"'¥ quienes reportaron que los aislados del subtipo blactx-m-1 (CTX-M-15)

presentaron altas tasas de co-resistencia para quinolonas (93% con ciprofloxacina).

Por otro lado, Kim et al. 2005°.encontraron que 73,9% (17/23) de las enterobacterias
portadoras del subtipo blactx-m-1 fueron resistentes a amikacina y presentaron valores
de CMI >512 pg/ml; sin embargo, en el presente trabajo se halld que el 2,4%(1/41) de
aislados pertenecientes al subtipo blacrx-m-1 fue resistente a amikacina y presento una

CMI >32 pg/ml.

El presente estudio report6 4 cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos y
portadoras del gen blacrx-m subtipo 1. El hecho de que las cepas resistentes a

carbapenémicos, también poseedoras del gen blactx-m subtipo 1, hayan sido
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identificadas como K. pneumoniae resulta alarmante debido a que el comportamiento
epidemioldgico de la K. pneumoniae es diferente a E. coli; pues a diferencia de la
aparicion esporadica de estas, la K. pneumoniae se disemina de forma epidémica en el
hospital y estd relacionada con la co-morbilidad de los pacientes, las maniobras

terapéuticas y diagndsticas; asi también, el uso preliminar de antibidticos

principalmente oximinocefalosporinas®®.

Pallecchi et al. 2007"¥ reportaron cepas productoras CTX-M-2 con co-resistencia para
gentamicina; en comparacion con la cepa subtipo blactx-m-2 reportada en este estudio,
sensible a gentamicina. Por otro lado, Merida et al. 20167 reportaron menor co-
resistencia entre cepas productoras CTX-M-9 con ciprofloxacina (41,7%); el presente
estudid encontr6 que el 100% de cepas productoras CTX-M-9 también fueron

resistentes a ciprofloxacina.

Asi mismo, Merida et al. 201607 reportaron que todas las cepas que presentaron el
subtipo blactx-m-9 fueron resistentes a ceftriaxona; pero solo el 20% fue sensible a
ceftazidima mientras el presente estudio reporta que todas las cepas fueron sensibles a

ceftazidima.

Se encontré que las cepas que presentaron el subtipo blactx-m-9 fueron sensibles a
amikacina y carbapenémicos al igual que Logan et al. 2019°%); quienes informan que
en enterobacterias productoras de BLEE CTX-M-9, aisladas de urocultivos, el 90%

fue sensible a gentamicina porcentaje mayor al 75% que reporta el presente estudio.

El alto nivel de resistencia a los B-lactdmicos y los no-B-lactdmicos, asi como la
tendencia a un perfil MDR asociado con la presencia de genes blactx-m son alarmantes
y reafirman la necesidad de realizar pruebas de susceptibilidad de antibidticos para la
eleccion adecuada de la terapia y limitar la propagaciéon de la resistencia

antimicrobiana en Peru y en la region.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDA CIONES
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5.1 CONCLUSIONES

Existe una alta frecuencia de enterobacterias productoras de BLEE tipo
CTX-M aisladas de urocultivos de pacientes hospitalizados del Instituto
Nacional de Enfermedades Neopldasicas, representado en un 87,7% del total de
aislados.

Se identificé al menos uno de los subtipos blactx-Mm-1, blactx-m-2 y blactx-mo en
enterobacterias productoras de BLEE aisladas de urocultivos en el INEN de
enero a diciembre del 2017, el subtipo predominante fue el subtipo blactx-m-1.
La enterobacteria mas frecuentemente aislada fue E. coli representando el
63,2% del total de aislados.

El grupo etario con mayor cantidad de aislados fue mayor de 60 afios,
representado por el 54,4% del total, con una edad promedio de 72 afios.

El servicio de procedencia con mayor cantidad de enterobacterias productoras
de BLEE fue urologia y el sitio de origen de neoplasia con mayor cantidad de
aislados de enterobacterias productoras de BLEE fue la vejiga.

El género femenino presenté mayor porcentaje de enterobacterias productoras
de BLEE tipo CTX M.

El més alto nivel de resistencia de aislamientos de enterobacterias BLEE tipo
CTX-M a antibidticos fue contra ceftriaxona y ciprofloxacina.

La amikacina fue el antibidtico con menor resistencia en los aislamientos de

enterobacterias BLEE tipo CTX-M.
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5.2 RECOMENDACIONES

Realizar estudios moleculares en enterobacterias donde se incluyan la
buisqueda otros tipos de BLEE como TEM, SHV, PER con el fin de determinar
la mayoria de los tipos de BLEE circulantes, a la vez determinar si estos genes
B-lactamasas se presentan de forman individual o conjunta; a partir de esta
informacion poder implementar mejoras en la prevencion y control de
infecciones producidas por estas enterobacterias.

Realizar pruebas de secuenciamiento a fin de determinar las variantes alélicas
del gen blactx-m y describir posibles mutaciones que indicarian evolucion local
del gen blactx-m.

Realizar estudios de clonalidad de las enterobacterias portadoras del gen
blactx-m para evaluar el clon relacionado con la diseminacion del gen y a fin
de tomar acciones para controlar la diseminacién de esta.

Realizar estudios de agrupacion filogenética de las enterobacterias portadoras
del gen blactx-m para evaluar si existe asociacion entre el grupo filogenético y
la presencia del gen.

Realizar estudios de caracterizacion molecular de los pladsmidos portadores del
gen blactx-m en las enterobacterias para establecer la relacion genética que
existe entre ellas y tener datos relevantes que puedan sugerir el modo de

propagacion del gen blactx-m.
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ANEXOS

Anexo 1

Lista de antibidticos del panel BD PHOENIX™ UNMIC/ID-407

Antibiético (ug/mL)
Ampicilina AM 4-16
Amoxicilina/Clavuldnico AMC 4/2 - 16/8
Amikacina AN 8-132
Ceftazidima CAZ 1-16
Ciprofloxacina CIP 0,125-2
Ceftriaxona CRO 1-4
Cefuroxima CXM 4-16
Cefazolina CZ 2. 16
Ertapenem ETP 0,25-2
Cefepime FEP 1-16
Nitrofurantoina FM 16 - 64
Cefoxitina FOX 4-16
Gentamicina GM 7.8
Imipenem IPM 0,25-8
Levofloxacina LVX 1-4
Meropenem MEM 0,5-8
Norfloxacina NOR 2.8
Trimethoprim/Sulfametoxazol SXT 0,5/9,5 - 2/38
Tetraciclina TE 2.8
Piperacilina — Tazobactam TZP 4/4 - 64/4
BLEE BLEE <9
Cefotaxima/Clavuldnico (BLEE) CCX <9
Ceftazidima/Clavuldnico (BLEE) CcCzZ <9
Cefpodoxima-proxetil (BLEE) CPD <9
Ceftazidima (BLEE) CAZ <9
Ceftriaxona/Clavulanico (BLEE) CCR <9

Para uso con el Sistema Phoenix ID/AST
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Anexo 2
Ficha de Recoleccion de Datos

Frecuencia y subtipos del gen blacnemen Enterobacterias productoras de
BLEE aisladas de urocultivos en el Instituto Nacional de Enfermedades
Meoplisicas de enero a diciembre del 2017

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

<) | [ S CORPPTR PPN SRR | b} = = o ol - E RN

Bacteraaslada: . ..o o oo e Origen: Urocultivo
Mecanismo de resistenda detectadoffenotipo): e

Informacion epidemiologica

A s e R e A el b e R e R

Tipo de MeoplaSia: « oo e e SHED OB ORI L
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Informacion susceptibilidad a los antibidticos
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ANTIBIOTICOS
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Imipenem
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Ciprofloxacina

Presencia del gen Biders.
[ }Ausente { )Presente
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Anexo 3

Secuencias de los primers y condiciones de amplificacion de la PCR
para la deteccion del gen blacrx-my subtipos

Gen Secuencia (5’ 2 37)

pb

Condiciones de
PCR

Y F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
dcTXM R TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

bla F: GCGTGATACCACTTCACCTC
CTX-M-1 - R. TGAAGTAAGTGACCAGAATC

b E-TTAATGATGACTCAGAGCATTC
ACTX-M-2  R.GATACCTCGCTCCATTTATTG

bl F: ATCAAGCCTGCCGATCTGGTTA
ACTX-M-9  R. GTAAGCTGACGCAACGTCTGC

593

260

900

293

15 min a 95°C y 35 ciclos
de amplificacién: 30s a
90°C, 30s a 58°C, y 2 min
a 72°C, con 10 min a
72°C para la extensién
final

2 min a 95°C y 30 ciclos
de amplificacién: 1 min a
95°C, 1 min a 55°C, y 1
min a 72°C, con 10 min a
72°C para la extensién
final

5 min a 95°C y 30 ciclos
de amplificacién: 1 min a
94°C, 1 min a 61°C, y 1
min a 72°C, con 10 min a
72°C para la extension
final

2 min a 95°C y 30 ciclos
de amplificacién: 1 min a
95°C, 1 min a 55°C, y 1
min a 72°C, con 10 min a
72°C para la extension
final

*—KesGoT,RasAo0oG,SesGoC,YesCoT
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Anexo 4

Mastermix de la PCR para el gen blacrx-my subtipos

A. Mastermix de la PCR para el gen blacrx-m y subtipos blacrx-m-1y blacrx-m-9

Reactivos Con?eflt.racién Conce-ntraci(’)n Volumen fi’nal de
inicial final reaccion
Buffer [X] 10 1 2,5 uL
MgCl, [mM] 25 1 1uL
dNTPs [mM] 2,5 0,2 2 uL
blacrx-m/blactxm-1/
blacrs — F [4M] e 02 oL
b Ry 050l
Taq [U/uL] 5 0,06 0,3 uL
H,0 PCR ; - 15,7 uL
DNA bacteriano - - 2,5uL
Volumen final 25 uL

B. Mastermix de la PCR para el gen blacrx-m-2

Reactivos Con?eflt.racién Conce.ntraci()n Volumen f‘i’nal de
inicial final reaccion
Buffer [X] 10 1 2,5uL
MgCl, [mM] 25 2 2L
dNTPs [mM] 2,5 0,2 2ul
blactx-m2 — F [uM] 10 0,2 0,5 uL
blactx-m2 — R [uM] 10 0,2 0,5uL
Taq [U/uL] 5 0,04 0,2 uL
H,0 PCR - - 14,8 uL
DNA bacteriano - - 2,5 uL.
Volumen final 25 uL
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Anexo 5
Carta N°061-2016-CRP-DI-DICON/INEN

o,
X | B
[ Ministerio
m e Silud e Rl

AR DE LA COMNSOLIDASION DEL MAR OE GRAU"

Burquilta, 29 de agesto del 2016

CARTE N® 061-2016-LRF-DI-DICOMINEN
Doeiora

CARCLMA BELMAR LOPEZ
Invesigadora Princpal

Preserie.

D nuestra congidaracitn:

Es grato diigirme a usted para saludarla cordialmente ¢ informanke que of Comild Ravisor da
Profocolos del Depaamenta de Imeesligacitn del IMEN, ha ravisedo y aprueba e traaje de
Inwestgacion Titulade: *WIGILANCIA EFIDEMIOLOGICA DE BACTERIAS RESISTENTE EN
INFECCIOMES ASOCIADAS A LA ATENCION EM SALUD EN LOS SERVICIOS DE
HOSPITALIZACION DEL INSTITUTO MACIOMAL DE ENFERMEDADES MEOPLASICAS

(INEM}" INEN 16-38.

De ecuerdo confes normas debard presentar wn nforme sobra los avances del dicha progscio,
a3 como las condusiones del mismo 3 este Oficina.

Esperanto |a respuesia para ls respeciivg aprobecian, quadamas de Usted.

Alaniamenta,

Dr. Visgquezr Jule
Presdamsa o o Ry sor

Or. Jodd Carlos Gutiérrer Lazarte
Weqmbng do Comild Rewmor

TUETITLAG RAL WAL E ERFERNELACES MEGFEIICAS
Ay, Argaras Beie 3530, Qimp =3 Taols i -B850  Faao iiedB81 Wl wowws inem gl Do S TRREE Pk b 8 b e
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Anexo 6. Relacion entre subtipos blacrx-u 'y perfil de susceptibilidad en los aislamientos de enterobacterias productoras de BLEE
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Anexo 6. Relacion entre subtipos blacrx-m 'y perfil de susceptibilidad en los aislamientos de enterobacterias productoras de BLEE

- 0 7 7 - 0 7 7 - 0 7 7
N/A N/A N/A
- 0.5* 6.5% 7 - 0.5* 6.5% 7 - 0.5* 6.5% 7
- 0 9 9 - 4 45 49 - 4 38 42
Neg 0.43 Neg 0.70 Neg 0.46
- 0.6* 8.4% 9 - 34% 45.6% 49 - 29*%  39.1* 42
- 4 37 41 - 0 1 1 - 0 8 8
Pos Pos Pos
- 29*%  38.1* 41 - 0.1* 0.9* 1 - 0.6* 7.4% 8
1 5 1 7 1 5 1 7 1 5 1 7
N/A N/A N/A
0.7%  4.2% 2.1% 7 0.7%  4.2% 2.1%* 7 0.7  4.2% 2.1% 7
0 0 9 9 29 15 49 5 29 8
Neg 0.001  Neg 0.53 Neg 0.001
0.9%  5.4%* 2.7% 9 52% 29.2% 14.6¥ 49 4.4%  251*% 12.5% 42
5 29 7 41 0 0 1 1 0 0 8 8
Pos Pos Pos
4.3*% 24.5% 122*% 41 0.1*  0.6* 0.3* 1 0.8*  4.8*% 2.4% 8
1 6 - 7 1 6 - 7 1 6 - 7
N/A N/A N/A
0.1*  6.9*% - 7 0.1*  6.9*% - 0.1* 6.9% -
0 9 - 9 0 49 - 49 0 42 - 42
Neg 0.03 Neg 0.03 Neg 0.03
0.2*  8.8* - 9 0.9* 48.1* - 49 0.7*  41.3* - 42
0 41 - 41 0 1 - 1 0 8 - 8
Pos Pos Pos
0.7*  40.3* - 41 0.0*  1.0* - 1 0.1* 7.9% -
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Anexo 6. Relacién entre subtipos blacrx-m'y perfil de susceptibilidad en los aislamientos de enterobacterias productoras de BLEE

1 5 1 7 1 5 1 7 1 5 1 7

NA o1x 64+ 05+ 7 NA o1x 64r 05+ 7 NA 01+ 6ar  05¢ 7
0 9 0 9 0 46 349 0 39 3 4

Neg oo gox 06t o 007 Neg ou yuge 34k 49 009 Neg o o ggan pgn 4y 007
0 38 30 41 0 1 0 1 0 8 0 8

Pos 75 374¢  20% 41 Pos g0+ 09%  o1r 1 Pos g1« 73% 06 8

Leyenda:

R= Resistente; S= Sensible; I= Intermedia.
Pos= Positivo; Neg=Negativo; N/A = No aplica.
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Anexo 7

Operacionalizacion de variables

DEFINICON TIPO DE
VARIABLE CONCEPTUAL VARIABLE INSTRUMENTOS | INDICADORES
Bacilos Bacferla con
. Género y
gramnegativos, .
oxidasa especie.
negativos, Por ejemplo:
reductores de
nitratos a Escherichia
) nitritos, . ]
Enterobacterias I Ficha de coli productora
fermentadores de | Cualitativa . de BLEE
productoras de lucosa - con nominal recoleccion de Klebsioll
BLEE STueose - datos eostera
resistencia a las pneumoniae
cefalosporinas de productora de
3™ generacion BLEE
presentes en los Proteus
cultivos de orina mirabilis
de los pacientes productora de
del INEN BLEE
Y demas.
CTX-
Ml
Gen que confiere
la capacidad de CTX-
hidrélisis ala | Cualitativa Presente | M2
Gen blactx-m ) . PCR
cefotaxima nominal
(cefalosporina de
3°generacion) CTX-
M9
Ausente
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Anexo 8

Base de datos de enterobacterias productoras de BLEE en urocultivos de pacientes hospitalizados
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Anexo 8

Base de datos de enterobacterias productoras de BLEE en urocultivos de pacientes hospitalizados
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Anexo 8

Base de datos de enterobacterias productoras de BLEE en urocultivos de pacientes hospitalizados

N-X.LD odnqng
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Anexo 8

Base de datos de enterobacterias productoras de BLEE en urocultivos de pacientes hospitalizados

)
S e 2 2 g z. = e N =) & =

4 S
7
E49 f 83 cyc C739 pmi S R S S S R R Pos 9
E50 f 5 med C710 eco S S S S S R R Pos 9
E5S1 f 77 uro C679 eco S S S S S R R Pos 1
E52 f 55 gin C249 kpn S R S S R R S Pos 1
E53 m 74 uro Co619 €co S R S S R R R Pos 1
E54 f 61 gin C574 eco S R S S R R R Pos 1
E55 f 9m ped C229 eco S R S S R R R Pos 1
E56 m 46 med C679 kpn S R S S R R R Pos 1
E57 m 57 uro C609 €co S S S S I R R Pos 1

Leyenda:

Sexo: f= femenino; m= masculino.

Servicio: med = Medicina Oncolégica; tym = Torax y mamas; uro = Urologia; ped = Pediatria Oncoldgica; gin = Ginecologia; abd = Abdomen; cyc = Cabeza y
cuello; myt = Mamas y tejidos blandos; rt = Radioterapia; nc = Neurocirugia.

Diagnéstico: Clasificacién Cie (OMS) ICD Version: 201609,

Enterobacteria: eco = Escherichia coli; kpn = Klebsiella pneumoniae; pmi= Proteus mirabilis.

Susceptibilidad: R= Resistente; S= Sensible; I= Intermedia.

Pos= Positivo; Neg=Negativo; N/A = No aplica.



Anexo 9

Estandarizacion de la temperatura de annealing del subtipo blacrx-m-2.

Ta =59° T Ta = 61°

Electroforesis en gel agarosa 1,5% en buffer TAE 1x, con Red Safe. 1: Control subtipo
blactx-m-2, 2: Control subtipo blactx-m-1, 3: Control subtipo blactx-m-9, 4: Control negativo

(K. pneumoniae ATCC700603) y 5: Control negativo (H.O PCR).
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Anexo 10

Abreviaturas
AMK: Amikacina.
GEN: Gentamicina.
IMI: Imipenem.
MER: Meropenem.
CAZ: Ceftazidima.
CRO: Ceftriaxona.
CIP: Ciprofloxacina.
SHYV: Sulfhydryl reagent variable, reactivo de sulthidrilo variante.
TEM: Temoriana, nombre del paciente.
PER: Pseudomonas extended resistant, Pseudomonas extendidas resistentes.
SFO: Serratia fonticola.
VEB: Vietnam B-lactamasa de espectro extendido.
BEL: Bélgica B-lactamasa de espectro extendido.
GES: Guiana extended spectrum, Guiana de espectro extendido.
BES: Brasil B-lactamasa de espectro extendido.
TLA: Tlahuicas, nombre de tribu inca.
OXA: Oxacilinasas.
CMI: Concentracién minima inhibitoria.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

ATCC: American type culture collection, coleccién de cultivo tipo americana.

TAE: Tris, acetato y 4cido etilendiaminotetraacético.
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